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1. RADICALES LIBRES

Un radical libre es una especie química independienteque posee uno o más

electronesdesapareados.Aunqueel oxígenomolecularcontieneun númeroparde electrones,

presentados electronesdesapareadosen sus orbitalesmolecularesmásexternos.Estees el

estadomásestable,denominadoestadobasal,del oxígeno.

Los dos electronesdesapareadosdel 02 poseenel mismo númerocuánticode spin,

por lo que si el 02 oxidaa otro átomo o moléculaaceptandoun par deelectronesde ellos,

ambos electronesdebenposeerspines paralelos,de maneraque encajenen los espacios

vacantesde los orbitales. Generalmente,un par de electronesde un orbital atómico o

moleculartiene spinesantiparalelos.Esto impone una importanterestricción al 02 en sus

reaccionesde oxidación. El 02 molecularestágeneralmentelimitado a aceptarelectronesde

uno en uno. Esto da lugara la formacióndel radical superóxidoy otrasespeciesrelacionadas

(Cadenas,1989).

La formación de estos radicaleslibres derivadosdel oxígenose realizapor la vía

univaiesntesiguiendoel esquemaque a continuaciónsedetalla:

e e+2H~ e+H~
02 ~O« -H20, 2QH

H20

La adición de un electrón al 02 molecular en estadobasal da lugar al radical

superóxido 0<. La adición de un segundoelectrónorigina el lón peróxido022¾que no es

un radical. En los sistemasbiológicos,el productode la reduccióndel 02 pordoselectrones

es generalmentela forma protonadadel 022¾el peróxidode hidrógeno1-1202. El peróxido

de hidrógenosepuede descomponerpor fisión homolíticadando lugar al radical hidroxilo

CH. La adición de un cuartoelectróny un protón da lugar a la formaciónde agua.
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1. PRODUCCIÓN DE RADICALES LIBRES

Los radicaleslibres puedenproducirsea través de procesosfisiológicos normaleso

a causade la influenciade factoresexógenos.

Lacitocromooxidasamitocondrialescapazde reducirtetravalentementeel 02 a agua

en un procesofundamentalpara la extracciónaerobiade energíaen las células cucariotas.

Duranteesteprocesoseforman radicaleslibres transitoriamente,pero ningunode ellos es

liberadopor la enzima(Chance,1981).

Sin embargo,en lugaresanterioresde lacadenade transportemitocondrialtalescomo

la NADH deshidrogenasa(Nohí, 1993; Turrensetal., 1982),la ubiquinona(Boveris et al.,

1976; Chanceet al., 1979), o el citocromob del complejo III (Nohí, 1993), una pequeña

cantidadde 02, aunquefisiológicamentesignificativa, es reducidaunivalentemente,dando

lugar a la formación de radicaleslibres de oxígeno.

Aunqueen la mayoría de las células en estadobasal la mitocondriaes la principal

fuentede radicaleslibres, estostambiénpuedenformarseen otros orgánuloso situaciones,

incluyendo el metabolismode microsomasy peroxisomas,la autooxidaciónde diversas

moléculas como catecolaminaso mioglobina, el ciclo redox de ciertos xenobióticos

(principalmentequinonas),la membranaplasmáticade fagocitosdurantelas infeccioneso

procesosdeautoinmunídady el metabolismode las purinas.

A. Radical suDeróxido

El radical superóxidocarecede reactividadsuficientecomoparaatacardirectamente

a las macromoléculas,aunqueesuna especiepotencialmentetóxica. Se formapor la adición

de un electróna la moléculade oxígeno.Diversasenzimascelularescatalizanreaccionesde

oxidaciónen las que un sólo electrónestransferidodesdeun sustratoa una moléculade O.,

generandoel radical superóxido:

02 + e —~ O2~
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Algunos ejemplosde estasenzimasson la triptófano dioxigenasa,xantina oxidasa,

aldehídooxidasa,tiavin deshidrogenasasy peroxidasas(McCord y Fridovich. 1968).

El radical OQ< tambiénse producedurantela autooxidaciónde las formasreducidas

de algunos compuestospresentesin vivo como la ferredoxina, la adrenalina,flavinas y

componentesde la cadenade transportede electronesde bacterias(Shvinka a al., 1979),

cloroplastos(Asadael al., 1974) y mitocondrias(NoIi y Hegner, 1978).

Los macrófagosy otrascélulas fagocíticasproducensuperóxidoduranteel estallido

respiratorioque sigue a su activación (Baehneret al., 1982; Tate y Repine, 1984). Esta

producciónforma parte del mecanismomedianteel cual destruyenorganismosextraños.

Durante inflamacionescrónicas,estemecanismonormalde protecciónpuedellegar a ser

perjudicial (I-Ialliwell, 1994).

En solución acuosa,el radical superóxidopuede actuar como un fuerte agente

reductoro como un débil oxidante, reduciéndosea H202. Por ejemplo, reduceal citocromo

epero oxidaa moléculascomoel ácidoascórbico,la adrenalinay compuestostiólicos como

el glutatión (Halliwell, 1981).

La forma protonadadel 0<, el radical hidroperoxilo HO2~, es un oxidante más

poderosoque el 0<, aunquela cantidadde HOg a pH fisiológico esbaja:

HO2”~—>H~ + 0<

Dos moléculasde 0< puedenreaccionaren una reacciónde dismutación.El proceso

generalpuedeserrepresentadomediantela ecuación:

0< + 0< + 2W —~ 1120. ±02

La reaccióndirecta de dos radicalesO2~ es muy lenta, probablementedebidoa la

repulsión electrostática. A valores de pH ácidos, necesariospara protonar al 0<, la

dismutaciónocurremásrápidamenteque a pH fisiológico.
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El radical 0< es bastantepoco reactivo en comparacióncon el radical hidroxilo o

el oxígenosinglete.Sin embargo,en presenciade trazasde catalizadoresmetálicoscomo el

hierroo el cobre, la combinacióndel radical0< y del 1120. en la reacciónde Haber-Weiss

da lugar a la formacióndel radical hidroxilo OH, cl cual esaltamentereactivo.

Se ha observadoque sistemasgeneradoresde 0< puedenser letalesparabacterias,

dañar enzimas y membranas,e inducir la peroxidación lipídica (Fridovich, 1979),

probablementedebidoa su capacidadparagenerarel radical OH.

R. Peróxido de hidró2eno

La mayorpartedel oxígenoconsumidopor los organismosaerobioses reducidoa

agua por la adición de 4 electrones,mediantela acción de la citocromo oxidasade la

membranainterna mitocondrial. Sin embargo,diversas enzimas celulares transfieren 2

electronesa cadamoléculade oxígenoutilizada, generandoperóxidode hidrógeno:

OQ + 2W + 2t —* 11202

Entre las enzimasque llevan a caboestareduccióndivalenteestánla uratooxidasa,

la D-aminoácidooxidasay la glicolato oxidasa.

Otra vía de formacióndel H202 es la reacciónde dismutacióndel 0< (Halliwell,

1981). Esta reacciónocurreen dos etapas:en la primerael radical superóxidose combina

con un protón para formar el radical hidroperoxiloy en la segunda,éstereaccionacon otro

radical superóxidoy un protón generandoperóxidode hidrógeno:

0< + H~ —~ H02

HO; + 0< + H~ —~ H202 + 0,

0< + O<+2H~—*H2O2+O=

Estareacciónescatalizadaintracelularmentepor la enzimasuperóxidodismutasa.
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La autooxidación de algunos de los componentesde la cadenade transporte

electrónico mitocondrial y del cloroplasto genera H202 in vitro y, en el caso de la

mitocondria, esto tambiénpodría ocurrir in vivo (Chanceet al., 1989). Se ha observado

producciónde 1-120. durantelos procesosde fagocitosis.Los microsomasaisladosincubados

con NAI)PH generangrandescantidadesdeH202 (Hildebrandty Roots, 1975).Sin embargo,

en el retículoendoplásmico,la tasade producciónde H202 in vivoparecesermucho menor

(Sies a al., 1978).

Los cloroplastosde las plantassuperiorestambién generanH202 a pesar de que

concentracionesde H201 tanbajascomo 10~ M inhiben en un 50% la fijación de CO2 en el

ciclo de Calvin.

No existeun patrón uniforme de la toxicidaddel 1-1202 en los diferentesorganismos

y estosepuederelacionarcon las propiedadesquímicasde estamolécula. El H202 puroes

una moléculaestable,pocoreactiva,quepuedeatravesarmembranascelularesy escapazde

inactivarenzimasdirectamente,oxidandogrupostiólicos (-SH) esenciales,comoocurrecon

la gliceraldehído-3-fosfatodeshidrogenasa.

A pesarde que el l~I2O2 no es un radical libre, en presenciade iones de metalesde

transicióncomo el hierro, el H202 sedescomponeparadar lugaral radical hidroxilo (OH):

Fe
2~ + 1-1202 + H~—*Fe3~ + OIL + OH

Esta reacción fue observadapor primera vez por Fenton en 1894, por lo que se

conocecon el nombrede reacciónde Fenton. La disponibilidad de iones de metalesde

transición puedeinfluir en la mayor o menortoxicidad del 1-1202, al igual que la radiación

ultravioleta, que provocala fisión homolíticadel H
202:

H202 —> 20H

La vida mediadel H202 le permite difundir en la céluladistanciasapreciablesantes

de reaccionar(Pryor, 1986), por lo que seconsideraal H202 responsablede la propagación

dcl dañooxidativo entrelas distintas fraccionescelulares.
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C. Radical hidroxilo

El radical hidroxilo es una especiequímicade gran reactividad.Puedegenerarsea

partir del peróxidode hidrógeno,por roturahomolíticade estamolécula.Ademásexisteotra

vía de producción,la reacciónde Haber-Weiss:

0< + H202—>Q + OH- + 01-1

Estareacción,que fue postuladaporprimeravezpor F. Habery J. Weissen 1934,

es demasiadolenta para ser relevantebiológicamente(Sutton y Winterbourn, 1989). Sin

embargo,la formaciónde OH puedetenerlugarsi la reacciónde Haber-Weissescatalizada

por trazasde ionesde metalesde transición:

F&
t + 0< —~ Fe2t + OQ

Fe2t + H
202 —~ Fe

3t + OH- + OH

0< + H
2O2——~O2+ OH- + OH

La segundareacciónes una reaccióntipo Fenton. En estareacción,el radical 0<

actúacomo reductordel hierro. Los metalesde transiciónestanampliamentedistribuidosen

los seresvivos. La extensiónen la queesteprocesopuedeocurrirdependede la accesibilidad

del 0< a los iones metálicos,y de la posiblepresenciade otros agentesreductoresque

tambiénpuedenreduciral hierro. La reacciónpuedeser inhibida por agentesquelantesde

iones metálicos(Halliwell, 1981).

El radical hidroxilo tambiénes un productode la radiaciónionizante.Actualmente

es consideradoel principal iniciador del ataquea todo tipo de macromoléculas.Su electrón

desapareadoreaccionainespecificamentecon cualquier molécula próxima a su lugar de

formación.

El radical hidroxilo atacacasi a cualquiermolécula existenteen las células. Puede

hidroxilar las bases púricas y pirimidínicas del ADN favoreciendo la aparición de

mutaciones.Asimismo, puedeprovocardañoen las membranascelularese inactivarciertas
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enzimas (Del Maestro, 1980). También es responsablede la degradación del ácido

hialurónico in vitro y posiblementeintervengain vivo en los cambiospatológicosque sc

producendurantelas enfermedadesinflamatorias.

La alta reactividaddel radicalhidroxilo impide su difusióna largasdistanciasa través

de la célula (Pryor, 1986). Pero la presenciasimultáneade O2~ y H209, o sólo de H202,

asegurala generaciónsignificativa de OH en la mayor partede la célula.

D. Oxf2enosinglete

Existen dos estadosde oxígenosinglete, los cualespresentanmayor reactividadque

el oxígenoenestadobasal. En el oxígenosingletela restricciónde spin eseliminada, lo que

incrementasu capacidadoxidativa (figura 1.1).

Oxígeno(estadobasal)

Oxígenosinglete
1AgO

2

Oxígenosinglete‘Sg~O2

Estado

t Cii

1TÚQ)

Reactividad

Baja

Alta

Muy alta

Figura 1.1. Estadosy reactividaddel oxígenomolecular.

El estado½g~0
2es extremadamentereactivo y se transformarápidamenteen el

estado
1AgO

2, por lo que sólo esteúltimo sueleserconsideradoen los sistemasbiológicos.

Aunque ‘AgO, no esun radical libre, puedeformarseen algunasreaccionesde radicalesy

dar lugar a otras. El oxígenosingletepodría producirseen pequeñascantidadesdurantela

dismutacióndel 0< y durantela reacciónde Haber-Weisscatalizadapor hierro. Además,

el propio 0< puedereaccionarcon el oxigenosingletereduciendoaún mássus niveles:

0< +
1AgO, ~ 0, + 0<

Se ha sugerido que, en presenciade trazas de iones metálicos, el 0< puede

reaccionarcon peróxidoslipídicos preformadosparaoriginar ‘AgO,:
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0< + LOOH —e- ‘AgO2 + LO- + 0H

Tambiénseproduceoxígenosingleteapartirde moléculasde 1-1202e ioneshipoclorito

(OClj, que puedenser formadospor la enzimamieloperoxidasadurantela fagocitosis:

OCL + H202 —> CI + 1120 + ‘AgO2

El mecanismomás frecuentede producciónde ‘AgO2 esa través de reaccionesde

fotosensibilización tras la iluminación de compuestoscomo la riboflavina y sus derivados

FMN y FAD, las clorofilas a y b, el pigmentobiliar bilirrubina, el pigmentoretinal, etc.,

con luz de unadeterminadalongitudde onda.Unavezformado,el
1AgO

2 escapazreaccionar

con otrasmoléculaspresenteso puedeatacara la propiamoléculasensibilizada.

El oxígeno singlete puede interaccionarcon otras moléculas de dos maneras:

combinándosequímicamentecon ellas, o bien transfiriendosu energíade excitacióna estas

moléculas,volviendo a su estadobasal, mientras que las moléculasentran en un estado

excitado.

El ‘AgO2 tiene una vida media relativamente corta en solución acuosa, pues

rápidamentepierdesu excesodeenergía,pero estetiempo seprolongacuandoseencuentra

en medioshidrofóbicos,comoes el casodel interior de las membranas.Esto le permitiría

reaccionarcon los ácidos grasos poliinsaturadosde las membranascontribuyendo a la

formaciónde peróxidoslipídicos. El daño a proteínases provocado,frecuentemente,por la

oxidaciónde metionina, triptófano, histidina o cisteínaesenciales.

Los radicaleslibres tambiénpuedenserproducidospor fuentesexógenascomo la

radiación ionizante, la luz ultravioleta y especiesquímicas como el ozono,, el etanol, por

sustanciasde síntesisquímicacomo el tetraclorurode carbonoy por una gran variedadde

drogasy xenobióticos.
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2. VIDA MEDIA DE LOS RADICALES LIBRES

Los electronesdesapareadosde los radicaleslibres alteranla reactividadquímicadel

átomo o moléculahaciéndolosgeneralmentemásreactivosy por lo tanto disminuyendosu

vida media. Sin embargo, la reactividad química de los diferentes radicales varia

considerablemente.

Algunos radicales son suficientementeestablescomo para difundir determinadas

distanciasen las células,mientrasque otros como el 0H son tan reactivosque reaccionan

dentrode 1-5 diámetrosmolecularesde su lugarde formación (Pryor, 1986).

El peróxidode hidrógenoesuna moléculaestable.Sin embargo,como la mayoríade

los peróxidos,es muy sensiblea la descomposicióncausadapor especiesquímicasque

reaccionancon él. El 1-LO2 esdescompuestoenzimáticamentepor la catalasay la glutatión

peroxidasa,y por concentracionesextremadamentebajasde metalesde transicióncomo el

hierro.

Así, la vida mediadel H202 en las células sólo puedesercalculadasi seconocenlas

concentracionesde todas las especiesreactivasy las enzimasantioxidantesen el medio que

le rodea.Sin embargo,seconsideraque, en la mayoríade los ambientescelulares,el H202

tendríauna vida media que le permitiríadifundir distanciasapreciablesantesde reaccionar.

De la misma maneraque ocurrecon el H202, la vida mediadel superóxidono puede

ser calculadaa menosque se conozcala concentraciónde SOD y de todos los sustratos

reactivos. En un medio celularacuoso,seestimaque la vida mediadel 0< seríademasiado

cortacomoparapermitir su difusión en grandesdistancias.Sin embargo,la vida mediadel

radical peroxilo (LOO-) en mediosorgánicoso lipifílicos podríaser mayor (Bielski el al.,

1983).
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3. PROPÓSITOSÚTILES DE LOS RADICALES LIBRES

Con cierta frecuenciaaparecendatosen la literaturaque sugierenpropósitosútiles de

los radicaleslibres derivadosdel oxígeno. La posibilidad de que la liberación de estos

radicalesen la cadenade transportemitocondrial sea un procesocontroladono puedeser

descartadaen la actualidad(Barja, 1993).

La modulaciónde importantessegundosmensajeroscelularescomo el GMP cíclico

puedeocurrir debidoal efectode los radicalesde oxígenosobrela actividadguanilatociclasa

(Haddoxet al., 1978).

La producciónde 0< por la NADPH oxidasapresenteen la membranacelular y en

las vesículasfagocíticasdeneutrófilos, macrófagos,monocitosy eosinófilos forma partede

los sistemasdefensivosdel organismo(Ward et al., 1988).

Algunos mensajerosquímicos cuya síntesis se ha relacionadocon hidroperóxidos

orgánicoso 1-LO2 son la tiroxina (Dix et al., 1987), prostaglandinas(Egan a al., 1979) y

leucotrienos(Samuelsson,1987).

Se ha sugerido que los radicales de oxigeno están implicados en procesos

fundamentalescomo la diferenciacióny el desarrollo(Alíen y Balin, 1989).

Otrosprocesosfisiológicos importantesquehan sido relacionadoscon el radical0<

son el potencialde membrana(Scottet al., 1988), la agregaciónplaquetaria(Handin etal.,

1977) y el metabolismode xenobióticos(Sevanianet aL, 1990).

Además,se han descritootros papelesespecíficosde los radicaleslibres en ciertos

tejidos o especiescomo el desarrollode bioluminiscenciaen invertebrados(Henry et al.,

1975) o la síntesisde lignina en las plantas(Halliwell, 1978).

Considerandotodos estosdatos, sepuedepensaren la posibilidadque la producción

de radicaleslibres evolucionaracon el fin de desarrollarpropósitosútiles relacionadoscon

cl metabolismocelular.
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II. EQUILIBRIO ANTIOXIDANTE-PROOXIDANTE

El mantenimientode la homeostasisredoxen los organismosesposiblegraciasa la

existenciade antioxidantesenzimáticosy no enzimáticos.

Una ampliadefinición de antioxidantees la que los describecomo sustanciasque,

cuandoestánpresentesa bajasconcentracionescomparadascon las de un sustratooxidable,

inhiben o retrasansignificativamentela oxidación del sustrato (Halliwell y Gutteridge,

1989b).

Las interaccionesy sinergismosencontradosentrelos diferentesantioxidantessugieren

queel sistemade defensaantioxidantepuedesermásversátil y eficienteque lo que indican

los estudiossobrelos efectosde un sólo nutriente(Jacob, 1995).

1. ANTIOXIDANTES ENZIMÁTICOS

A. Catalasay 2lutatión peroxidasa

La concentracióndeperóxidode hidrógenoen las célulasdebesercontroladaya que

frecuentementeda lugar a la formacióndel radical OH. Existen dos tipos de enzimasque

eliminan el H20, dentrode las células: la catalasay las peroxidasas.

La catalasa(EC.1.11.1.6)descomponedos moléculasde 1-120, medianteunareacción

de dismutaciónen la que una moléculade H202 es oxidaday otra reducida.,dando lugar a

OQ en estadobasaly agua:

2H20, —‘ 2H20 + 02

Laenzimaestáconstituidapor 4 subunidadesproteicascadaunade las cualescontiene

un grupohemo(Fe(llI)-protoporfirina)unido asu centroactivo. El mecanismode la reacción

de la catalasasepuededescribirde la manerasiguiente:
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catalasa-Fe(IlI)+ 11202—~—~ compuesto1

compuesto1 + H20, — catalasa-Fe(lll)+ 1-1,0 + 02

La estructuraexactadel compuesto1 esdesconocida.La catalasapuedeser inhibida

por azida o cianuro, aunqueestos también inhiben otras enzimas. Otro inhibidor es el

aminotriazol(AT), que ejercesu acción inhibidora irreversiblesobreel compuesto1, por

lo que sólo inhibe a la catalasasi estápresenteel H202 parapermitir la formación de este

intermediario(Geertsy Roels, 1982).

La catalasatambiénpuedellevar a caboreaccionesde tipo peroxidasaen presencia

de un agentereductor(XH2):

H202 + XH2 —> 2H20 + X

La catalasaestápresentedentrode los peroxisomasen la rata, peroseha encontrado

en el citosol del cobaya(Geertsy Roels, 1982; Yamamotoet al., 1988; Maier et al., 1992)

y algunos autores describen su presencia en preparacionesde la membranaexterna

mitocondrial en cerebrode rata(Vitorica et al., 1984).

La glutatión peroxidasase ha descrito tanto en el citosol como en la matriz

mitocondrial. Estaenzimadescompone112020hidroperóxidosorgánicos(LOOH) utilizando

glutatión (6511), compuestotiólico de bajopesomolecular,comoagentereductor:

H202 (LOOH) + 2GSH —> 6556 + 21120 (1120 + LOI-])

En estareacción, los equivalentesde reducciónproceden,en último término, del

NADPH. La enzima, que es específicapara GSH como donador de hidrógeno, esta

constituidapor 4 subunidadesproteicas,cadauna de las cualescontieneun átomo de selenio

en su centroactivo.

Existe otra forma enzimáticaen ciertos tejidos animalesque no contieneselenio,es

dimérica y sólo es capazde eliminar LOOH. Esta actividad pareceser debidaa algunas

enzimasglutatión transferasasimplicadasen la detoxificaciónde sustanciasextrañas.
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Por último, ha sido purificada una enzimadependientede selenio,diferentede la

citosólica,queactúasobrelos hidroperóxidosde los fosfolipidosde membrana(Ursini et al.,

1982).

La catalasay la GSH peroxidasadesempeñanpapelescomplementarios,ya que la

catalasapresentavaloresde Km y Vn,ax casi tres órdenesde magnitudmayoresque los de la

GSH peroxidasa. Esta última enzima elimina cantidadesde hidroperóxidosbajas pero

producidasconstantemente,mientrasque la catalasaes de gran importanciaen situaciones

de estrésoxidativo.

Otras enzimasrelevantesen el mantenimientodel balanceredox son la glutatión

reductasa(tSR) y las transhidrogenasas(quetransfierenelectronesentreNADPH y NADH).

Laglutatiónreductasa(EC.1.6.4.2)catalizareduccióndel glutatiónoxidado(GSSG):

GSSG + NADPH + H~ —e- 2GSH + NADP~

También puedecatalizar la reducciónde ciertos disulfuros mixtos como el que se

forma entreGSH y coenzimaA. El NADPH es suministradoprincipalmenteen los tejidos

animalespor la ruta metabólicaconocidacomo via oxidativa de las pentosasfosfato.

La glutatión reductasacontienedos subunidadesproteicas,cadauna con la flavina

FAD en su centroactivo. Pareceque el NADPH reduceal FAD, que pasasus electronesa

un puentedisulfuro (-S-S-) entredos cisteinasde la proteína. Los dos grupos -51-1 así

formados,interaccionancon el GSSGy lo reducena dos moléculasde GSH, volviendo a

formar el disulfuro proteico.

JI. Suneróxidodismutasa

En 1969 McCord y Fridovich identificaron la acción de la enzima superóxido

dismutasa(FC.1.15~1~1), al observarque era capazde eliminar catalíticamenteal radical

superóxido(McCord y Fridovich, 1969).
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La superóxidodismutasa<SOD) estáconstituidapordos subunidadesproteicas,cada

una de las cuales presentaun centro activo que contiene un jón cobre y un ión zinc

(CuZuSOD), y cataliza la dismutación del superóxido dando lugar a la formación de 11202:

O<+02~ +2H~—*H,O2+O2

La superóxidodismutasaes la única enzima antioxidanteque produce una de las

especiesde oxigeno activo más peligrosas, el 11202. Elimina los radicales 0< a pH

fisiológico impidiendoasí su participaciónen reaccionescomo la de Haber-Weiss.

Los iones cobre actúanen la reacciónde dismutaciónoxidándosey reduciéndose

alternativamente:

Enzima-Cu
2t+ O

2~ —e- E-Cu’ * 02

E-tu’ + 0< + 21-U —e- E-Cu
2~ + 11202

Q- +O
2—+2H~——--.H2Q+O2

Enotro mecanismopropuesto,el radical superóxidono reduciríaal ión cobresino que

formaríaun complejo con él

E> Zn
2’ no actúa en el ciclo catalítico,sino que su funciónconsisteen estabilizarla

enzima.

La mayor parte de la CuZnSOD se encuentraen el citosol de la célula, en los

peroxisomas,algo de actividad está presenteen los lisosomas y posiblementeentre la

membranasmitocondrialesinternay externa,y en el núcleo.

La CuZnSODes inhibidapor cianuro y por dietilditiocarbamato(DDC) que elimina

el ión cobredel centroactivo de la enzima.

Existe otro tipo desuperóxidodismutasaconstituidapor 4 subunidadesproteicasque

contienenmanganesocii su centroactivo (MnSOD). El Mn seencuentraen estadoMn3~
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cuandola enzimaestáen reposoy catalizaexactamentela mismareacciónque laCuZnSOD.

La MnSOD se localiza en la matriz mitocondrial. Es mucho más lábil a la

desnaturalizaciónpor calor o por reactivosquímicos que la CuZnSODy no es inhibida por

cianuroo DDC -

2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMÁTICOS

A. Hidrosolubles

A.1 Glutatión

El glutatión (GSH), es un tripéptido de ácido glutámico, cisteina y glicina, que

constituye el principal tiol no proteico celular. Su actividad antioxidantese debe a la

capacidadreductoradel grupo tiólico de su cisteina. En su forma oxidada (GSSG)dos

moléculasde GSH se unen mediantelos grupos-SH de la cisteina, formandoun puente

disulfuro. Su estructurase muestraen la figura 1.2.

y) o

II ( II
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y ;~I y-;
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OIy
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Figura 1.2. Estructuradel glutatión en formasreducida(a) y oxidada(b).
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El glutatiónconstituye,junto con el ácidoascórbico,el principal antioxidantenatural

en la fracción soluble.Se encuentraen animales,plantasy algunasbacterias,frecuentemente

en concentracionesdel orden milimolar. Sin embargo,no esesencialpara la vida aerobia,

ya que no está presenteen algunascepasde bacteriasaerobias,aunqueen estoscasos,

contienenotros compuestostiólicos de bajo pesomolecularcon una función similar.

La mayoríadel glutatión libre in vivoestápresenteen forma GSH, aunquehastaun

tercio del glutatióncelular total puedeencontrarseformandopartede disulfuros mixtos con

otros compuestosque contengangrupos~SH,como cisteina,coenzimaA y el grupo-SI-i de

residuoscisteinade variasproteínas.

El GSH actúacomosustratode las enzimasglutatiónperoxidasay dehidroascorbato

reductasa.Además, elimina diversos radicaleslibres, convirtiendo especiasreactivas de

oxígenocomo ()7<, H,02, -OH y radicalesorgánicosalcoxilo (LO-) y peroxilo (LOO-) en

formasmás estables,mediantela reacción:

GSH + R---——GS- + RH

2G5-—e- GSSG

Estosprocesosdan lugara la formaciónde radicalestiólicos (GS-):

GSH + -OH------—-’GS-+ H20

Los radicales GS también pueden formarse cuando el GSH es oxidado por

peroxidasas,o por 02 en presenciade iones de metalesde transición. Los radicales65-,

aunque son menos reactivos que el -OH, pueden causar algunos problemasbiológicos

(Halliwell y Gutteridge, 1989a).

Tambiénseha descritola capacidaddel GSH pararealizarreaccionesde extinción

de 02 singlete.devolviéndoloa su estadobasalno reactivo.

El GSH puedereactivar enzimas que hayan sido inhibidas por exposicióna altas

concentracionesde oxígeno. El 02 oxida grupos-SH esencialesde las enzimas,los cuales
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son regeneradospor el glutatión.

En diferentesrutasmetabólicas,el GSH actúacomocofactorde numerosasenzimas.

Puedeestarimplicado en la síntesisde hormonastiroideasy enel transportede aminoácidos

atravésde la membrana,y participaen la degradaciónde insulinaen los animales,y también

en el metabolismode herbicidas,pesticidasy compuestosextrañosen tejidos animalesy

vegetales.En los animales,estoscompuestosextrañosson conjugadoscon GSH, mediante

enzimasglutatión-S-transferasaspresentesen el hígadoy en otros tejidos. Los conjugados

del GSH son generalmenteexcretadosen la bilis, utilizando el mismo mecanismode

transporteque expulsaal GSSGcuandoel hígadoes sometidoa estrésoxidativo.

Los tejidos expuestosa altas concentracionesde especiesreactivas de oxígeno,

alcanzanun punto en el cual la relaciónGSH/GSSGno puedeser mantenidaa sus elevados

valoresnormales,y el GSSG,que muestraunagran toxicidad,seacumula.El GSSGinhibe

la síntesisproteicaen células animales,y puede inactivar numerosasenzimas,formando

disulfuros mixtos con ellas. Los disulfuros mixtos formados con proteínasy con otras

moléculascomo la coenzimaA, se acumulanen los tejidos sometidosa estrésoxidativo:

enzima-SH+ GSSG—e- enzima-S-S-G+ (3511

En condicionesnormales,las células mantienenuna relación GSH/GSSGelevada,

mediante la reducción del GSSG por la glutatión reductasa(tSR) y el NADPH, o la

exportaciónactivadel mismo a travésde la membrana.Algunos órganoscomoel hígadoy,

en menorextensión,el corazón,liberan GSSG cuandoseencuentranbajo estrésoxidativo.

La medidade la razónGSH/GSSGes un estimadordel estrésoxidativo tisular.

Meister y colaboradoresdemostraronen una serie de estudios en animalesque el

glutatión y el ácidoascórbicopuedenregenerarsemutuamentehastael punto de mejorar los

síntomascarenciales,y queel 6511 mantienefisiológicamentea la vitaminaC en su forma

reducida(Meister, 1994a; Mártenssony Meister, 1992).
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A.2 Acido ascórbico (vitamina 0

El ácido ascórbicoes una sustanciade bajo pesomolecular presenteen todos los

compartimentosacuosos(citosol, plasma,líquido extracelular)de plantasy animales(Sies

et a/., 1992).

Las plantasy la mayoríade los animalesson capacesde sintetizarel ácidoascórbico

a partir de la glucosa.Sin embargo,el hombrey otros primates,el cobayay los murciélagos

frugívorosperdierondurantesu evolución una de las enzimasnecesariasparasu síntesisy

por lo tanto requierenla presenciadel ácidoascórbicoen la dieta. Estasespeciescarecende

la enzimaquecatalizael último pasoen la síntesisde ácidoascórbicoen el hígadoa partir

de glucosa por la vía del ácido 0-glucurónico, la L-gulonolactona oxidasa (E.C.

1.1.3.2. 4.8).

Tanto el hombrecomo el cobayacarecendel ARN mensajeroespecíficode esta

enzimapero sus genomascontienenuna secuencianucleotídicarelacionadacon la proteína

(Nishikimi el aL, 1988). Sin embargo,las ratasODS (OsteogenicDisorderShionogi)poseen

el ARN mensajerode la enzima(Nishikimi aal., 1989). El defectogenéticoen la secuencia

nucleotídicaconsisteen una mutaciónpuntual de G a A que da lugara un cambiodecisteina

a tirosina en la proteína(Kawai a al., 1992) lo que podríaconferir una gran inestabilidad

a la proteínamutada(Nishikimi y Yagi, 1996).

El ácidoascórbicoserequierein vivo como cofactorde diversasenzimasde las cuales

las mejor conocidasson la prolina hidroxilasa y la lisina hidroxilasa, implicadasen la

biosíntesisdel colágeno. El colágenosintetizadoen ausenciade ácido ascórbicono está

suficientementehidroxiladoy no formafibras adecuadamente,dandolugaraunacicatrización

de las heridasdeficientey fragilidad de los vasossanguíneos.

El ascorbatotambiénserequiereparala acciónde laenzimadopamina-B-hidroxilasa,

que convierte la dopaminaen noradrenalina.Se ha descrito su actuaciónen hastaocho

reaccionesmetabólicas(Labadie, 1991), pero en ningunade ellas pareceser indispensable.

La deficienciade ascorbatoen la dieta causaescorbuto.
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La propiedadquímica más notable del ascorbatoes su capacidadde actuar como

agentereductor. La donación de un electrón por el ascorbato(ASC) produce el radical

semidehidroascorbato(AFR-), que puede ser oxidado posteriormente generando

dehidroascorbato (DHA) - La estructurade estoscompuestossemuestraen la figura 1.3 -

eHO

OHH 3 2

K K O
H OH

o

ascorbate (Ase>

O

OHH 3®2

H~Cr-C5 4

lA OH O

semidehydroascorbate (AsC)

O O

3 2

~6 ‘5 o 0
H OH

dehydroascorbate ( DHA)

Figura 1.3. Estructuradel ácidoascórbicoy sus formas oxidadas.

El radical AFR- no es particularmentereactivo, y generalmentesufre la siguiente

reacciónreversible:

2AFR- -~--—-* ASC -1- DHA
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El DHA es inestable(Bode a al., 1990) y sedegradarápidamentede una manera

compleja. Las solucionesacuosasde ácido ascórbico son estables,a menos que estén

presentesiones de metalesde transición,que catalizansu rápida oxidación a expensasde

oxigeno molecular(Halliwell y Gutteridge, 1989a). El ácidoúrico puedeunir iones hierro

y cobre,por lo que estabilizaal ascorbatoen los fluidos biológicos inhibiendosu oxidación

catalizadapor hierro (Sevanianet al., 1991).

El ascorbatoreaccionarápidamentecon 02- y HO2 e incluso más rápidamente con

-OH generandoAFR- (Sies a al., 1992). Tambiénelimina 02 singlete, reduceradicales

GS-, y secombina con ácido hipocloroso,un poderosooxidantegeneradoen los sitios de

inflamación. La enzima ascorbatoperoxidasaelimina H202 utilizando ascorbatocomo

sustrato.

Sehandescritosistemasenzimáticoscapacesde reducir las formasoxidadasdel ácido

ascórbico.La actividadDHA reductasaseha observado en muchos tejidos como hígado,

riñón, intestino y placenta(Rosey Bode, 1993). Estaenzimapuedeutilizar NADPH como

donadorde electrones.En algunostejidos, el GSH tambiénes necesariopara la reducción

del DHA. En estecaso, la enzimacatalizala siguientereacción:

DHA + 2(3511—e- (3556 + ASC

El GSSGformadoseríareducidopor NADPH y la glutatión reductasa.La reducción

enzimáticadependientede 6511 podríaserdebidaa tioltransferasasy disulfuro isomerasas

(Wells y Xu, 1994). Recientementese hacaracterizadoen hígadode rata una enzimaque

cataliza la reduccióndel [)HA dependientede GSH que es diferente a las tioltransferasas

(Maellaro et al., 1994).

En la membranaplasmáticade diferentestipos celularesse ha descritounaactividad

AFR- reductasa(Villalba et al., 1996), que reduceel radical AFR- a ascorbatoutilizando

NADH comodonadorde electrones.La reduciónno enzhnáticadel AFR- y DHA esuna

alternativaal funcionamientode las AFR- y DHA reductasas.

El ascorbatoy el glutatiónactúande una maneracooperativa(Meister, 1994b). El
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ascorbatoprotegea cobayasy ratasrecién nacidasde la mortalidad inducida por hutionina

sulfoximina (inhibidor de la síntesisde glutatión) (Mártenssony Meister, 1991; Mártenson

et al., 1991; Meister, 1994). Recíprocamente,el glutatiónevita el desarrollode escorbuto

en cobayasmantenidoscon dietasdeficientesen ascorbato(Mártensonet a/., 1993).

De la misma maneraque el 0<, el ascorbatopuedereducir los iones Fe3~ a Fe2~

y, en presenciade H
202, puedeestimular la formación de -OH por la reacciónde Fenton.

Esteefectoprooxidantehasido descritoen relacióncon laperoxidaciónde lípidos (Dasgupta

y Zduneck, 1992), proteínas(Stadtman, 1991) y ADN (Toyokuni y Sagripanti, 1992) in

vitro. El efecto global dependeráde la concentraciónde ascorbatopresentey de la

disponibilidadde metales libres en el medio. Concentracionesmicromolaresde ascorbato,

junto con la presenciade ioneshierroo cobre,presentanun efectoprooxidante,mientrasque

concentracionesmilimolares, similares a las fisiológicas, muestranun efecto sobre la

peroxidaciónde lípidos y proteínasfundamentalmenteinhibitorio (Hunt et al., 1992).

Por último, se ha sugeridoun papeldel ascorbatoen la regeneracióndel cv-tocoferol

(Niki, 1991> y comoestimuladorde Ja función inmune (Bendich, 1990).

JI. Liposolubles

B.1 a-Tocoferol(vitaminaE

)

La vitamina E fue descubiertaen 1922 por Evansy Bishop. El término vitamina E

se refiere a una familia de compuestosfenólicos estructuralmenterelacionados, los

tocoferolesy tocotrienoles.Los tocoferoles se diferencian únicamenteen el número y

posiciónde los gruposmetilo del anillo aromático.El a-tocoferoles el más abundantey el

másactivo biológicamentede estoscompuestos.

La vitamina E esel principal antioxidanteen las membranasbiológicas.Se trata de

una moléculahidrofóbica, liposoluble, cuyaestructurasemuestraen Ja figura 1.4.
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Figura1.4. Estructurade la vitamina E.

Es un componenteesencialen la dieta de numerososanimales:su carenciada lugar

a una amplia variedad de síntomasincluyendo esterilidaden los machos, hemolisis y

degeneraciónmuscular(Halliwell y Gutteridge,1989b).

Por su carácterhidrofóbicotiendea concentrarseen el interior de las membranas,y

su concentración es relativamente elevada en aquellas membranas que deben estar

especialmenteprotegidas contra la peroxidación in vivo (membranas mitocondriales,

membranasde los tilacoidesde los cloroplastosy membranasdel segmentoexternode los

bastonesde la retina). El cy-tocoferol tambiénseencuentraen altasconcentracionesen las

lipoproteinassanguíneasy en las glándulasadrenales,dondetanto cortezacomo médulason

susceptiblesal dañooxidativo por su alto contenidoen enzimasoxidasasy catecolaminas.

La actividaddel .úx—tocoferol sueleatribuirseal carácterreductordel grupohidroxilo

de su anillo cromanol. Reaccionacon el radical -OH y lleva a caboreaccionesde extinción

de O. singleteprotegiendoa las membranascontraestasespecies.

Sin embargo,su principal acciónantioxidanteen las membranasbiológicasconsiste

en reaccionarcon radicalesperoxilo (LOO-) y alcoxilo (LO-), impidiendo la propagación

de la cadenade reaccionesde la peroxidaciénlipídica:

LOO- + VitE-OH —e- LOOH + VitE-O-

LO- + VitE-OH —> LOR + VitE-O-
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Durantesu acción,el cx-tocoferolesconsumidoy convertidoen cl radical tocoferilo

(VitE-O-), el cual no es lo suficientementereactivocomo para extraer H de los lípidos de

membrana,porqueel electróndesapareadodel átomode oxígeno,puededeslocalizarsedentro

del anillo aromáticode su estructura,incrementandosu estabilidad(Burton e Ingold, 1986).

Sin embargo,existen mecanismos¡ti vivo para reducir el radical tocoferi]o a a-

tocoferol. Se ha comprobadoin vitro la existenciade un sinergisino funcional entre el

ascorbatoy el a-tocoferol(Niki et al., 1985; Packery Síater, 1979; Scarpaet al., 1984). El

ascorbato(AH-) puedereducir al radical tocoferilo, lo que planteala posibilidad de que

ambassustanciastrabajenen tandemdesdeel punto de vista redox:

VitE-O~ + AH —e- VitE—OH + A-

La interacción ocurriría en la interfase citosol-membrana(figura [.5), ya que el

carácterpolarde la moléculade ascorbatodificulta suentradaal interior hidrofóbicode las

membranas.

Figura 1.5. Regeneraciónde la vitamina E por la vitamina C durante la oxidación de
membranas(Niki, 1987).

e
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Las interaccionesentreel glutatión y las vitaminasC y Fi se ilustranen la figura ¡.6.
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Figura 1.6. Recicladode las vitaminas antioxidantes C y E.

B.2 Carotenoides

Los carotenoides,que son constituyentesimportantesde las membranasde los

cloroplastos,tienen una gran capacidadpara dar lugar a reaccionesde extinción de 02

singlete y, por consiguiente,protegena la clorofila y a las membranascontra el daño

oxidativo.

La iluminación de cepas mutantesde maíz, que no sintetizancarotenoides,bajo

condicionesaerobias,da lugar rápidamenteal blanqueamientode clorofilas y a la destrucción

de las membranasde los cloroplastos.La iluminación bajo condicionesanaerobiascausa

mucho menosdaño, porque no se puedegenerar~ sínglete.

Además, los carotenoidespuedenabsorberdirectamentela energíade las clorofilas

excitadasimpidiendola formación de O? singlete.Tambiénpuedenreaccionardirectamente

con radicalesperoxilo y alcoxilo, interfiriendocon la cadenade reaccionesde la peroxidación

lipídica.
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Los carotenoidesque contienen los cloroplastos son de dos tipos principales:

carotenos<la estructuradel 13-carotenose muestraen la figura 1.7) y xantofilas, que son

derivadosde carotenosque contienenoxígeno.

(1

y ¾~ ~ V ~%¾<>V -<- Cii; Chh Chi; CH~

Figura 1.7. Estructuradel ¡3-caroteno.

En los animalessu concentraciónes muchomenor y su función antioxidantenatural

es menos clara. I)osis elevadasde 8-carotenodisminuyen la fotosensibilidadde algunos

pacientescon acumulaciónanormalde porfirinas. El 13-carotenopuedeactuarsinérgicamente

con el cx-tocoferol inhibiendo la peroxidaciónlipídica (Palozzay Krinsky, 1992). Se ha

propuestoque una alta ingestade 8-carotenopuedeprotegercontrael desarrollode cáncer

(Byersy Perry, 1992).

3. ESTRÉSOXIDATIVO

Debidoa quelas defensasantioxidantesno soncompletamenteeficientes,al aumentar

la formaciónde radicaleslibres en el organismose produceun aumentodel dañooxidativo.

El término estrésoxidativo (Sies, 1985) se refiere a este efecto (figura 1.8). Si el estrés

oxidativo es suave, los tejidos respondencon un incrementode las defensasantioxidantes

(Alíen el al., 1983; López-Torresa al., 1993b). Sin embargo,el estrés oxidativo severo

puedecausardañocelular y muerte.

Unamanerade generarestrésoxidativo en los tejidos esmediantela acciónde ciertas

toxinas, algunas producen radicales libres y otras eliminan las defensasantioxidantes

(Halliwell, 1994).

Algunas toxinasson radicaleslibres, por ejemploel dióxido de nitrógeno(NO;), un

gas tóxico presenteen el aire contaminado.Este compuestopuede iniciar el procesode

peroxidaciónlipídica. Otrastoxinas seconviertenen radicaleslibres al ser metabolizadas.
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Esteesel caso del tetraclorurode carbono(CO4) que setransformaen el radical CCL en

el hígadopor la acción del citocromo P-450. El radical COy reaccionacon 02 y produce

un radical peroxilo (CC1302-) el cual puede iniciar la peroxidación lipídica (Aust et al.,

1993).

Existen toxinas que eliminan las defensas antioxidantes. El paracetamol es

metabolizadoporel citocromoP-450en el hígado,generandoun productoquereaccionacon

el glutatión y lo elimina. Lapérdidadel glutatiónproduceestrésoxidativo, lo quecontribuye

al fallo hepáticoen casodesobredosisde paracetamol.El 3-amino-1,2,4-triazol(AT) inhibe

a la enzima catalasauniéndoseal complejo catalasa-peróxido(compuesto1) de forma

irreversible(Geertsy Roels, 1982).

Figura 1.8. Balanceantioxidante-prooxidante.Un excesode especiesactivas de oxígeno y
metalesde transiciónen relacióncon los antioxidantesproduceestrésoxidativo. La situación
contraria se observaen presenciade niveles relativamentealtos de antioxidantes.SOD:
superóxidodismutasa;CAT: catalasa;GPX: glutatiónperoxidasa;GR: glutatión reductasa;

ANTIOXIDANTE

SOD

O~ H202 GPX CAT
GRASC GSH

~ UR! VITE

PROOXIDANTE SOD

GPX cAl
2+ GR SMi

OH- Fe ASc uni VITE
Q1 H2 2~2

GSI-l: glutatión; URI: ácidoúrico; ASC: ascorbato;VITE: vitamina E (Barja, 1996).
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La disminucióndel estrésoxidativo es teóricamenteposible medianteel incremento

de la capacidadantioxidantede los tejidos. En el hombre, el aumentode las enzimas

antioxidantesendógenaso del glutatión (que seencuentrabajo control “feed-back” celular),

no esunaaproximaciónposible. El equilibrio antioxidante-prooxidantesólo esmodulableen

el hombremedianteantioxidantesexógenosvitamínicos,cuya ingestiónen la dietapuedeser

controladade una manerasencillay segura.

LII. PEROXIDACIÓN LLPDICA

Los constituyentesesencialesde las membranasbiológicas son los lípidos y las

proteínas,estasúltimas en una cantidadque aumentaa medidaque lo haceel númerode

funcionesque la membranarealiza.

Los lípidos de membranason generalmentemoléculasanfipáticas, que contienen

regioneshidrocarbonadascon pocaafinidad por el aguay regionespolareshidrofilicas. En

las membranasde células animaleslos lípidos másabundantesson los fosfolípidos, siendo

el más común la fosfatidilcolina. A diferenciade lo que ocurreen las membranasde los

orgánulos subcelularescomo la mitocondria, algunas membranascontienen cantidades

significativasde esfingolípidosy de colesterol.

En las célulasanimales, las cadenaslateralesde los ácidos grasosde lípidos de

membranasoncadenashidrocarbonadaslinealesque contienenun númeropar de átomosde

carbono,generalmenteentre 14 y 24, y los doblesenlacesposeenconfiguracióncts.

A medidaque el númerode doblesenlacesen un ácidograsoaumenta,su punto de

fusión disminuye.Por ejemplo, el ácidoesteárico(18:0) essólido a temperaturaambiente,

mientrasque el ácido linoléico (18:2) es líquido. Los ácidosgrasoscon ninguno,uno o dos

doblesenlacesson másresistentesal ataqueoxidativo que los ácidosgrasospoliinsaturados;

sin embargo, los ácidos grasospoliinsaturadosestánpresentesen muchas moléculasde

fosfolípidos de membrana.
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La fluidez de las membranasesdebida,en parte,a la presenciade cadenaslaterales

de ácidosgrasosinsaturadosy poliinsaturadosen muchoslípidos de membrana,que reducen

el punto de fusión del interior de la membrana.El dañoa los ácidosgrasospoliinsaturados

tiende a reducir la fluidez de la membrana,característicaesencialpara el funcionamiento

adecuadodc las membranasbiológicas.

1. PROCESODE PEROXIDACIÓN

La peroxidaciónlipídica esun procesoautocatalíticomediadopor radicaleslibres por

el cual los ácidos grasos poliinsaturadosforman hidroperóxidoslipídicos (Sevaniany

Hochstein,1985). Esteprocesoconstade tres etapas:iniciación, propagacióny terminación

(figura 1.9).
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Figura 1.9. Diferentesetapasen el procesode peroxidación(Southorn, 1988).
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A. Iniciación

La iniciación dc una secuenciade peroxidaciónen unamembranao en un ácidograso

poiliinsaturadose producepor el ataquede cualquierespeciesuficientementereactivacomo

para abstraerun átomo de hidrógenode un grupo metileno (-CFI2-). El radical hidroxilo

puedeiniciar el procesode peroxidación(Halliwell y Gutteridge, 1989b):

-CH,- + -OH———e---CH- + H20

Sin embargo,el 0< no es suficientementereactivo como para abstraerH de los

lípidos y ademássu carga negativa le impide accederal interior hidrofóbico de las

membranas.La forma protonadadel radical superóxido,el HO2~, es másreactivo y puede

extraer H de algunosácidosgrasos,aunquetodavía no se ha demostradosu capacidadpara

iniciar la peroxidaciónen las membranascelulares:

-CH~< + H02-—-—-—-.-CH- + H20,

La abstracción de un H de un grupo metileno deja un electrón desapareadoen el

átomo de carbono(--CH-). La presenciade un doble enlaceen el ácido graso debilita el

enlaceC-H en el átomo de carbonoadyacenteal doble enlace y por lo tanto facilita la

abstracciónde H. El radical formado, tiende a ser estabilizadopor un reordenamiento

molecularpara formar un dienoconjugado.

Los dienos conjugadospuedenreaccionarde diversasmaneras.Si dos de ellosentran

en contactodentrode la membrana,puedenformar enlacescruzadosentre las moléculasde

ácidosgrasos.~I’ambiénpuedenreaccionarcon otros componentesde la membranacomolas

proteínas.Sin embargo,con mayorfrecuencialos dienosconjugadosen condicionesaerobias

reaccionancon O. dando lugar a la formación de radicalesperoxilo LOO- (Halliwell y

Gutteridge, 1 989b):

-CH-+O2 —.-CHO2--
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B. Proua2ación

La formaciónde radicalesperoxiloes de gran importanciadebidoa que soncapaces

de abstraerII de otra moléculalipidica, porejemplo de un ácidograsoadyacente.

-CHOr- + -CH2- ——e- -CHQH- + --CH-

Los autores utilizan el término de estimulaciónde la peroxidación lipidica para

describirla abstraccióncontinuade H por partede los radicalesperoxilo.

El nuevoradical formadopuedereaccionarcon O-, paraformar otro radical peroxilo

y así la reacciónen cadenade la peroxidaciónlipidica puedecontinuar.De estamanera,la

iniciación de una secuenciade peroxidaciónpuede dar lugar a que muchasmoléculasde

lípidos seanoxidadasa hidroperóxidoslipídicos (Niki, 1987).

La cantidadde radicalesformadoscomo respuestaa un determinadonivel de estrés

oxidativo dependede la disponibilidadde ácidos grasospoliinsaturadosen los lípidos de

membrana(North et al., 1994).

Los radicalesperoxilo se combinancon el átomo de hidrógeno que abstraendando

lugar a un hidroperóxidolipídico LOOH. Los radicalesperoxilo tambiénpuedenformar

peróxidoscíclicos.

El oxigenosingletepuedereaccionardirectamentecon doblesenlacescarbono-carbono

generandoLOOH. Sin embargo, esta adición directa del O, singletea los lípidos de

membranano causala propagacióndel procesode peroxidación,amenosque los LOOH sean

descompuestos,por ejemplo mediante la acción de iones metálicos, formando radicales

alcoxilo y peroxilo.

La abstraccióninicial de 11 de un ácido graso poliinsaturadopuedeocurrir en

diferentespuntosde la cadenahidrocarbonada.Así, la peroxidacióndel ácidoaraquidónico

da lugara la formaciónde al menosseishidroperóxidoslipídicosasícomoperóxidoscíclicos

y otros productoscomomalondialdehído(MDA).



Vitaminasantioxidantesy estrésoxidativo ____ INTRODUCCIÓN 32

C. Terminación

El ciclo de propagaciónserompecuandotienenlugarreaccionesde terminación,en

las que los radicaleslibres son destruidos.La reacciónde dos radicalescontiguos,por

ejemplode tipo alquilo L-. da lugar a la formaciónde puentescruzados(L-L) estables.Los

peróxidoscíclicos formadosen los ácidosgrasospuedenfragmentarseendiversosproductos

como el MDA, cuyaestructurasemuestraa continuación:

CH2-

0=4? (=0

II II

Las sustanciasque eliminan radicaleslibres tambiéncontribuyenla terminacióndel

procesode peroxidación.

Como consecuenciade la peroxidaciónlipídica, la membranaaumentasu viscosidad

y disminuye su resistenciaeléctrica,se facilita el intercambiode fosfolípidos entre las dos

monocapasy las proteínasdemembranaformanenlacescruzadosdisminuyendosu movilidad

lateral y rotacional(Richter, 1987).

2. PAPEL DE LOS IONES METÁLICOS EN EL PROCESODE PEROXIDACIÓN

LIPIiDICA

En general,los metalesde transiciónpuedencambiarsu estadode oxidacióndebido

a su valenciavariable. Esto les permiteparticiparen reaccionescon otros radicaleslibres.

Los ioneshierro puedentomarparteen reaccionesde transferenciade electronescon

cl oxigeno molecular:

Fe
2’ + O~ e—> (F&t -02 ~—> Fe3~ -0<) <—e- F&~ + 0<
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El ión Fc2~ puede reaccionarcon H
202 dando lugar a la formación de radicales

hidroxilo en la reacciónde Fenton:

Fe
2~ + H

202 —e- Fe
3’ + -OH + 01±

El ión Fe34 tambiénpuedereaccionarcon 1-LO
2, aunqueestareacciónocurre muy

lentamentea pH fisiológico:

Fe
34 + H

202 ———> F&
4 + 0< + 2H4

Los iones cobretambiénpuedenreaccionarcon H
202 generandoradicaleshidroxilo:

Cu
4 + 11202 ————--—> Cu2~ + OH + OH

Debido a las bajasconcentracionesde H
202 y 0< que existen iii vivo, la reacción

de Haber-Weiss, en la que el radical superóxido y el peróxido de hidrógenoproducen

radicaleshidroxilo, no puedeocurrir a no ser quesea catalizadapor ionesde transición:

F&
4 + 0< —~> F&~ + 02

Fe24 + H
202 ———-— Fe

3’ + -OH + OIL

H
202+O<——e-O,+ 01-1 + 011

El radical -OH formadopuedeiniciar el procesode peroxidación.

Los hidroperóxidoslipidicos son establesa temperaturasfisiológicas, sin embargo,

metalesde transicióncomo el hierro y el cobre, aceleransu descomposición:

LOOH + Fe
2’ ——-e- LO- + OIL + Fe3’

LOOH + F&4 ———~ LOO- + H’ + F&’

Los radicales LO- y LOO- pueden abstraer 11 y estimularla peroxidaciónlipidíca.

Por esto,la eliminaciónde LOOH de las membranases esencialparaevitar la propagación
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del procesode peroxidación.La enzimaGSH peroxidasade membranadescritapor Ursini

y colaboradores(1982) puede eliminar LOOH. La liberación de LOOH de la membrana

mediantela fosfolipasaA2 (Sevanianet aL, 1983), seguidopor el metabolismodel grupo

hidroperóxidomedianteGSH peroxidasascitosólicas,constituyeun mecanismoalternativo.

Los ioneshierro unidosa proteínascomo la transferrina,no puedengenerarradicales

-OH a pH 7,4. Sin embargo,pueden producir estos radicalescuando las condiciones

celularesprovocanla liberacióndel hierro de las proteínas.Esto puedeocurrir en presencia

de agentesquelantescomo el ATP, el ADP y el citrato, a valoresácidosde pH, y también

cuandoseproducela reducciónde Fe
3’ a Fe2’ medianteagentesreductorescorno el ácido

ascórbicoo el radical superóxido.

Los ioneshierro que estabanunidos a la proteína,al serliberadospudenreaccionar

con H
20, para formar el radical -OH. Este último, por su alta reactividadpuedeatacara

componentesde la proteínacercanosasu lugarde formación.Así, la naturalezaquímicadel

dañocelular producidopor H202 podríadependerde la localizaciónespecíficade los iones

metálicosque puedengenerar-OH a partir de H202.

Algunosautoreshan observadoque seproduceperoxidacióna pesarde que el H~O~

y el radical -OH hayan sido eliminados, lo que ha llevado a postularque el propio hierro,

en la forma de un complejo Fe
2’-oxígeno-Fe3’,es el responsablede la iniciación de la

peroxidaciónlipídica (Minotti y Aust, 1987). Sin embargo,estecomplejono ha podido ser

aisladoni caracterizado.

3. PROTECCIÓN FRENTE A LA PEROXIDACIÓN LIPIDICA

Los organismosaerobiosestánprotegidosfrente a la toxicidad del oxígenomediante

un conjunto de sistemasdedefensa.Sepuedenclasificaren dos categorías:los antioxidantes

que reducen la tasa de iniciación y los que interrumpenla propagacióndel procesode

peroxidaciónlipídica (Niki, 1987).

Los antioxidantesque reducenla tasade iniciación eliminan las especiesactivasy

los posibles prccursores de radicales libres. Por ejemplo, la descomposición de
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hidroperóxidoslipídicos y peróxido de hidrógenopor iones de metalesde transicióncomo

el hierro y el cobrepuedeseruna vía importantede generaciónde radicaleslibres in vivo:

LOOH (H202) + Fe
2’ ———-~ LO- (HO~) + OIL + Fe3’

LOOI] (11=02)+ Fe3’ ——-—-> LOO- (HO;) + Iii’ + Fe2’

Las enzimasglutatiónperoxidasay catalasadescomponenhidroperóxidosy peróxido

de hidrógeno respectivamente,sin generar radicales libres y por lo tanto reducensu

formación. Los compuestosque unen iones metálicosy reducenla tasade las reacciones

anteriores,tambiénse consideranantioxidantes.

El oxígeno singlete oxida a los átomos de carbono que forman dobles enlaces

generandohidroperóxidoslipídicos. Por consiguiente,el B-caroteno, que extingue al ‘Ok,

tambiénreducela tasade iniciación.

Existen antioxidanteshidrosolublesy liposolublesque interrumpenel procesode

propagaciónde la peroxidaciónlipídica. Entrelos primerosseencuentranel ácidoascórbico

y el glutatión. El principal antioxidanteliposoluble en célulasanimaleses la vitamina E,

aunqueexistenotros como el B-caroteno, la bilirrubina y los estrógenos.

La unión de ionesmetálicostambiénconstituyeun mecanismodeprotecciónfrente

a la peroxidaciónlipídica (Halliwell y Gutteridge, 1989a). La transferrinay la ferritina,

ademásde transportary almacenarhierro, puedenconsiderarsedefensasantioxidantes,ya que

el hierro unido a proteínasno estádisponibleparaestimularreaccionesde radicaleslibres.

Asimismo, el ácido úrico puedeunir ioneshierro y cobre in vitro evitando su participación

en reaccionesde radicaleslibres.

La mayoríadel cobreplasmáticoestáunido a la ceruloplasmina.Estaproteínatiene

propiedadesantioxidantesy escapazdeoxidarel Fe2’ a Fe3~, menosreactivo,disminuyendo

la producciónde -OH dependientede Fe2’ a partir de H,O, y la peroxidaciónlipidica

dependientede Fe2t. La pequeñacantidadde cobre plasmáticono unido a ceruloplasmina

estáunido a histidina, péptidospequeñosy albúmina.
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Los tres antioxidantesno enzimáticosprincipales,glutatión, ácido ascórbicoy x-

tocoferol, pueden actuar de maneracomplementariafrente a la peroxidaciónde lípidos

insaturadosde las membranas(figura 1.10).

AFR -

L

ckHgj?t

U.

2Y‘—-

LOO-
AFR -_

Ñst«w -VEO-

NA0Pt->~3 2GSH LOOH Fe
2~

NAOPH+ ----‘---GSSG’~
LOH VEOH ~ FRAGMENTATION

>STAE3UE) VEO-

ArR-

MEMBRANE
DAMAGE

Figura 1.10. Relaciónentre el glutatión y las vitaminas C y E durantela peroxidación
lipidica. ASC: ascorbato;AFR-: radical del ascorbato;VEOH: vitamina E; VEO-: radical
toferilo (Barja, 1996).

4. MEDIDA DE LA PEROXIDACIÓN LIPIDICA

Las técnicasde cuantificaciónde la peroxidaciónlipídica sonvariadas.Los métodos

utilizados más comunmenteson: a) cromatografíagas-liquido de etano y pentano,b)

absorbanciaUV de dienos conjugados,c) cromatografíagas-líquidode ácidos grasos,d)

colorimetríay fluorimetríade MDA tras la aplicacióndel testdel ácidotiobarbitúrico(TBA)

y e) determinaciónde diversosproductosde peroxidación lipídica mediantecromatografía

líquida de alta resolución(HPLC).
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La peroxidaciónde membranasgenerapequeñascantidadesde MDA libre que pueden

reaccionaren el test del TBA dandolugara la formaciónde un productocoloreado.Además

del MDA. otros compuestos relacionados (hidroperóxidos) o no (glucosa, ciertos

aminoácidos)con la peroxidaciónlipidica, reaccionancon el TBA formandoproductosque

absorbena longitudesde ondapróximasa 535 nm (Halliwell y Gutteridge, 1989b).

Así, la medida espectrofotométricaa 535 nm (TBA ¡ti vivo) podría incluir las

contribucionesde esassustancias,aunquela medidafluorimétricapuededistinguir mejoresos

productosdel verdaderoMDA.

La incubación en presenciade sistemasgeneradoresde radicales (TRA in vitro)

minimiza esasinterferencias.En estecaso,los resultadosse interpretancomo la sensibilidad

de esetejido a la peroxidaciónlipídica.

La cuantificaciónde productosde peroxidaciónlipídica mediantetécnicasde HPLC

presentauna alta sensibilidady especificidad.La determinaciónde hidroperóxidoslipídicos

proporcionainformación sobre los primeros estadosde la peroxidacióny la medida del

MDA, sobrelas etapasfinales. Sin embargo,estosmétodostienen la limitación de que se

detectasólo uno de los muchosproductosresultantesdel procesoperoxidativo.

LV. DAÑO OXLDATIVO A PROTEINAS

El procesodeperoxidaciónhpídicaha recibido muchaatención,aunquetambiénse

producenataquessimilares por partede los radicales libres a las proteínasy a los ácidos

nucleicos.Los productosde estasperoxidacionesseacumuhnen proporcionesmenores,lo

que ha dadolugar a que hayanpasadodesapercibidosdurantemuchotiempo. Sin embargo,

estosprocesospuedenserde extremaimportanciaporel caráctercualitativodel dañoy por

la mayor dificultad de reparacióndel mismo,comoocurreen el casodel AI)N.

Davies y colaboradoreshan realizadodiversosestudiossobreel posiblepapelde las

especiesde oxigenoactivoenel dañoy degradaciónde proteínas,indicandounasensibilidad

generalde las proteínasa los radicalesde oxígeno.
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Las modificacionesinducidaspor el radical hidroxilo -01-1 o por unacombinaciónde

-OH + 0~- + 0, que refleja mejor la exposiciónbiológicaa los radicalesde oxígeno,

incluyenalteracionesdel pesomolecular(agregacióno fragmentación),alteraciónde la carga

eléctricaneta,pérdidade triptófano y produccióndel bifenolbitirosina.

Debido a que el radical O; no tiene efectos medibles en ninguno de estos

parámetros,sehapropuestoque el radical -OH es la especieiniciadorade estasalteraciones,

mientrasque el O~ y el 0< parecenmodificar significativamenteel daño inducido por el

radical -OH (Davies, 1987).

Estudios realizadosen albúmina bovina indican que todos sus aminoácidos son

susceptiblesde modificación por -OH y -OH + 0< + O,, aunque el triptófano, la

tirosina, la histidina y la cisteinasonparticularmentesensibles(Davieset al., 1987).

El radical -OH puedemodificar cualquieraspectode la estructuraprimariaproteica.

El O~ y el 0=-puedenactuartransformandolos productosiniciales de la reaccióndel -01-1

incrementandoen el daño(pérdidade triptófano) o reparándolo(prevención(le la formación

de bitirosina).

El radical O~- previene la formación de bitirosina mediante la reducción de radicales

tirosilo, y por lo tanto inhibe la formaciónde agregados.Sin embargo,no puedededucirse

que el ~ es inofensivo. Primero, el 02 reducelos puentesbisulfuro de la cisteina a

grupossulfidrilo, lo queprovocaladesnaturalizaciónde la proteínay supérdidade función.

Segundo, las proteínasque poseengrupos prostéticoshemo, con hierro-azufreo cobre,

puedensufrir dañosmásgravesy permanentescuandoson expuestasa 0< (Davies et al.,

1987).

Estas modificaciones oxidativas de la estructuraprimaria dan lugar a grandes

alteracionesen las estructurassecundariay terciaria (Davies y Delsignore, 1987). La

exposición de albúmina bovina a -OH causa desnaturalización(desdoblamiento)de la

proteínae incrementasu hidrofobicidad.A continuacióntiene lugar la formaciónprogresiva

de enlacescovalentescruzadosquedan lugara dímeros,trímerosy tetrámeros,parcialmente

debidoa la formación debitirosina intermolecular.
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La combinaciónde -OH + O, + 0< tambiéncausadesnaturalización.Sin embargo,

a diferencia del OH, da lugar a la fragmentaciónespontáneade la albúmina bovina,

produciendonuevosgrupos carbonilo sin aumentarlos grupos amino libres, Este patrón

generalha sido observadoen una gran variedadde proteínas.

La fragmentaciónpodríaimplicar la adición de O~ a radicalesinducidospor el -OH

en el a-carbonode los aminoácidos,para formar radicalesperoxilo cuya descomposición

produciría la escisiónde la cadenapolipeptídica.El enlacepeptídicopermaneceríaintacto

duranteesteproceso.

La exposiciónal radical 0< no revela cambios mediblesen la estructurade la

proteína. El -OH es la especieresponsablede la alteraciónde las estructurassecundariay

terciaria de la albúminabovina. El O? y el O2~ modificarían posteriormentelos productos

de reaccióndel -OH ([)avies y Delsignore, 1987).

La modificación oxidativa de la de la estructuraproteica primaria, secundariay

terciariaestádirectamenterelacionadacon unasusceptibilidadproteolítica incrementada.

Las proteínasdesnaturalizadasrepresentanun excelentesustratopara los sistemas

proteolíticoscelulares.La desnaturalizaciónimplica un desdoblamiento,lo cual incrementa

laaccesibilidadde las proteasasalos enlacespeptídicos.Así, el procesode desnaturalización

puedesignificar una señaluniversalparala degradaciónde proteínasoxidadas.

Las proteínasmodificadasoxidativamentesondegradadasrápiday selectivamentepor

sistemasproteoliticosintracelulares.En eritrocitoshumanosy E. coli, la degradaciónparece

llevarsea cabomedianteenzimasproteolíticassolubles,no lisosomales,e independientesde

ATP (Davies, 1987).

Estas observacionespueden tener importantes implicacionesen la regulación del

turnover” o recambiode proteínasen todos los organismosaerobios.Los mecanismospor

los cuales los sistemasproteolíticos celulares reconocen las proteínas oxidativamente

modificadasson todavíapoco conocidos.
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Algunos autoreshan descritola existenciade un númerode sistemasenzimáticosy

no enzimáticos,a los quedenominansistemasoxidativosde función mixta (MFO) o sistemas

de oxidación catalizada por iones metálicos (MCO), que son capaces de modificar

oxidativamentealasproteínas(OliveretaL, 1981; Pucci aol., 1983; Stadtman,1990).Los

sistemasmás relevantesfisiológicamenteson la NADH y la NADPH oxidasas,la xantina

oxidasay las reductasascitocromoP-450, los cuales,en presenciade Fe3t, O~ y sussustratos

específicosdonadoresde electrones(NADH, NADPI-I, xantina)son capacesde catalizar la

oxidaciónde las cadenaslateralesde ciertosaminoácidosde las proteínas.

Además,existensistemasno enzimáticosque son capacesde catalizar la oxidación

dependientede O~ de las proteínas,en presenciade Fe3t y de donadoresde electronescomo

el ascorbato(Stadtman,1991).

La actividadprooxidantedel ascorbato(AH-) se debea su capacidadde reducir los

metalesde transición, Fe3’ y Cu24-, mediantela transferenciade un electrón,generandoel

radical semidehidroascorbato(A--):

A11 + Fe3’ (Cu2t) ————> N- + Fe2’ (Cut)

EL ascorbatotambién puede reducir al 02 por transferenciade dos electrones

produciendoperóxidode hidrógenoy dehidroascorbato(A):

Todos los sistemasMFO catalizanla reduccióndel O?a H
202, y del Fe

3t aFe2~,por

vía dependienteo independientede 02<. La producciónde H2O~ y Fe2’ es la únicafunción

que tienen en común los sistemasMFO y que se requierepara la oxidación de proteínas

(Stadtrnanet al., 1992>.

La oxidaciónde enzimascatalizadapor MFO estáacompañadapor una pérdidade

actividadcatalítica y por [aconversiónde la enzimaa una forma altamentesusceptiblea la

degradaciónproteolítica,especialmentea la degradaciónpor proteasascitosólicasneutraso

alcalinas(Rosemany Levine, 1987).
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Las reaccionesde oxidación catalizadaspor iones metálicosson de naturalezasitio-

específica.Las dianas más frecuentesde los sistemasMCO son los aminoácidoshistidina,

arginina. usina, prolina y cisteina(Amici et al., 1989) y también los centrosde unión de

hierro no hemínicode las proteínas(Turnboughy Switzer, 1975).

La oxidaciónde proteínaspor los sistemasMFO proporcionaun mecanismogeneral

por el cual las proteínasson marcadasparasu degradación(Oliver et al., 1981).

Se ha observadoque muchasde las enzimasqueson fácilmenteoxidadaspor sistemas

MEO seacumulancomo formas inactivaso menosactivas, y más termolábilesduranteel

envejecimiento(Stadtmanet al., 1992).

La oxidación de proteínas por sistemasMCO conduce a la conversión de las cadenas

lateralesde algunosaminoácidosen derivadoscarbonilo. Mediantela utilizaciónde técnicas

altamentesensiblespara la medida del contenido en carbonilosde las proteínas,se ha

encontradoque existe un incrementocon la edaden el nivel de proteínasoxidadas.

El nivel de proteínasoxidadasen una célula dependede las tasas relativas de

oxidación de proteínasy de degradaciónde proteínasoxidadas.Ambastasasson funciones

complejasde numerososparámetros.La acumulaciónde proteínasoxidadasque ocurrecon

la edadesdebida,en parte,a la pérdidade actividadproteasa(Starke-Reedy Oliver, 1989;

Carneyet al., 1991).

La acumulación de proteínas oxidadas se ha asociadocon la manifestaciónde

disfuncionesfisiológicasrelacionadascon la edad,como lapérdidade agudezade la memoria

espacio-temporal.Estos cambiospuedenser revertidosmediantetratamientocrónico con

agentesquímicosterapéuticos(Carneyet al., [991).
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V. DAÑO OXIDATIVO AL ADN

La exposiciónde célulasa un estrésoxidativo implica la alteraciónde macromoléculas

celulares como el ADN, el ARN, las enzimas, y proteínas y lípidos estructurales.

Recientementese ha dedicadomuchaatención al ADN debido a su papel central en la

transferenciade información entregeneracionesde células somáticas(Saul el al., 1987).

Sehanpropuestodos mecanismosmediantelos cualesel estrésoxidativopodríadañar

al ADN (Halliwell y Aruoma, 1991). De acuerdocon el primerode ellos, esposiblequeel

daño sea debido a la formación del radical -OH. El H202, que cruza fácilmente las

membranasbiológicas,puedepenetraren el núcleo y reaccionarcon iones hierro o cobre

para formar -OH. Debido a la alta reactividaddel OH y a su incapacidadpara difundir

distanciassignificativasdentrode la célula, estemecanismosólo esposiblesi el -OH fuera

generadoapartir del FI», por reaccióncon iones metálicosunidos al ADN o muy próximos

a este.

Una posibilidad esque estos ionesmetálicosestuvieransiemprepresentesunidos al

ADN in vivo. Por ejemplo, secreeque existenionescobrepresentesen los cromosomas.

Otra posibilidad es que los iones metálicosfueran liberadosdentro de las célulascomo

resultadodel estrésoxidativo. Así, el estrésoxidativo aumentaríalos niveles intracelulares

de los ioneshierro y cobre libres, que podríanunirseal ADN convirtiéndoloen diana del

dañooxidativo.

Una segundaexplicaciónde la capacidaddel estrésoxidativodecausardañoal ADN

es que el estrésoxidativo da lugar a una seriede procesosmetabólicosdentro de la célula

queconducena la activaciónde enzimasnucleasas,la cualescortanla estructuradel ADN.

El estrésoxidativo causaaumentosen el Ca
2~ libre intracelular, el cual puedeactivar

endonucleasasdependientesde Ca2’ que fragmentaríanel ADN.

Estos dos mecanismos(daño al ADN por el radical -011 y por la activación de

nucleasas)no sonexcluyentes,sino que ambospuedentener lugar. Su importanciarelativa

dependedel tipo de células utilizado y de la maneraen que se produceel estrésoxidativo

(Halliwell y Aruoma, ¡991>.
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El estrésoxidativo. generadomedianteuna gran variedadde mecanismos,produce

efectosmutagénicosen bacteriasy diversostipos celularesde mamíferos. Los cambios

químicos que seproducenen el ADN puedenconduciral desarrollode cáncer,aunquelas

relacionesprecisasno seconocentodavía(Floyd, 1990).

La especiesreactivasdel oxigenoproducenuna seriedemodificacionesquímicasen

el ADN. El radical O~- y el FI»=no reaccionancon el ADN a menosque esténpresentes

iones metálicospara permitir la formación de -OH. Sin embargo,el radical -OH es tan

reactivo que puede atacara todos los componentesdel ADN (Cadet y Teoule, 1978;

Hutchinson, 1985; Dizdaroglu, 1991).

El radical -OH puedeextraerátomosde hidrógenode la desoxirribosa,dandolugar

a un radical derivadodel azúcar, que puede fragmentarsede diversasmaneras.También

puede reaccionarconduciendoa la liberación de basespúricas o pirimidínicas del ADN

(produciendositios abásicos),y a la roturade las hebras.

Se han caracterizadocambiosquímicos en las basesque constituyen las cadenas

polinucleotídicas,que dan lugar a basesmodificadas(Kasai et al., 1986) como son la 8-

hidroxiguanina,la 8-hidroxiadeninay la timina glicol. La figura 1.11 muestraalgunosde

estos productos.

En la orina de humanosy otros mamíferosse han detectadonucleósidosy bases

modificadasdel ADN (Ames, 1989b; Shigenagaet al., 1991). A diferenciade las bases

modificadas,sus nucleósidosrespectivospuedenserutilizadoscomobiomarcadoresde daño

oxidativo al ADN ya que no son absorbidosa travésdel tractodigestivoa partir de la dieta

(Cathcarta al., 1984).

Mediante técnicas de HPLC con detecciónelectroquímicade alta sensibilidady

cromatografíade gasesacopladaa espectrometríade masas, se han detectadodiversos

productosgeneradospor el dañooxidativo al ADN (Dizdaroglu, 1991; Floyd et al., 1986;

Shigenagay Ames, 1991).
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La exposiciónde célulascompletaso cromatinaaisladaaradiación ionizante,puede

dar lugar a la apariciónde enlacescruzadosentrebasesdel ADN y aminoácidosde proteínas

nucleares.Así, se han identificado enlacestimina-tirosina, timina-aminoácidosalifáticos y

citosina-tirosinaen la cromatinade timo de ternerasometidaa radiación(Gajewski et al.,

1990).

Algunasde estasmodificacionespuedentenerefectosmutagénicosin vivo por la

inducciónde erroresen la lecturade las basesmodificadaso de las adyacentes(Kuchino et

al., 1987).La fragmentaciónde los anillos de las basespuedeinclusobloquearla replicación

del ADN (Halliwell y Aruoma, 1991).

El oxígenosingleteescapazde producirroturalimitada de las hebrasde ADN aislado

y su capacidadpara modificar las bases del ADN también es limitada, modificando

preferencialmentela guaninamediantehidroxilaciónen C8 (Epe, 1991).

Los lípidos en procesode peroxidaciónproducenuna seriede especiesreactivasde

oxígenocomo -OH, FI»,, oxígenosinglete,radicalesperoxilo y alcoxilo, que son capaces

dc dañaral ADN, aunquela contribuciónexactade cadauna de ellas sedesconoce(Parky

(III-
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Floyd, 1992; Fragay Tappel, 1988; Hruszkewycz,1988). Los peróxidoslipídicos también

sedescomponenparadar numerososproductos,incluyendocompuestoscarboniloscomoel

malondialdehídoy el 4-hidroxi-2-transnonenal,quemuestranefectosmutagénicosen células

de mamíferos(Halliwel! y Aruoma, 1991).

Paralimitar los nivelesdeespeciesreactivasdel oxigenoy el dañoque inducen,han

evolucionadonumerososmecanismosde defensaenzimáticosy no enzimáticosdentrode las

células. En el caso del ataquede estasespeciescontralas moléculasde ADN nuclear, las

célulasde mamíferosposeenotros tres mecanismosmásde defensa(Saul et al., 1987).

Primero, el ADN nuclear estácompartimentalizadoen el núcleo, alejado de las

mitocondriasy los peroxisomasdondesegeneranla mayoríade los radicales.Segundo,la

mayorpartedel ADN (cuandono seestáreplicando)estárodeadopor histonas,las cuales

pueden protegerle contra los radicales. Finalmente, la mayoría de los tipos de daño

producidosen el ADN puedenser reparadospor eficientessistemasenzimáticos.

Los sistemasde reparacióneliminan al menosalgunasde las lesionesdel ADN que

resultandel ataquedel radical -OH y otrasespeciesreactivasde oxígeno. Las roturas en

hebrassimplessonreparadasrápidamente.La 8-hidroxiguaninaes eliminadalentamentedel

ADN celular (Breimer, 1984).

Otras lesiones,incluyendo la formaciónde timina glicol, puedenser eliminadasde

las células humanaspor acción de una enzimaADN glicosilasaque cortael enlacebase

desoxirribosaproduciendo un sitio abásico. Este sitio es reconocidopor la actividad

endonucleasa,en la misma enzima, que elimina la zona dañada.A continuación, se

resintetizael ADN y la hebraes unida de nuevo medianteuna enzimaADN ligasa.

Una lesión concretapuedesereliminadaa travésde diferentesvíasde reparación.La

participaciónde una vía determinadadependede la competitividadcinéticaentreellasy de

la extensiónen la queestánempleadasen corregirotras lesionesde la mismacélula(Ramotar

y Demple, 1993).
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La tasametabólicay la ingestade caloríasen la dietapuedenalterar la tasade daño

al ADN. El daño oxidativo al ADN podría descendermediantela disminuciónde la tasa

metabólica-ola reducciónde la ingestade calorías(Simic, 1992).

A pesarde los mecanismosde reparaciónenzimáticosy las demásdefensas,el daño

continuo al ADN puedealterar progresivamentela secuenciagenómica(Shibutani et al.,

1991). La acumulacióndel dañopuedecontribuir al desarrollode enfermedadescomo el

cáncer(por activaciónde oncogeneso inactivaciónde genessupresores)y al envejecimiento

(Simic, 1992).

Experimentosrealizadosen diversasespeciesindican laexistenciade una correlación

lineal entre la tasa metabólicaespecíficay la excreción de productosde reparaciónde

modificacionesoxidativas del ADN como la 8-OHdG y la timina glicol (Adelmanet al.,

1988; Shigenagael al., 1989; Loft et al., 1993; Loft et al., 1994). Se ha observadoun

aumentoen los nivelesde 8-OHdGcon la edadsegúnalgunosautores(Fragaet al., 1990;

Rattan et al., 1995),pero no segúnotros (Kasai el al., 1995).

Algunosautoreshanpropuestoqueel envejecimientoen célulaspostmitóticasresulta

del ataquede los radicaleslibres al ADN mitocondrial (Fleming el al., 1982), el cual es

particularmentevulnerableal ataquepor radicaleslibres debidoa que la mitocondriaes la

principal fuente de producciónde radicales libres y a que algunas de las defensasy

mecanismosde reparacióndel ADN presentesen el núcleopuedenser menosefectivos,o

inexistentes,en la mitocondria(Richter el al., 1988). Recientementese ha descrito un

aumentode 8-OHdGcon la edaden corazónhumano(Ozawa, 1995) y envarios órganosde

ratasy ratones(Asunciónel aL, 1996).

El dañoal ADN mitocondrial transformaríala mitocondriade un estadode división

aun estadode no división y la haríamásvulnerableal dañoprogresivode la membrana.Esta

teoría explica la disminución en la cantidad de mitocondrias funcionalmente intactas

relacionadacon la edad, lo cual podríacontribuir a un deteriorode las funcionescelulares

por disminuciónde la producciónde ATP y la síntesisde proteínasdependientede energía.
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VI. SHOCK ENDOTÓXICO Y RADICALES LIBRES

1. ENDOTOXINAS BACTERIANAS

La membranaexterna de las bacteriasGram-negativasse componede proteínas,

fosfolípidosy Iipopolisacáridos(LPS). Estosúltimos, que sedisponenexclusivamenteen la

caraexterior de la membranaexternay son su principalconstituyente,participanen diversas

funcionesy son indispensablesparael ensamblajee integridadde la paredbacteriana.

La presenciade moléculasde LPSjuegaun papelimportanteen la interacciónde las

bacterias Gram-negativas con los organismos superiores, y constituye el punto de

reconocimientode dichosorganismospor el sistemainmune.

Tras la fagocitosis y lisis bacteriana(o cuando la bacteria se multiplica), los

lipopolisacáridosliberadose introducidosen el torrentecirculatorio,son capacesde inducir

un shock circulatorio profundodenominadoshockendotóxicoo séptico; de ahí que esta

sustanciatóxica y termoestablefuesedenominadaendotoxina,para diferenciarlade las

exotoxinasque son proteínas segregadasactivamentepor las bacterias y que se inactivan por

calor (Westphala al., 1986).

El LPS delas enterobacteriasestáconstituidopor un polisacárido(cadenaO-específica

u 0-antigénica)que es la partemás externade la molécula, responsablede la reacción

inmunoespecíficay estáunidoa un núcleode oligosacárido(core)el cual a su vezestáunido

covalentementemedianteenlacecetosídicoa unaporción lipidica denominadalípido A. Las

propiededestóxicasdel LPS residenprincipalmenteen el lípido A (Galanoset aL, 1977).

Debido a su naturalezaanfipática, las molélulas de LPS se agregan y forman

estructurascomplejasen soluciónacuosa.Mediante la técnicade criofractura,que permite

una mejorpreservaciónde las muestrasbiológicase introducemenosartefactosquela tinción

negativa,seha observadoque los agregadosde LPS sonprincipalmenteesféricoso elípticos

y de tamañomásbien homogéneo(Risco et al., 1993).
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2. SIIOCK ENDOTÓXICO

El término shock endotóxico, shock séptico o septicemia designa un estado de

disfunción metabólico-circulatorio grave producido por la liberación en el torrente

circulatorio del organismode endotoxinasbacterianas(Berry, 1977) o subsiguientea la

administraciónexperimentalde endotoxinasaisladas(Weil et al., 1956).

Los lipopolisacáridospermaneceninactivos si no seliberande la superficiebacteriana,

lo cual ocurre duranteperíodosde crecimientoactivo y durantela lisis bacterianatras la

fagocitosispor macrófagoso la terapiacon antibióticos.

El shockendotóxicoinducidopor las endotoxinaso lipopolisacáridoses un fenómeno

sistémicoque se caracterizapor fiebre, hipotensión,coagulaciónintravasculardiseminada,

fallo respiratorioagudo, fallo orgánicogeneralizadoy en último término la muerte(French

et aL, 1994).

Laactivaciónde las célulasfagocíticasmononucleares(monocitos,célulasde Kupffer,

macrófagosperitonealesy otrosmacrófagostisulares)esunade las respuestasmástempranas

frente a la intoxicación por LPS. Como consecuenciade estaactivación, los macrófagos

liberan una seriede mediadores inflamatorios como las citoquinas,metabolitosdel ácido

araquidónico,enzimaslisosomalesy radicaleslibres de oxígeno. Estos mediadoresayudan

aproporcionaruna homeostasismetabólicaóptimapara las defensassistémicasdel huésped.

Así, cuando una bacteria invade un tejido y libera cantidades moderadasde

endotoxina,éstasson reconocidaspor el organismoy el conjuntode mediadoresliberados

por los macrófagosfacilita la eliminación de la infecc¡ón, generandouna respuesta

inmunitarialocal y controlada.Cuandola infecciónseagrava,y seliberangrandescantidades

de endotoxinaal torrentecirculatorio, se produceuna activaciónde macrófagosgeneral e

incontroladaen todo el organismo,con la consecuenteliberación de cantidadeselevadasde

mediadores inflamatorios (factor de necrosis tumoral, interleuquina-l e ínterleuquina-6,

principalmente),que se vierten a la circulacióngeneral paraejercerefectossistémicosque

colectivamenteconstituyenel síndromedel shockséptico.
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Duranteel shock endotóxicotienenlugar unaseriede alteracionesen los parámetros

plasmáticos(Cowley et al., 1969; Hinshaw et al., 1977; Traber, 1985) y seproducedaño

en la estructurade varios órganosdiana internoscomo las glándulasadrenales,el corazón,

el hígado(McGovern, 1982)y los pulmones(Clowesa al., 1974).

En la instauracióny progresiónde este tipo de shocksepuedendistinguir dos fases,

considerandotanto las característicascardiovascularescomo las metabólicas:unafase inicial

compensadorao shockhiperdinámico,con elevaciónde la potenciacardíacay aumentode

la resistenciavascular,movilización de sustratosmetabólicos,hiperglucemiay aumentode

la concentraciónde ácidos grasos libres; y una fase final, descompensadorao shock

hipodtnámicocondisminuciónde la potenciacardíacay aumentode la resistenciavascular

(Hinshaw, 1985).

Si el procesocontinúa,se agotanlas reservasde glucógenoy apareceuna marcada

hipoglucemiacomo consecuenciade un consumoaceleradode glucosapor los tejidos

periféricos y de la inhibición de la gluconeogénesishepática; tambiénse producehipoxia,

como consecuenciade la cual y de la hipoperfusión tisular se desarrolla una acidosis

metabólicaque refleja un metabolismoanaerobiocelular que da lugar a la producciónde

lactato.

La alteraciónde los parámetrosplasmáticosque ocurreen ratassometidasa shock

endotóxicoreversiblesemuestraen la figura 1. 12 (Garcíaa al., 1990). El shockendotóxico

reversible se caracterizapor la presenciade una fase aguda (2-4 horas) y una fase de

recuperación.Los nivelesdeglucosaplasmáticaaumentaninicialmentede unamanerarápida

y transitoria, que reviertea hipoglucemiaa las 2 h. Estahipoglucemiaes máspronunciada

6 h despuésde la inyeccióndeendotoxinade E. coIl y retornaprogresivamentea los niveles

normales.

La actividad aspartatoaminotransferasa(GOT) aumentanotablementea las 2 h,

alcanzandosus valores máximosa las 6 h. Seguidamente,los niveles de GOT disminuyen

hastasus nivelesnormalesa las 72 h. La concentraciónplasmáticade albúminadisminuye

progresivamenteen los animalestratadosduranteal menos72 h tras la intoxicación, lo que

indica un procesode shock. Este descensopuedeser explicadopor una disminución de su
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síntesis (Koj e al., 1985) o por un incrementoen la permeabilidadde los capilaresque

conducea la extravasaciónde la proteína(Traber, 1985).

012 4 6 24 hours 72

Figura 1.12. Variación temporal de parámetros plasmáticos durante el shock endotóxico
reversiblein vivo (Garcíaet al., 1990).

Las principalesalteracionesmacroscópicasaparecenen las glándulasadrenales,cuyo

pesoaumentaprogresivamentedesdelas 6 hastalas 24 h tras la inyecciónde endotoxinay,

aunquedisminuyecon el tiempo, permanecepor encimade los nivelesbasales.

Los cambioshistológicosque seproducenen las glándulasadrenales,el hígadoy los

pulmones,sepuedenobservarya a las 4 h de la administraciónde la endotoxina.El órgano

másafectadoes el hígado,quepresentacoagulaciónintravasculardiseminaday degeneración

celular alrededorde las venascentrales,mientras que las áreasperiportalespermanecen

inalteradas.A las 6 h, las áreas afectadasmuestrantambién un aumentodel retículo

endoplásmicorugoso, lo que puedeexplicarsepor alta actividad de síntesisde proteínas

durantela faseagudadel shock.

Algunosestudiosin vitro handemostradounaaccióndirectadel LPS sobrediferentes

tipos dc célulasaisladasde rata, modificandola propiedadesy funcionalidadde la membrana

(Aracil el aL, 1985; Garcíael aL, 1985; Portolésel aL, 1987).Sin embargo,lasalteraciones

observadas¡ti vivo puedensermejor explicadasmediantela liberaciónde algunosmediadores
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endógenos(Bosch el al., 1988). También se ha descrito un descensoen los niveles de

citocromo P-450 en glándulasadrenales,hígado y pulmón de animalestratadoscon LPS

(Bosch et of, 1988).

Estudios realizadosin vitro en pneunocitostipo II, que son las células pulmonares

implicadasen la síntesisy secrecióndel surfactantepulmonar(Dobbset al., 1982), que el

LPS forma agregadosen el citoplasmay se observaen las mitocondriasy en el retículo

endoplásmicoy puedeeventualmenteentraren el núcleo,dondeseacumulatras tiemposde

incubaciónlargos (Risco el aL, 1991).

3. IMPLICACIÓN DE LOS RADICALES LIBRES EN EL SIIOCK ENDOTÓXICO

El shock endotóxicoestáasociadocon un aumentodel estrés oxidativo y el daño

celularsubsiguiente(Kunimotoelal., 1987; Ohtakey Ogawa,1984; SakaguchielaL, 1991).

Lapatogénesisquetiene lugarduranteel shockendotóxicoestárelacionadacon la producción

de especiesreactivasde oxígeno(Arthur el al., 1985; Flohé y Giertz, 1987; Yoshikawa,

1990).

Los radicales libres de oxígeno son generadosprincipalmentepor las células

fagocíticasactivadasy producendañotisular duranteel procesoendotóxico(Pilaroy Laskin,

1986). Aunque la liberación de estos compuestos está asociada con mecanismos

antimicrobianos,tambiénpuedenllegara resultartóxicosparaJostejidos, puestoque inician

la peroxidaciónlipídica (Bautistael al., 1990; Fantoney Ward, 1982; Freemany Crapo,

1982; Portolésel al., 1993) e inducenmodificacionesirreversiblesen la estructuray función

de la membranacelular (Sakaguchiet al., 1991). Estasalteracionesincluyen cambiosen la

organizaciónde los lípidosde membrana,fluidez y permeabilidadal Ca2’ (Comporti, 1985).

Recientementese ha observadoque, tras la incubación con LPS, se produce un

aumentode la concentraciónde Ca2~ intracelularen las célulashepáticasendotelialesy de

Kupffer, y un aumentode la producciónde especiesreactivasde oxígenoen estasúltimas

células(Portolésel aL, 1994).

Los neutrófiloscontienenla enzimamieloperoxidasa,que cataliza la oxidación de
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iones halógenosutilizando peróxido de hidrógeno (Weiss, 1989). Los resultantesácidos

hipohalogenados(principalmentehipoclorito)sonpoderososagentesoxidantesquereaccionan

con numerosasmoléculasbiológicasproduciendoalteracionessimilares a las que pueden

producir los radicaleslibres.

Se ha sugerido que la inducción de la peroxidación lipídica puede producir la

inactivacióndel citocromo P-450 (Plaay Witson, 1976; Wang y Kimura, 1976). Por otra

parte, la actividad metabólicadel citocromo P-450 es capazde generarradicaleslibres a

partir del oxígenomolecular(O’Brien, 1978).

Diversosestudioshan demostradoque antioxidantescomo la superóxidodismutasa

(Koyama et ol., 1992), la catalasa(Milligan et al., 1988; Seekampet al., 1988), el ácido

ascórbico(Dwengeret oL, 1994), la dimetiltiourea(Olson et al., 1987) y la N-acetilcisteína

(Bernard eí al., 1984) atenúan el daño pulmonar causadopor la endotoxina. Estas

observacionesconfirmanel importantepapelde las especiesreactivasdel oxígenoen el daño

producidopor la endotoxina.

VII. VITAMINAS ANTIOXIDANTES Y ENFERMEDADES DEGENERATIVAS EN

HUMANOS

La implicación de los radicaleslibres de oxígeno en estadospatológicostiene lugar

en situacionesen las que el estrésoxidativocelular (el balanceentrefactoresprooxidantes

y antioxidantes)sedescontrola.Esto puedesucedercomo consecuenciade un aumentoen la

producciónde radicalesde oxígeno, un descensode los antioxidantes,o un aumentoen la

cantidadde macromoléculasespecialmentesusceptiblesal dañooxidativo (Baria, 1993).

Los radicaleslibres estánclaramenteimplicadosen el desarrollode diversosestados

patológicostalescomoel dañoproducidoal perfundir tejidos isquémicos(McCord, 1985) o

en procesosinflamatorios (Flohé, 1988). También se sospechasu implicación en otras

enfermedadesdegenerativascomo el cáncer (Cerutti, 1985; Bandy y Davison, 1990), la

arterioesclerosis(Steinbrecheret al., 1990) y las enfermedadesde Alzheimer y Parkinson

(Adams y Odunze, 1991).
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Durantelos últimos añossehanrealizadonumerososestudiosepidemiológicossobre

la posible relación entre los antioxidantesnaturalespresentesen la dieta y enfermedades

degenerativascomo el cáncery la arterioesclerosis.

En cuantoa la vitaminaC, en un estudiode casos-controlesrealizadoen Utah en 672

individuos se ha observadouna relacióninversaentrela ingestadiaria de vitamina C y el

desarrollodecáncerde cuello uterino (Slatteryet al., 1990).

Una revisión reciente que incluye 17 estudios epidemiológicos independientes

realizadosapartir de 1987, describe,en 11 de los 17 estudios,un riesgo mayordedesarrollo

de cánceren individuos pertenecientesal cuartoo al terciodemenoringestade vitamina C,

incluyendocáncerde pulmón, mama,cuello uterino, ovario, páncreas,piel, colon, rectoy

estómago(Byers y Perry, 1992).

En otra revisión que incluye 90 estudiosepidemiológicos,seha observadouna clara

asociaciónnegativaentrela ingestade vitamina C en humanosy la incidencia de cáncerde

esófago,estómago,cavidadoral y páncreas(Block, 1991) y tambiénevidenciade su efecto

protectorfrente al cáncerde cuello uterino, recto, mama, y pulmón.

El efecto sobre los cánceresrelacionadoscon el tracto gastrointestinalpuedeser

debido a la capacidaddel ácido ascórbico de inhibir la formación de nitrosaminas

intragástricas(O’Connor, 1985) ademásde a sus propiedadesantioxidantes.

Los resultadosde los estudiosepidemiológicossugieren, en conjunto, un efecto

positivode la vitaminaC en la prevenciónfrentea diversoscánceres,y estocoincidecon los

estudios de cánceresinducidos en animales de laboratorio. Sin embargo, los estudios

epidemiológicosno puedendemostrarunarelacióncausa-efecto.Estohaaumentadoel interés

sobrelos estudiosprospectivoslongitudinales.

Un total de II .580 ancianosque no padecíancáncerinicialmente, fueron estudiados

durante 8 años y se observóuna relación inversa entre la ingestade vitamina C y la

incidenciade cáncerde vejiga en hombresy de colon en mujeres(Shibataet al., 1992).
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En un estudio de 12 años de duración, realizadoen Basilea (Suiza) con 2.974

participantes,se observóun efectoprotectorde la ingestade vitamina C frente al cáncerdc

estómagoy gastrointestinal(Eichholzera al., 1992).

Un estudioprospectivomás reciente,llevado a caboen 29.584adultosen Linxian,

China, muestrael efecto protector frente a la muerte causadapor cáncer tras 5 años de

suplementacióncon vitamina E, Il-carotenoy seleniopero no con vitamina C y molibdeno

(Blot etal., 1993). No resultafácil obtenerconclusionesdirectasde esteestudiodebidoa la

utilizaciónde suplementoscombinadosen lugarde un sólo antioxidante.

Existeunasituaciónsimilar a la del cáncer,respectoa la vitamina C, y la otracausa

principal de muerte en los paísesindustrializados,las enfermedadescardiovasculares.Una

revisión de diferentesestudiosen animalesy humanos,sugiereunadisminución del riesgo

producidapor la vitamina C y otros antioxidantes(Gazianoet aL, 1992). Otra revisión que

incluye37 estudiosen humanossugierequeexisteunaasociaciónentrela ingestadevitamina

C y la protecciónfrentea las enfermedadescardiovasculares(Simon, 1992).

Los resultadosdedosestudiosrealizadosen la UniversidaddeHarvard,sugierenque

la suplementaciónconvitaminaE reduceel riesgode padecerenfermedadescardiovasculares

tanto en mujeres(Stampferet al., 1993)como en hombres(Rimm et al., 1993). En ambos

estudios, derivadosde dos grandes investigacionesepidemiológicas,se observóel efecto

protectorde la vitamina E en individuos suplementadoscon más de 100 IU de vitamina E

diarias. Dosis superioresa 400 IU diarias no produjeronuna mayorreduccióndel riesgo.

Entre los posiblesmecanismosprotectoresde la vitaminaC frentea las enfermedades

cardiovascularesse encuentrala inhibición de la oxidación de lipoproteinas (Rificí y

Khachadurian,1993), la regulaciónde los nivelesde colesterol(Jacques,1992; Simon, 1992)

y el descensode la presiónsanguínea(Jacques,1992; Simon, 1992).

En el estudio longitudinal de Basilea, se ha observadouna mayor incidencia de

cardiopatía isquémica, infarto y accidentes cerebrovascularesen individuos con una

concentraciónplasmáticabaja de B-caroteno y vitamina C (Eichholzer et al., 1992).

Actualmentese consideraque el riesgo de cardiopatíaisquémicadisminuye cuando las
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concentracionesplasmáticasde vitaminaC en humanosson mayoresde 50 $M (Gey et al.,

1993).

Las vitaminaC tambiénpuederesultarbeneficiosaen las cataratas,la principal causa

de ceguera en las poblacionesoccidentales(Rosenberg, 1994). La suplementacióncon

vitamina C aumenta los niveles de ascorbatoen el cristalino (Taylor et al., 1991) e

incrementala resistenciade las proteínasy de las enzimasproteolíticasdel cristalinoal estrés

fotooxidativo in vitro (Davies, 1990).

Epidemiológicamente,el riesgo de desarrollarcataratasaumentacuatro veces en

individuos con una ingestao unos nivelesplasmáticosde vitamina C bajos (Taylor a al.,

1992) aunqueotros estudios no han encontradoningunarelación entre la incidencia de

cataratasy los nivelesplasmáticosde antioxidantes(Wong et al., 1993).

Se ha observadouna incidencia menordecataratasen individuos suplementadoscon

vitamina C en un estudio prospectivorealizadocon 50.000 enfermerasdurante4 años

(Hankinson, 1992).

La vitamina C tambiénpuedeserbeneficiosaen relación con otras patologíascomo

la diabetes(Sinclaira aL, 1992), la enfermedadde Parkinson(Rabeyy Hefti, 1990) y otras

enfermedadesrelacionadascon la edad(Ameset al., 1993)

Diversasrevisionesmuestranla importanciade las vitamina C en relación con el

funcionamientoóptimo del sistemainmune(Bendich,1990; Rosenberg,1994) y la resistencia

a las infecciones(Hemilá, 1992).

En relacióncon la vitaminaE, tambiénsehan realizadoun gran númerode estudios

para clarificar su posible efecto protector frente al cáncer y las enfermedades

cardiovasculares.

En el estudio de Basilea se ha observadouna relación inversa entre los niveles

plasmáticosde vitamina E y la incidenciade cánceresdepulmón, estómagoy colon (Stáhelin

el al., 1984).
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En un estudiorealizadoen 5.004 mujeresdel Reino Unido, se observóun riesgo 5

veces menor de incidencia de cáncer de mama en las mujeres que presentabanniveles

plasmáticosde vitamina E elevados(Wald et ol., 1984).

En un estudiocasos-controlesrealizadoen mujeresy hombresno fumadoresde Nueva

York, seobservóuna disminuciónen la incidenciade cáncerde pulmón en individuos que

tomabansuplementosde vitamina E (Mayne et al., 1994).

Tambiénseha observadoun riesgomenorde cánceroral en individuos que tomaban

suplementosde vitamina E, aunquelos complejos multivitaminicos y la vitamina E de la

dieta no mostraronningún efecto significativo. Estosresultadosse obtuvieronen un estudio

casos-controlesrealizadoen NuevaYersey,Georgiay California (Gridley et al., 1992).

La utilizaciónde suplementosdevitaminaE disminuyóen un 84% el riesgodecáncer

de colon en mujeresde Iowa entre55 y 59 años,en un 63% entre60 y 64 años,y ningún

efectoentre65 y 69 años(Bostick et al., 1993).

En un estudiollevadoa caboen Finlandia,sedetectóuna incidenciamayorde cáncer

en los individuos pertenecientesal terciode menoringestade selenioy a-tocoferol(Salonen

a al., 1985). Tambiénen Finlandia, se ha observadoun riesgo menor de incidencia de

cánceren estudiosrealizadosen 15.093mujeres(Knekt, 1988)y en 21.172hombres(Knekt

et al., 1988).

En el estudioprospectivorealizadoen másde 30.000adultosen Linxian (China),el

gruposuplementadodiariamentecon vitamina E (40 mg), B-caroteno(15 mg,) y selenio(50

~g) durante5 años,mostraronun descensodel 21% porcáncerde estómago,junto con un

descensoen la mortalidadtotal (Blot et aL, 1993).

Sin embargo,en un estudiorealizadoen 29.133 varonesen Finlandiaduranteuna

inedia de 6,1 años, la suplementacióncon 13-caroteno (20 mg) aumentóen un 18% los

cánceresde pulmón, mientrasque la vitamina E (50 mg) no mostróningún efecto (The c~-

tocopherol, Il-carotene cancer prevention study group, 1994). Sin embargo, algunos

científicos piensan que los resultadosde este estudio estan condicionadospor haberse
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realizadosólo en fumadores,un grupode alto riesgoen relacióncon el cáncerde pulmón.

Se hanrealizadonumerososestudiosen relacióncon lavitamina E y las enfermedades

cardiovasculares.Existeevidenciaimportantequeasociaa las especiesreactivasde oxígeno

con el desarrollo de arterioesclerosis,puesto que estas especiespueden oxidar a las

lipoproteinasde bajadensidad(LDL). Las LDL oxidadashansido encontradasen las paredes

arterialesdañadasy se ha observadoque puedencontribuir al inicio y progresióndel daño

arterial. La inhibición de la oxidaciónde las LDL por partedel x-tocoferoi constituye un

mecanismode prevenciónfrenteal desarrollode arterioesclerosis.

Dos estudiosepidemiológicosprincipales,realizadospor investigadoresde Harvard,

han asociadola utilización de suplementosde vitamina E con una disminución en el riesgo

de desarrollarenfermedadescoronarias(Stampferet al., 1993; Rimm et al.. 1993).

En un estudiorealizadoen 87.245enfermerasde EstadosUnidos, 552 de las cuales

desarrollaronenfermedadescoronariasdurantelos ochoañosde seguimiento,seobservóque

la suplementacióncon vitamina E durante dos o más años disminuyó en un 41% las

enfermedadescoronarias(Stampferet al., 1993). Sin embargo,la utilización de otros tipos

de suplementoso la vitamina E de la dieta no presentaronefectosprotectores.

De manerasimilar, en el estudio realizadoen 40.720 profesionalesde la salud

varones,de los cuales880 desarrollaronenfermedadescoronariasdurantelos cuatroañosde

seguimiento, se ha demostradoque la suplementacióncon 100 IU o más de vitamina E

diariosduranteal menosdosaños,causóun descensodel 37% en el riesgocoronario(Rimm

et al., 1993). Tampocoen estecasofueron efectivosotros suplementos.

Un estudioepidemiológicorealizadoen unos 100.000 individuos de 12 poblaciones

diferentesen Europa, indica una correlacióninversa entre la mortalidad por cardiopatía

isquémicay los nivelescardiacosde cttocoferol (Gey et al., 1991).

La suplementación con 100 mg de vitamina E diariamente durante 6 años, en un

estudiorealizadoen 161 individuos adultosde Hirosaki, Japón,disminuyó la apariciónde

alteracionescoronarias(Takamatsuet al., 1996). Los autoresde estetrabajoconcluyenque
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la suplementacióncrónica con 100 mg de vitamina E diarios puedeprevenir los primeros

estadiosde la aterogénesiscoronaria,mediantela disminuciónde la peroxidaciónde LDL.

En un estudio realizadoen Dallas, la suplementaciónde varonescon 800 IU de

vitamina E diariasdurante12 semanas,resultóen una disminuciónen la susceptibilidadde

las LDL a la oxidación. sin producir ningún efectosecundario(Jialal y Grundy, 1992).

La vitamina E pareceserbeneficiosaen otros estadospatológicoscomo las cataratas

(Robertsonet aL. 1989) y en el mantenimientodel sistemainmuneduranteel envejecimiento

(Meydaniel al., 1990).
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Actualmente se consideraal estrés oxidativo como un factor importante en el

desarrollode diversasenfermedadesdegenerativas.Entre los factorescapacesde modificar

el estrásoxidativo, existe un gran interésen las vitaminasantioxidantesC y E, cuya ingesta

puedesercontroladade un manerasencillay seguraa través de la dieta.

A pesarde la importanciade las vitaminasC y E en el mantenimientode la salud,

existepocainformaciónsobrelos nivelesóptimosde estasvitaminasen la dietade humanos

o de otros animales.Una amplia evidenciaexperimentalapoyala ideade que los niveles

óptimos de vitaminas C y E para proteger contra el estrás oxidativo in vivo es

sustancialmentemayor que la administracióndiaria recomendada(RDA), necesariapara

evitar los síndromescarenciales.En humanosadultos,el RDA es 50 mg de vitaminaC y 15

mg de vitamina E diarios (Food and Nutrition Board, 1989).

En estetrabajonos planteamosel estudiode la capacidadde diferentescantidadesde

vitaminasC y E en la dieta, separadao conjuntamente,para reducirel daño oxidativo a

lípidos,proteínasy ADN en tejidosvitales. Además,estudiamosel balanceentreel glutatión

reducidoy oxidado (GSH/GSSG), y realizamosun análisis de la composiciónen ácidos

grasosen diferentesfracciones lipídicas, como complementoal estudiode peroxidación

lipídica. La suplementaciónconjuntacon lasvitaminasC y E nospermitióestudiarel posible

efectosinérgicode ambasvitaminasin vivo, que ya ha sido demostradoin vitro (Packeret

oL, 1979).

El estudio fue realizadoen varios modelosin vivo e in vitro. Los modelos in vivo

incluyeronal cobayay a la rataODS porsu incapacidad,como en el casode los humanos,

de sintetizarel ascorbatoy el a-tocoferol. Incluimos tambiénun estudiode los productosde

peroxidaciónlipídica en la orina humanatras la suplementacióncon vitaminasC y E.

Los tejidos estudiadosen el cobayafueron el hígado y el corazón. El hígadofue

seleccionadoporser uno de los órganosque presentauna mayor tasade generacióncelular

de radicaleslibres in vivo. El músculocardíacoposee un metabolismoaerobioelevado,

basadoen el consumode oxígenoen las mitocondrias(una de las principalesfuentesde
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producciónde radicalesde oxígeno en los tejidos). Además, el corazónes un órgano

particularmentepobreen antioxidantesy su carácterpost-mitóticodificulta la reparacióndel

tejido dañadoa largo plazo. Por otra parte, las enfermedadescardíacasconstituyenuna de

las principalescausasde mortalidaden los paísesindustrializados.

Ademásde los estudios en individuos intactos, en el caso del

tambiéninvestigacionesen animalestratadoscon 3-amino-1,2,4-triazol

actividadcatalasa)y con lipopolisacárido(LPS) de E. coli, que pueden

redox celular.

cobayarealizamos

(un inhibidor de la

alterarel equilibrio
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1. DISEÑO EXPERIMENTAL

El estudio llevado a cabo en el presentetrabajo consta de tres experimentos

complementarios.

1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACLÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE EL DAÑO OXIDATIVO A LIPIDOS,

PROTEINAS Y ADN, LA RAZÓN GSH/GSSG Y LA COMPOSICIÓN EN ÁCIDOS

GRASOS EN EL HÍGADO Y EL CORAZÓN DE COBAYA.

Enesteestudioseutilizaroncobayas(Caviaporcellus)porseranimalesde laboratorio

incapacesde sintetizar, como en el casode los humanos,ácido ascórbicoy a-tocoferol.

El experimentoconstaa su vez de tres apartados,que se realizaronen tres años

consecutivos.

1.1 Estudio del efecto de la suplementación con ácido ascórbico en la dieta y del 3-

arn¡no-1,2,4-triazol (Al?) en el hígado y el corazón de cobaya.

En esteexperimentoutilizamos 21 cobayasDunkin-Hartleymacho(200-250g) a los

que se dividió en tres gruposde pesomedio similar.

Los cobayasfueronalimentadosdurante5 semanascon una dietabasalde laboratorio

(U.A.R., Francia)deficienteen vitaminaC, quecontenía15 mg vitamina E/kg dieta y cuya

composicióndetalladase muestraen la tabla M. 1.

Las dietascon diferentesnivelesde vitaminaC seobtuvieronmediantela adición de

las siguientescantidadesde ácidoL-ascórbicoa la dieta basal:



Tabla M.I. Composiciónde la dieta basal(U.A.R., Francia)deficienteen vitamina C.

COMPOSICIÓN DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD

Proteínas

Grasa

Hidratosde carbono

Mineralesy vitaminas 4,5

Humedad 12

Fibra 4,4

El contenidoen mineralesy vitaminaspor kg de dietafue: fósforo, 6.791 mg; calcio,
9.450 mg; potasio,6.700mg; sodio, 1.900mg; magnesio,2.003 mg; manganeso,90,? mg;
hierro, 252 ¡ng; cobre,30,6 mg; zinc, 113,4 mg; cobalto, 1,61 mg; iodo, 0,9 mg; vitamina
A, 19.000 U.1.; vitamina D3, 1.500 U.l.; vitamina D9, 1. ISO UJ.; tiamina, 18,5 mg;
riboflavina. 18 mg; ácidopantoténico,16,5 mg; piridoxina, 3,15 mg; c~-tocoferol, 15 mg;
menadiona,2,5 mg; niacina, 190 mg; ácidofólico, 0,5 ¡ng; biotina, 0,04 mg; colina, 1.600

g/JOOg

19,5

3,1

68

mg; y vitamina B,2, 0,02 mg.



Vitaminasantioxidantesy estrésoxidativo MATERIAL Y MÉTODOS 65

- U BAJA: 33 mg vitamina C/kg dieta (6)

- U MEI)IA: 660 mg vitamina C/kg dieta (8)

- U ALTA: 13.200mg vitamina C/kg dieta (7)

El númerode animalesde cadagrupo apareceentreparéntesis.

Paralelamente,5 cobayasrecibieronla dietade 33 mg vitaminaC/kg dieta y otros 5

la de 13.200mg vitaminaC/kg dieta y se utilizaronparael estudiodel efectode la vitamina

C y del 3-amino-1,2,4-triazol(AT) sobrelos parámetrosanalizados.A estos10 cobayasse

les administró una inyección intraperitoneal de AT (1 mg/g peso) preparadoa una

concentraciónde2,5 g AT por cada50 ml NaCí al 0,9%, 3 horasantesde ser sacrificados.

A estosdosgruposlos denominamosC BAJA +AT y C ALTA +AT respectivamente.

1.2 Estudiodel efecto de la supleinentacióncon oc-tocoferolen la dietaen el hígadoy el

corazónde cobaya.

En esteexperimentoutilizamos21 cobayasDunkin-Hartleymacho(200-250g) a los

que sedividió en tres gruposde pesomedio similar.

Los animalesrecibierondurante5 semanasdietaspreparadaspor U.A.R. (Francia)

mediantelaadiciónde diferentescantidadesde vitaminaE (dl-cv-tocoferolacetato)auna dieta

de cobayaestándar(dieta 114, U.AR.) que contenía660 mg vitamina C/kg dieta:

- E BAJA: <15 mg vitamina E/kg dieta (7)

- E MEDIA: 150 mg vitamina E/kg dieta (7)

- E ALTA: 1.500 mg vitamina E/kg dieta (7)

El númerode animalesde cadagrupo apareceentreparéntesis.

Estascantidadesfueronconfirmadaspor mediode HPLC-UVendosmuestrasde cada

dieta en nuestrolaboratorio. La composiciónde la dieta basalsemuestraen la tabla M.2.



‘rabia M.2. Composiciónde la dieta basal (U.A.R., Francia)deficienteen o-tocoferol.

COMPOSICIÓN DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD

Proteínas

Grasa

Hidratosde carbono

Minerales

Vitaminas

Humedad

Fibra

El contenidoen mineralesy vitaminaspor kg de dietafue: fósforo, 8.600 mg; calcio,
10.600mg; potasio.12.000mg; sodio, 3.450mg; magnesio,3.130mg; manganeso,100mg;
hierro, 320 mg; cobre. 26 mg; zinc, 85 mg; cobalto, 1,61 mg; vitamina A, 19.000 U.l.;
vitaminaD3, 2.031 U.l.; tiamina, 22,5 mg; riboflavina, 21 mg; ácidopantoténico,123 mg;
piridoxina, 10,7 mg; menadiona,55 mg; niacina, 1.930 mg; ácidofólico, 7,3 mg; biotina,
0,275 mg; colina, 1.740 mg; M-inositol, 250 mg; selenio, 114 gg; y vitamina C, 660 mg.

g/JOOg

18,5

2,9

46,9

8,4

1,4

11

10,9
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1.3 Estudio del efectode la suplementacióncon ácido ascórbicoy a-tocoferol en la dieta

en el hígado y cl corazón de cobayas sometidos a shock endotóxico inducido por

lipopolisacárido de E. cok.

Utilizamos 23 cobayasDunkin-Hartleymacho<200-250 g) a los que sedividió en 5

gruposde pesomedio similar.

Los animales recibieron durante 5 semanasdietas suplementadascon diferentes

cantidadesde vitaminasC y E, que fueron preparadaspor U.A.R. (Francia)a partir de una

dieta de cobayaestándar(dieta 114, U.A.R.) deficienteambasvitaminas,cuya composición

se muestraen la tabla M.3.

Las siguientescantidadesde vitaminas C y E se añadierona la dieta basal para

obtenerlas 4 dietasexperimentales:

- C BAJA E BAJA: 33 mg vitamina C y <15 mg vitamina E/kg dieta (Ii)

- C MEDIA E BAJA: 660 mg vitamina C y <15 mg vitamina E/kg dieta (4)

- C BAJA E MEDIA: 33 mg vitamina C y 150 mg vitamina E/kg dieta (4)

- C MEDIA E MEDIA: 660 mg vitamina C y 150 mg vitamina E/kg dieta (4)

El númerode animalesde cadagrupoapareceentreparéntesis.

Todos los cobayas,excepto 5 animalesdel grupo C BAJA E BAJA que fueron

inyectadoscon solución salina,recibieronuna inyecciónintraperitonealde lipopolisacárido

(LPS) de E. coli serotipo0111 :B4 (1,6 ¡ng LPS/100g peso)preparadoa unaconcentración

de 1,6 mg LPS por cada0,1 ml de soluciónsalina,4 ó 5 horasantesde sersacrificados.A

estos 4 grupos se les denominó +LPS, +LPS +C, +LPS +E y +LPS +C+E.

respectivamente.

En estostres experimentos,los animalesfueron mantenidosa una temperaturade 20

+ 20C y un fotoperiodo luz:oscuridadde 12 h. Las jaulasse colocaronen el interior de

cabinasde presión positiva de aire aséptico (A 130 SP, Flufrance, Cachan, Francia)

equipadascon un filtro de aire HEPA (99,999%parapartículas>0,3 pm) a la entradt



Tabla M.3. Composiciónde la dietabasal (U.A.R., Francia)deficienteen vitaminasC y E.

COMPOSICIÓN DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD

Proteínas

Grasa

Hidratosde carbono

Minerales

Vitaminas

Humedad

Fibra

El contenidoen mineralesy vitaminaspor kg
10.600mg; potasio,12.000mg; sodio, 3.450mg;

de dieta fue: fósforo, 8.600 mg; calcio,
magnesio, 3.130 mg; manganeso, 100 mg;

hierro, 320 mg; cobre, 26 mg; zinc, 85 mg; cobalto, 1,61 mg; vitamina A, 19.000
vitaminaD3, 2.031 U.L; tiamina, 22,5 mg; riboflavina, 21 mg; ácidopantoténico,123 mg;
piridoxina, 10,7 mg; menadiona,55 mg; niacina, 1.930 mg; ácido fólico, 7,3 mg; biotina,

g/]OO g

18,5

2,9

46,9

8,4

1,4

11

10,9

0,275 mg; colina, 1.740 mg; M-inositol, 250 mg; y selenio, 114 gg.
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El pesocorporal y la ingestade alimento sedeterminarontres vecesa lo largo del

período experimental. Al finalizar los tratamientosde 5 semanas,los animales fueron

sacrificadosmediantedecapitación.A continuación,seextrajeronel hígadoy los ventrículos

dcl corazón,que fueron inmediatamentecongeladosa -250C (primeraño) ó -750C (segundo

y terceraño) hastasu posterioranálisisbioquímico.Se separarondistintasfraccionesde cada

órganoque seríanutilizadaspara las distintasmedidasy valoraciones.

En estostres experimentosseestudiaronlos parámetros:

- ácido ascórbico(HPLC-UV)

- cy-tocoferol (HPLC-UV)

- razónGSH/GSSGcomo estimadordel estadoredox citosólico (métodoenzimático)

- peroxidaciónlipídica in vivo e in vitro mediantela valoraciónde sustanciasácido

tiobarbitúrico (TBA) positivas(UV y fluorescencia)

- malondialdehído(MDA) libre (HPLC-UV)

En las muestrasde hígado, ademásde los parámetroscitados anteriormente,se

determinaronlos niveles de:

- ácidos grasose indices de insaturaciónde las principalesfracciones lipídicas de

membranay de triglicéridos (HPLC-CG)

- carbonilosproteicoscomo estimadordel dañooxidativo a proteínas(UV)

- 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina(8-OHdG)comoestimadordel dañooxidativoal ADN

(HPLC - EC)

2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUiPLEMENTACIÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS HIDROPERÓXIDOS LIPÍDICOS Y

LA PEROXIDACIÓN LIPIDICA EN EL HÍGADO Y EL PLASMA DE RATAS ODS.

Este estudio se llevó a cabo en la Facultad de Agricultura (Departamentode

Bioquímica Aplicada) de la Universidadde Tohoku, Sendal,Japón.

En csteexperimentoutilizamos 45 ratasODS machode 6 semanasde edad(100-120
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g). Las ratasse colocaron en jaulas de acero inoxidable con fondo alambradoy fueron

mantenidasa una temperaturade 23 ± 10C. una humedadrelativa de 55 + 5% y un

fotoperiodoluz:oscuridadde 12 h.

Los animalesfueron alimentadoscon una dieta estándardeficiente en vitamina C

(CleaJapan,Inc., Tokio) suplementadacon 1 mg de ácidoascórbicoporcadaml de agua

de bebidadurante1 semana.A continuación,las ratasfueron divididas al azaren 9 grupos

de 5 ratascadauno y alimentadascon una dieta basalen polvo deficienteen vitaminasC y

E (Oriental YeastCo., Tokio). La tabla M.4 muestrala composiciónde la dieta basal.

Las dietasexperimentalesse obtuvieronmediantela adición de 5, 50 ó 250 mg a-

tocoferol/kgdietabasaly 150, 300 ó 900mg ácidoascórbico/kgdietabasal.Las ratasfueron

alimentadasdurante21 díascon las siguientesdietas:

-E BAJA C

-E BAJA C

- E BAJA C

- E MEDIA

- E MEDIA

- E MEDIA

- E ALTA C

- E ALTA C

-E ALTA C

BAJA: 5 mg vitamina E y 150 mg vitamina C/kg dieta (5)

MEDIA: 5 mg vitamina E y 300 mg vitamina C/kg dieta (5)

ALTA: 5 mg vitamina E y 900 mg vitamina C¡kg dieta (5)

C BAJA: 50 mg vitamina E y 150 mg vitamina C/kg dieta (5)

C MEDIA: 50 mg vitamina E y 300 mg vitamina C/kg dieta (5)

C ALTA: 50 mg vitamina E y 900 mg vitamina C/kg dieta (5)

BAJA: 250 mg vitamina E y 150 mg vitamina C/kg dieta (5)

MEDIA: 250 mg vitamina E y 300 mg vitamina C/kg de dieta (5)

ALTA: 250 mg de vitamina E y 900 mg de vitaminaC/kg de dieta (5)

Los animalesaccedieronlibremente a la comida y al agua. El peso corporal y la

ingestade alimentose determinaronsemanalmenteentre 17:00 y 18:00 h.

Despuésde las 3 semanasexperimentales,y tras retirar el alimentoa las ratasdurante

la noche,la sangreheparinizadafue extraídamediantepuncióncardíacabajoanestesiasuave

con éter. A continuación,el hígado fue perfundido in situ con NaCí 150 mM frío y

seguidamentefue extraído y pesado. El plasmase obtuvo mediantecentrifugación de la

sangrea 1.500 x g durante15 mm a 40C.



Tabla M.4. Composición de la dieta basal (Oriental Yeast Co., Tokio) deficiente en
vitaminasC y E.

COMPOSICIÓN DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD

Caseína

Minerales

Vitaminas

Bitartrato de colina

Aceite de soja

Celulosa

Féculade maiz:sacarosa(2:1)

DL-Metionina

La dieta basal contiene los siguientes minerales (mg/kg dieta): AIN-76 mineral
mixture CaHPO4, 17.500; NaCí, 2.590; K3C6H50vH20,7.700;K2504, 1.820; MgO, 840;
MnCO3, 122,5; Fe-citrate (Fe 17%), 210; ZnCO3, 56; CuCO3-Cu(OH)1-H20, 10,5;
Na2SeO3-5H20,0,35; Kb3, 0,35; y CrK(504).12l-120,19,25.

La dieta basal contiene las siguientesvitaminas (mg/kg dieta): AIN-76A vitamin
mixture vitamina 812, 0,01; vitamina D3, 0,027; vitamina K3, 0,05; D-biotina, 0,2; ácido
fólico, 2; vitamina RrHCI, 6; vitamina B2, 6; vitamina B6-HCI, 7; vitamina A acetato,8;
ácido pantoténico-Ca,16; y ácido nicotínico, 30.

g/JOOg

25,0

3,5

1,0

0,2

5,0

5,0

60,0

0,3
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Las muestrasde hígadoy plasmafueron inmediatamentecongeladasa -840C hasta

su posterioranálisisbioquímico, que se realizódurantelas 4 semanassiguientes.

En esteexperimentosedeterminaronlos siguientesparámetros:

- ácidoascórbico(UV)

- c¿-tocoferol(HPLC-FL)

- hidroperóxidoslipídicos (HPLC-CL)

- peroxidaciónlipídica in vivo e in vitro mediantela valoración de sustanciasTBA

positivas(UV)

3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SLJPLEMIENTACIÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS NIVELES DE SUSTANCIAS

REACTIVAS AL ÁCIDO TIOBARiBITÚRICO {TBARS) EN LA ORINA HUMANA.

Se ha descritoen animalesy en humanosque los nivelesde TBARS enplasmay orina

aumentansignificativamentepor diversos factorescomo el ejercicio, el alcoholismo, las

hormonasrelacionadascon cl estrés(Kosugi el al., 1994), el ayuno (Dhanakotiy Draper,

1987), enfermedadescomo el hipertiroidismo (Fernándezy Videla, 1989), la diabetesó

enfermedadeshepáticas(Yagi el al., 1981) y diversosxenobióticos(Kosugi el aL, 1994,

Ekstróm el al., 1986, Gavino el al., 1985, Bagchiel al., 1992).

La posibleinfluencia de otros factorescomo la edadó el sexohan sido descritosde

formacontrovertida(Knight elal., 1987> o bien no hansido encontrados(Yagi el al., 1981>.

Respectoa la dieta, sehandescritoaumentosen los nivelesde TBARS en orinaen ratasque

recibieron dietasenriquecidas(10-15%) en ácido grasosn-3 (Dhanakoti y Draper, 1987;

Nelsonel al., 1993) mientrasque el pasode una dieta rica en vegetalesa una dieta ricaen

carneno alterólos nivelesde productosde peroxidaciónlipídica en orina(Yagi el al., 1981).

Esteestudiosediseñócon el fin de minimizar estosefectosdemostradosó sugeridos.

En una primera selección,los voluntariosrellenaronel siguientecuestionario:1> fechade

nacimiento; 2) altura; 3> peso; 4) enfermedadesrecientes;5) enfermedadescrónicas; 6)

régimendealimentación;7) fármacos;8) suplementosde vitaminaso minerales;cantidaden
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el casode las vitaminasC y E; 9) deportespracticadosy frecuencia;10) consumode tabaco;

11) ingestade alcohol y frecuencia.

Estainformaciónseutilizó paraseleccionara 21 varonesjóvenesentre23 y 28 años

de edad,en buenestadode salud. Los individuos seleccionadosno eranfumadoresni obesos,

no habíanpadecidoninguna enfermedadinmediatamenteantes ó duranteel estudio, no

seguíanningún régimenalimenticio, no tomabansuplementosde vitaminasó mineralesni

fármacos,no practicabandeportesfuertesy no ingeríanuna cantidadde alcohol superior a

80 ml por semana.

Los individuosseleccionadosfueron codificadoscon ni~meros y asignadosal azar a

diferentesgruposde suplementación.Cadaindividuo recibiódoshojasde instrucciones.En

la primerade ellasse les indicabaingerir una cápsulacadadía. Las cápsulascontenían:

- VITAMINA C: 1 g de ácido L-ascórbico(7)

- VITAMINA E: 100 ¡ng de dl-a-tocoferol(7)

- CONTROL: ninguna vitamina (7)

El númerode individuos en cadagrupoapareceentreparéntesis.

La cápsuladebíatomarseinmediatamentedespuésde la comidadel mediodía(queen

Españaculturalmentees la más fuerte). Esto es importanteen el casode la vitamina E con

el fin de asegurarsu absorciónintestinal efectivadebido a la presenciade grasay sales

biliares en el intestino.

Si los sujetosolvidabantomarla cápsula,debíantomarladespuésde la cena,excepto

en el caso de que al día siguiente tuvieran que entregaruna muestrade orina. Si habían

tomadola cápsuladespuésde la cenaó habíanolvidado tomarladurantetodo el día, debían

haceruna marcaen el lugarcorrespondientede la segundahoja.

Todos los individuos comenzarona tomar las cápsulasel día 8 de Marzo de 1995 y

las muestrasde la primera orina de la mañana,antes del desayuno,se recogieron en

contenedoresestándaresterilizadoslos días 8 y 22 de Marzo y 6 de Abril. Estos tres días
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eranmiércolesy seseleccionaroncon el fin de minimizar la posible influenciade cambios

de hábitosdurantelos fines de semana.

Los 30 días del período experimental eran días de trabajo normal sin incluir

vacacionespara los sujetos seleccionadospara el estudio. Las muestrasde orina fueron

rápidamentecongeladasy mantenidasa -800C hastasu análisis.

Dos días antesde la toma de muestras,los sujetos no debíanbeberalcohol. Si no

dormíanbien la nocheanteriora la toma de muestras,debíanpostponerla obtenciónde la

muestrauno ó incluso dos díassi eranecesario.Se han descritoaumentosen los niveles de

sustanciasreactivasal ácido tiobarbitúrico (TBARS) en la orina humanatras permanecer

despiertosdurantetoda la noche (Kosugi et al., 1994).

La segundahoja contenía30 casillas, correspondientesa los días del estudio, las

cualesdebíansermarcadascadadía despuésde tomar la cápsula.Asimismo, se les indicó

describiren estahoja cualquierincidenciaadicional si considerabanque podíaafectara los

resultadosdel estudio. Todos los sujetosdebíantraer al laboratorioesta hoja de control,

debidamentecumplimentada,junto con la última muestrade orina.

Entre los 2l voluntarios,el cumplimientode las instruccionesse llevó a caboen un

96% de los casosy sólo un sujetodel grupode vitamina E abandonóel estudio.

Todos los voluntarios firmaron un documentodandosu consentimientoescritopara

la suplementacióncon vitaminasa las dosisy tiempos seleccionadosasí comoparala toma

de muestrasde orina.

Fin las muestrasde orina sedeterminaronlos nivelesde:

- sustanciasreactivasal TBA (TBARS) por fluorimetríay espectrofotometría

- creatinina(IJV)
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II. MATERIAL

1. PRODUCTOS QULMICOS

- Acetatosódico (Merck)

- Acetatode etilo (Aldrich)

- Acetonitrilo (Carlo Erba)

- Ácido acético(Panreac,Merck)

- Ácido ascórbico(Merck, Wako)

- Acido bórico (Wako)

- Acido clorhídrico (Merck)

- Ácido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico(Sigma)

- Ácido metafosfórico(Wako)

- Ácido ortofosfórico(Merck)

- Ácido perclórico(Merck, Wako)

- Ácido pícrico (Merk)

- Ácido sulfúrico (Panreac)

- Acido 2-tiobarbitúrico (TBA) (Sigma)

- Ácido tricloroacético(Panreac)

- Albúmina bovina (Sigma)

- Alcohol isoamilo (Merck)

- Aminotriazol (3-amino-1 ,2,4-triazol) (Sigma)

- Amidol (dihidroclururode 2,4-diaminofenol)(Wako)

- Aprotinina (Sigma)

- Bromuro de miristiltrimetilamonio (Aldrich)

- n-Butanol (Merck)

- Butilhidroxitolueno(Sigma,Wako)

- Carbonatosódico(Merck, Wako)

Citocromoc de corazónde caballo(Sigma)

Cloroformo (Wako, Romil)

Cloruro de estaño (Kanto)

Cloruro de zinc (Merck)

Cloruro potásico(Wako)
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- Cloruro sódico (Panreac,Wako, Merck, Riedel deHáen)

- 2’-Desoxiguanosina(Sigma)

- Digitonina (Sigma)

- 2,6-Diclorofenol-indofenol(Wako)

- 2,4-Dinitrofenilhidracina(DNPH) (Sigma, Kanto)

- Dodecilsulfatosódico(SDS) (Merck)

- EDTA Na, (Sigma, Riedel deHáen)

- Estreptomicina(Sigma)

- Etanol (Panreac,Scharlau)

- Etanol 96% (De DanskeSpritfabrikker)

- n-Etilmaleimida (NEM) (Sigma)

- Féculade patata

- Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (Sigma)

- Fosfatasaalcalinade intestinode ternera(Sigma)

- Fosfatidilcolina(Nippon Oil & Fats)

- Fosfato bipotásico(Panreac)

- Fosfato monopotásico(Panreac,Wako)

- Fosfato monosódico (Scharlau)

- Fosfatodisódico (Scharlau)

- Glicerol (Sigma)

- (iilutatión reducido(Sigma)

- Glutatión reductasatipo III de levadura(Sigma)

- Helio (Carburosmetálicos)

- n-Hexano(Carlo Erba)

- Hidroclorurode creatinina(Sigma)

- Hidroclorurode guanidina(Sigma)

- Hidróxido potásico(Panreac)

- Hidróxido sódico(Merck, Kanto)

- Homocisteina(Sigma)

- loduro potásico(Wako>

- Isopropanol(Wako)

- Leupeptina(Sigma)

- Lipopolisacáridode E. cali serotipo0111:B4 (Sigma)
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Luminol (3-aminoftaloil hidracina)(Wako)

Malondialdehído(Merck)

Metanol (Scharlau,Wako)

- Molibdato amónico(Wako)

- NADPH (BoebringerMannheim)

- Nitrógeno(SEO)

- NucleasaPl de Penicillium citrinum (Sigma)

- 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxycromano(PMC) (Wako)

- Pepstatina(Sigma)

- Percloratosódico(Merck)

- Peróxidode hidrógeno(Merck)

- Reactivode Folin-Ciocalteau(Panreac)

- Sulfatode cobre (Probus)

- Sulfato de hierro (Panreac)

- Sulfato monosódico(Wako)

- Tartrato sódico-potásico(Merck)

- Tiosulfato sódico (Wako)

- ~-Tocoferol (Sigma,Eisai)

- Tris (Merck, Sigma)

- Triton-X-l00 (Sigma)
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2. EQUIPO INSTRUMENTAL

- Agitador magnéticoFramo-Gerátetechnik(Holm & Halby)

- Agitadoresvórtex HEIDOLPH reax íD y Labinco L46 (Holm & Halby)

- Balanzasde precisiónSAUTER 404 y SARTORIUS

- BalanzaMettler PM460 (Delta Range)

- Baño termostatizado1-letofrig (RetoBirkerod Denmark)

- Baño termostatizadocon agitaciónGRANT INSTRUMENTS ss 30 A-13838

- Bombapara HPLC JASCO PU-980

- Bombapara HPLC MERCK-HITACHI L-6000

- Bomba paraI-IPLC Waters510 MILLIPORE

- Cabinascon filtración de aire (0,3 ¡xm) con carbónactivo y presiónpositiva para

mantenimientode animales.A 130 SP, FLUFRANCE

- CentrífugarefrigeradaKONTRON Hermie ZK 365

- CentrífugarefrigeradaSORVALL INSTRUMENTS RC5C

- CentrífugaMinifuge T (HERAEUS)

- Cromatógrafode gasSHIMAZDU GC14A

- DestiladoresdeaguaMERIl? W4000 y ELGA

- Detectorde fluorescenciaJASCO821-FP

- Detectoresde quimioluminiscencialASCO 825-CL y TOHOKU CI)L-lO0

- DetectorelectroquímicoCoulochemII ESA

- DetectorLV paraHPLC GILSON 115

- DetectorLV para HPLC lASCO UV-970

- DetectorLV paraHPLC MERCK-HITACHI L-4000

- EspectrofotómetroJASCOUbest-35

- EspectrofotómetrosMILTON ROY spectroníc 1201 y 601

- FluorimetroPERKIN-ELMER LS5OB

- HomogeneizadormecánicoWHEATON INSTRUMENTS

- Incubadorcon agitaciónDUBNOFF PRECISIONSCIENTIFIC

- IntegradorWaters746 MILLIPORE

- InyectorautomáticoMERCK-HITACHI AS-2000A

- Micro pH-metroCONSORT P314

- Multiagitador magnéticocon placa térmicaSBS A-OS
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- PipetasautomáticasGILSON, KARTELL y VARI

- pH-metro PHMÓ2 (RadiometerCopenhagen)

- pl-l/mV-metro (?RISON D-501 13145

- SonicadorVIBRA CELL SONICS MATERIALS

- Termostatizadorcon agitaciónB. BRAUN 3656 y P. SELECTA tectron3000543

- Termostatizador para HPLC JASCOCO-965

- Termostatizadorpara HPLC MERCK L-5025
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3. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN

Los cobayas(Cavia porcellus)Dunkin-Hartleymacho,de 2-3 semanasde edad(200-

250 g), utilizadosen estetrabajose obtuvieronde lffa-Credo(Lyon, Francia).

El cobaya es el animal de laboratorio ideal para realizar experimentos de

suplementacióncon vitaminas C y E ya que carece de la capacidadde sintetizar

endógenamenteel ácidoascórbico,ademásdel c&tocoferol.

Recientementeseha establecidouna coloniade ratasWistar mutantesque poseenun

defectohereditarioen la capacidadde sintetizarácidoL-ascórbico.SedenominanratasODS

(OsteogenicDisorder Shionogi) y en ellas estacaracterísticaestácontroladapor un gen

autosómicorecesivo(1-tono et al., 1985; Makino y Katagiri, 1980; Mizushimaet al., 1984).

Las ratas mutantesODS, al igual que los cobayasy los primates, carecende la

actividadenzimáticaL-gulonolactonaoxidasa(EC 1.1.3.8)que catalizala conversiónde L-

gulono-i--lactonaen ácidoL-ascóbicoen el último pasode la biosíntesisdel ácidoL-ascórbico

y por tanto requierenun suplementode vitamina C en la dieta. Las ratasOOS machode 6

semanasde edad(100-120g) utilizadasen estetrabajo seobtuvieronde CleaJapan,Inc.

(Tokio, Japón).
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III. MÉTODOS ANALÍTICOS

1. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICO POR HiPLC

La cromatografíalíquida de alta resolución(HPLC) ofrece la combinaciónde una

gran sensibilidady selectividadevitandola interferenciade otrassustanciasendógenas.

El método utilizado (Barja de Quiroga et al., 1991) permite una cuantificación

eficiente del ácido ascórbico en los tejidos utilizados, mediante HPLCde pares iónicos en

fase reversacon detección11V (figura M. 1).

A. Preparación de muestras

Las muestrasfueron homogeneizadasen frío, en ácido perclórico 50 mM a una

concentraciónde 100 mg de tejido por cadamí, en homogeneizadoresde vidrio tipo Pobel.

Los homogeneizadosse centrifugaron a 3.000 x g durante 10 minutos a 5’C. A

continuación,los sobrenadantesse filtraron a travésde filtros de membranade diámetrode

poro 0,5 ~m.

Una alicuta de cada muestra fue neutralizada con K2HPO4al 45 %. Inmediatamente

después, se añadió a las alícuotas OL-homocisteina al 1 % para reducir al ácido ascórbico y

se incubarondurante LS mm a temperaturaambiente.Finalmente,20 ¡íl de muestrase

inyectarondirectamenteen la columna.

B. Solución estándar

La solución estándarse preparabacadadía inmediatamenteantesde ser utilizada.

Antes de cadaseriede análisis, se inyectabadirectamenteen la columnauna solución de

ácidoascórbico0,4 mM en ácidoperclórico50 mM,

C. Condicionescromato2ráficas

La cromatografíade pares iónicos en fasereversase llevó a cabo isocráticamente
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utilizando una bomba Waters510, un inyector Rheodyne(7125)con un puertode inyección

dc 20 gl y una columnaMacherey-NagelC18 (nucleosil) de 7 tun (15 cm x 4,6 mm) ó una

columnaSupelcosilLC-18 (tetraclorurode carbono)de 3 ji (15 cm x 4,6 mm).

La fase móvil fue acetonitrilo:agua(12,5:87,5;y/y) y conteníafosfato disódico4,3

mMy bromuro de miristiltrimetilamonio 1,07 mM como contraión.El pH se ajustó a 5,5

con ácidofosfórico. Seguidamentesefiltró con filtros Phenomenex(Millipore) AFO-0503

(47 mm; 0,2 pm). La fase móvil fue bombeada isocráticamentea un flujo de 0,75 (columna

Macherey-Nagel)6 1,] (columna Supelco) mí/mm. La presión mediade la columnaerade

26 bares. La separacióncromatográficase llevó a caboa 25 + 2
0C.

La absorbanciase registró a 280 nm con un detectorUY Cilson 115 de longitud de

onda variable (sensibilidad0,02 unidadesde absorbanciaa fondo de escala)y seutilizó un

integradorWaters746.

El cálculode la concentracióndel ácidoascórbicose llevó a cabopor relacióncon

el áreade la soluciónestándar,mediantela siguienteexpresión:

Ácido ascórbico (pmoles/g tejido) área muestra
área estándar

- s: concentración del estándar (0,4 jxmoles/ml)

- x: g de tejido por cadaml de ácidoempleadoen la homogeneización

2. DETERMINACIÓN DE ÁCIDO ASCÓRBICOPOR ESPECTROFOTOMETRÍA

La concentracióndeácidoascórbicoen las muestrasde hígadoy plasmade ratasODS

sedeterminómedianteel métodode la 2,4-dinitrofenilhidracina(DNPH) (Arakawaet al.,

1982).

Las muestrasde hígadofueron homogeneizadasen frío en ácidometafosfóricoal 2%

siendo:

1

2<

a una concentración de 250 mg por cada ml. A cadaml de plasmase añadieron4 ml de
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FIPO, al 2%. Las muestrasse agitaronen cl vórtex durante30 s y secentrifugarona 1.500

x g durante 10 mm a 40C.

El sobrenadantese dividió en dos alícuotasde 1 ml a cada una de las cualesse

añadieron2 gotasde 2,6-diclorofenol-indofenolal 0,2%y seguidamente1 mIdeunasolución

de SnCl al 1 % y HPO, al 5%. A unade las dosalícuotasse le añadióuna soluciónde DNPH

(20 mg/ni]> en H,S0
4. Las muestrasse incubaronen un bañode aguacon agitacióna 37

0C

durante3 horas.

Al finalizar el períodode incubación,seañadierona las muestras2,5 ml de H
2504

al 85% y a continuación0,5 ¡nl de DNPH a la alícuotaa la que no se le habíaañadido

anteriormente.Las muestrasseincubarona temperaturaambientey en oscuridaddurante30

min.

La concentración de ácido ascórbico se midió a 540 nm utilizando un

espectrofotómetroUV/VIS (JASCOUbest-35,JapanSpectroscopicCo. Ltd.).

Diariamentese realizó unacurvade calibración.Sepreparóuna soluciónestándarde

ácidoascórbicoa una concentraciónde 20 ¡xg porcadaml de HPO3 al 2% y a partir de ésta

tres diluciones2:1, 2:2 y 1:2 (y/y) con HPO3. La solución de HPO3 al 2% se utilizó como

blanco.

La concentraciónde ácido ascórbicoen el hígado secalculéutilizando la siguiente

expresión:

Ácido ascóz-bico (jigig tejido>
DO-a ioOO/x

b y,

y la concentraciónen plasmasecalculómediantela expresión:

DO—a ~t
b ti

Ácido ascórbico (gg/nil plasnia)
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siendo:

- DO: absorbanciaa 540 nm

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficientede regresión

- y1,; volumende muestra(1000jil)

- x: g de tejido porcadaml de HPO3 empleadoen la homogeneización

- f: factor de dilución de la muestraen HPO3

3. DETERMINACIÓN DE a-TOCOFEROL POR HPLC CON DETECCIÓN UY

Laconcentracióntisular de cy-tocoferol sedeterminóutilizando HPLC en fasereversa

con detecciónUV a 292 nm, medianteel métodode Vatasseryet al. (1988)(figura M.2).

A. Preparaciónde muestras

Pararealizarel procedimientode saponificación,de cadamuestrasepesaron50 mg

aproximadamente,que se colocaronen tubos que contenían0,2 ml de unasoluciónal 15%

de ácido ascórbico.Bajo atmósferade nitrógenose añadieron2 ml de etanol que contenía

0,025%de butilhidroxitolueno(BHT).

Las muestrassecalentaronen un bañode aguaa 55
0Ccon agitacióndurante10 mm.

A continuación,de nuevo bajo atmósferade N,, a cada muestrase le añadió 1 ml de

hidróxido potásicoal 40% y se incubarona 550C durante30 minutos agitandocadapocos

minutos.

Al finalizar el períodode incubación, los tubos seenfriarony seañadieron2 ml de

l~J2O destiladay 2 ml de hexanoque contenía0,025%de BHT. Tras agitar durante2 mm y

centrifugara 430 >< g durante10 mm, serecogió 1 ml de la fasede hexanoque seevaporó

bajo atmósferade N
2. El residuoseredisolvió en 0,5 ml de metanol y se inyectaron20 jil

en la columna.
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B. Soluciónestándar

Se preparóuna soluciónestándarde ~-tocoferola una concentraciónde 4 mg/dl en

etanolcon 0,025%de BHT. De estasoluciónse procesarondiariamente50 ji
1 de la misma

maneraque las muestrasy se inyectaronen la columnaantesde cadaseriede análisis.

C. Condiciones cromato2ráficas

La cromatografíaen fasereversase llevó a caboutilizando una bombaWaters510,

un inyectorRheodyne(7125)con un puertode inyecciónde 20 ji1 y una columnaMacherey-

Nagel Cg (nucleosil) de 7 jim (10 cm x 4,6 mm) ó una columna Supelcosil LC-18

(tetraclorurode carbono)de 3 ji (15 cm 5< 4,6 mm).

La fasemóvil fue metanol al 100% que fue bombeadaisocráticamentea un flujo de

0,5 (columnaMacherey-Nagel)ó 0,9 (columnaSupelco)mí/mm. La presión mediade la

columnaera 2,5 PSI (26bares). La separacióncromatográficasellevó a caboa 25 + 20C.

La absorbanciase registré a 292 nm con un detector UV Gilson 115 de

longitud de ondavariable(sensibilidad0,02 unidadesde absorbanciaa fondo de escala)y se

utilizó un integradorSpectra-Physics.

El cálculo de la concentraciónde ~-tocoferolse llevó a cabopor relacióncon el área

de la solución estándar,mediantela siguienteexpresion:

cí-Tocoferol (p¿g/q tejido) área muestra
área estándar

s: pg de estándar(2 ~g)

siendo:

5

- x: g de tejido
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4. DETERMINACIÓN DE ~-TOCOFEROL POR I-LPLC CON DETECCIÓN

FLUORIMÉTRICA

La concentraciónde x-tocoferolen las muestrasde hígado y plasmade la ratasODS

sedeterminómedianteHPLC con detecciónfluorimétrica (Abe et al., 1976) (figura M.3).

A. Preparación de muestras

Las muestrasde hígado fueron homogeneizadasen NaCí 150 mM frío a una

concentraciónde 100 mg porcadaml. En el casodel plasmase utilizaron 200 ji
1 a los que

seañadieron2 ml de NaCí.

Se tomaron2 ml de homogeneizadohepáticoó 2 ml de plasmadiluido y seañadieron

2 ml de etanol que contenía2 jig de 2,2,5,7,8-pentametil-6-hidroxicromano(PMC) como

estándarinterno.

A continuación,se llevó acabolaextraccióndel a-tocopherolcon 5 ml de n-hexano.

Las muestrasseagitaronen el vórtex durante2 mm y seguidamentesecentrifugarona 700

5< g durante5 mm. La capade hexanoobtenidatras la centrifugaciónseevaporóutilizando

un rotavapory finalmentebajo atmósferade nitrógeno. El residuose redisolvió en 100 ¡xl

de n-hexanoagitandosuavementecon la manoy 20 ¡tI se inyectaronen el HPLC.

B. Solución estándar

Sepreparóunasoluciónde cx.-tocoferolen n-hexanoaunaconcentraciónde 0,2 jig/jil.

Asimismo, se preparó una solución de PMC en n-hexanoa la misma concentración.La

soluciónestándardefinitiva sepreparémezclandoambassolucionesa partesiguales.

C. Condicionescromato2ráficas

La fase móvil fue n-hexano:isopropanol(99,5:0,5;y/y) y sebombeóa un flujo de 1

mí/mm utilizando una bombaJASCOPU-980. La separacióncormatográficasellevó a cabo

medianteuna columnade 5 jim JASCO Finepak SIL-5 (4,6 mm x 25 cm).
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La concentraciónde ¿-x-tocoferolsedeterminóutilizando un detectorde fluorescencia

(Ex. 298 nm; Em. 325 nm) JASCO821-FP(JapanSpectroscopicCo., Ltd.).

Para calcular la concentraciónde cv-tocoferol en hígado y plasma se utilizó la

siguienteexpresión:

cú-Tocoferol (p¿g/g 6 100 mi) = S. (AlE) .f. (i/x)

siendo:

- 5: concentracióndel estándarinterno(jig/ml)

- A: áreadel a-tocoferolen la muestra

- B: áreadel PMC en la muestra

- x: g de tejido ó ml de plasma

- f = (¡íg a-toc/jig PMC)¡(áreaa-toc¡áreaPMC)

5. ESTUDIO DEL BALANCE ENTRE LOS NIVELES DE GLUTATIÓN REDUCIDO

Y OXIDADO

El contenido en glutatión de las muestrasse determiné medianteel método de

recicladoenzimáticobasadoen la glutatión reductasa(GR) (Tietze, 1969). El cocienteentre

el glutatión reducidoy el oxidadoseobtuvo comoestimadordel estadoredox citosólico.

A. Preparación de muestras

Para la determinacióndel glutatión total (reducidoy oxidado) los órganosfueron

pesadosy homogeneizadosrápidamenteen ácidotricloroacético(TCA) al 5 % que contenía

MCI 0,01 N paraevitar la oxidacióndel GSH, a una concentraciónde 50 mg de tejido/ml

de TCA, en homogeneizadoresde vidrio tipo Pobel y en frío. La solución de TCA fue

previamentedesoxigenadamedianteel burbujeode nitrógenodurante10 minutos.

Otra fracción de las muestrasseutilizó para la determinacióndel glutatión oxidado

(GSSG).Parala derivatizacióndel GSH, se utilizó laN-etilnialeiniida (NEM), quereacciona
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rápidamentecon cl USI-] formando un complejo establey evitando, de esm manera, la

pardcipacióndel GSH en la medidaenzimática,así como su posibleoxidación a GSSG.

Las muestrasfueronpesadas,homogeneizadasen tampónfosfato 50 mM pH 7,4 con

EDTA 1 mM y NEM 12,5 mM e incubadasdurante15 minutosa temperaturaambiente.

El excesode NEM que no ha reaccionado,debesereliminadocompletamentede la

muestra ya que es un inhibidor de la GR y por tanto podría interferir en la medida

enzimática. El método utilizado para eliminar la NEM fue el de la hidrólisis alcalina

(Sachettaet aL, 1986) modificadoen nuestrolaboratorio.

Para alcalinizar las muestras, añadimos a cada una 25 ji
1 de KOH al 10% por cada

ml de homogeneizadoy dejamosactuardurante5 minutos. Utilizando un micro pH-metro

comprobamosque el pH erapróximo a 11 ya que a un pH superiora 12 el GSSGno es

estable.Finalmente,añadimosen frío 0,56 ml de TCA porcadaml dehomogeneizadoinicial

y comprobamosque el pH eracercanoa 1,65.

Tras la homogeneización,las muestrasfueron centrifugadasa 3.200 5< g durante5

minutos y a 50C, bajo atmósferade nitrógeno.

B. Medida del 2lutatión

Tantoel glutatión total como el oxidadoseanalizaronporel métodode Tietze(1969).

Se trata de un procedimiento de reciclado enzimático en el que el glutatión es

secuencialmenteoxidadopor el 5,5’-ditiobis-(2-ácidonitrobenzoico)(DTNB) ó reactivode

Elíman y reducidopor e] NADPH en presenciade glutatión reductasa(GR):

DTNB 2GSH NADP>

2 TNR GSSG NADPH +
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La forma reducidadel DTNI3, ácido2-nitro-5-tiobenzoico(TNB), tiene un máximo

de absorcióna 412 nm por lo que el análisisse realizó siguiendoel cambio dc absorbancia

a412 nm en presenciade DTNB 6 mM, NADPI-1 0,3 mM y lO U de GR pormí, en tampón

fosfato 50 mM, pH 7,4 que conteníaEDTA 6,3 mM. La adición de EDTA previene la

oxidación del GSH. Todaslas medidasespectrofotométricasserealizarona 250C.

Tambiénserealizaronreaccionescontrol substituyendola muestrapor TCA-HCI (en

el casodel glutatión total) y por tampón fosfatocon EDTA y NEM procesadode la misma

maneraque las muestras(en el caso del GSSG)paraevitar sobrevalorarla concentraciónde

glutatión en las muestrasy comprobarel estadode reactivosquímicoscomo el DTNB.

Los valoresdeglutatióntotal y oxidadose corrigieronrestandolareacciónespontánea

en ausenciade muestray fueron llevados a la siguiente expresión mediante la cual se

obtuvieronlos resultadosdefinitivos expresadosen jimoles de equivalentesde (351-1 porg de

tejido:

Glutatión (jimoles/g tejido) - <a+bADO/mín> .f.iQOO/x
V.106.0, 30733

siendo:

- ADO/min: incrementode absorbanciapor minuto

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficiente de regresión

- f: factor de dilución de la muestra

- V~
1: volumende ¡nuestra(0,07mí)

- x: mg de tejido por cadaml de tampónempleadoen la homogeneización

Los valoresa y b seobtuvierontras construir una rectade regresión.Esta curva de

calibración se construyó a partir de una solución madre de GSH comercial a una

concentraciónde 46 mg de GSH/250 ml de TCA al 5%-HCI 0,01 N. La serie de

concentracionesfue desde14 hasta448 ng de GSH/cubeta.
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Los valoresobtenidosparael (355(3se multiplicaron por un factorde corrección 1,56

debido a la dilución de las muestrascon TCA. Los valoresdel GSH fueron calculadostras

sustraer del glutatión total los obtenidospara el (355(3. Finalmente, se calculó la tasa

GSH/GSSGcomoestimadordel estrésoxidativo de los tejidos.

6. ACTIVIDAD CATALASA

A. Preparación de muestras

Las muestras se homogeneizaronen tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 a una

concentraciónde 50 mg de tejido por cadaml de tampón. El procesode homogeneización

serealizó en frío, utilizando un homogeneizadorautomáticoWheatony hornogeneizadores

telón-vidrio tipo Pobel. Los homogeneizadosasí obtenidosse sonicaron,tambiénen frío,

con un sonicador Vibra-Celí durantetres períodos de 10 segundosseparadospor dos

intervalos de 20 segundos.

A continuaciónfueron centrifugadosa 3.200 5< g durante 20 minutos a 50C.

Seguidamenteserecogieronlos sobrenadantesy seseparóuna alícuotaa la que seañadieron

0,1 ml de ‘1’riton-X-100 por cadaml para solubilizar la enzima. Despuésde 30 mm se

realizaron las medidasespectrofotométricas.

B. Medida de la actividad catalasa

La valoración de la enzimaserealizópor el métodode Beers y Sizer (1952). Este

métodosebasaen el descensode absorbanciapor unidadde tiempo queseobservaa 240 nm

debidoa la descomposicióndel H
202 por la catalasa.

Las reaccionesenzimáticassellevaron acaboen un espectrofotómetrotermostatizado

a 25
0C utilizando microcubetassecuarzoque contenían:

- 0,67 ml de H
202 14 mM en tampónfosfato 50 mM pH 7,4 y

- 30 ¡~l dc ¡nuestra
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[Sí ensayoduraba 1 mm a partir de la adición de la muestra.Se prepararonblancos

(~e contenían0,67 ml de tampónfosfato 50 mM, pI-] 7,4 y 30 ji
1 de muestra.

La actividadtotal de la enzimasecalculó a partir de la expresión:

ACT. TOTAL (pinoles H
202/min.mgtejido) =

- zXDO/min: incrementodeabsorbanciapor minuto

- V1: volumen total en la cubeta(0,7 mí)

- f: factor de dilución de la muestra

- a coeficientede extinciónmolar del 14202(43,6 5<

- Vm: volumende muestra(30 ¡tI)

- x: mg de tejido por cada ml de tampón utilizado en

ArO/mm. y,. r
6.V 2<

u,

10> ¡tMtcm’)

la homogeneización

Para calcular la actividad específicade la enzima se determinó la cantidad de

proteínasde las ¡nuestrasmedianteel métodode Lowry et al. (1951)

7. ANÁLISIS DE LA PEROXIDACIÓN LLPIDICA (SUSTANCIAS TBA POSITIVAS)

IN VIVO E IN lITRO

A. Preparación de muestras

Las ¡nuestras fueron pesadasen una balanzade precisión y homogeneizadasen

tampón fosfato 50 mM, pH 7,4 a una concentraciónde 50 mg de tejido por cadaml de

tampón. El proceso de homogeneizaciónse llevó a cabo en frío. Se utilizó un

homogeneizadorautomáticoWheaton y homogeneizadoresteflón-vidrio tipo Pobel. Los

homogeneizadosasí obtenidosse sonicaron,tambiénen frío, con un sonicadorVibra-Celí

durantetres períodosde 10 segundosseparadospor dos intervalos de 20 segundos.

A continuaciónfueron centrifugadosa 3.200 5< g durante20 minutos a ST. Los

sobrenadantesque fueron mantenidosen frío hastael momentode su utilización.

siendo:
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B. Peroxidaciónlipídica lii vivo. Método del ácido tiobarbitúrico

La concentracióndc productosde peroxidaciónlipídica seestimépor cl métododel

ácido tiobarbitúrico (TBA) descrito por Uchiyama y Mihara en 1978, con algunas

modificaciones.

Durante el proceso de peroxidación lipidica se generanpequeñascantidadesde

malondialdehído(MDA) que reaccionacon el TBA dando lugar a la formación de un

compuestode color rosamediantela siguientereacción:

2 HS
N

1
Oil

<OH dIO
±CH, -----~

dHO

¡HA

« ir~~

OH 01-1

<SH
+ 21120.

¡)IO(¡UCI

Estecompuestocoloreadopresentaun máximo de absorcióna 535 nin.

Parallevar acaboel ensayodel TBA, tras la preparaciónde la muestras,se tornaron

140 ¡tI de cadamuestray se mezclaroncon los siguientesreactivos:

- 1 ml de ácidofosfórico al 1%

- 33 ¡tI de butilbidroxitolueno(BHT) al 0,01% en alcohol etílico

- 0,3 ml de ácido tiobarbitúrico(TBA) al 0,6%

El blancosepreparócon 140 ¡tI de fosfato potásicoen vez de muestra.

La adición del antioxidanteBHT previenela autoxidaciónde la muestradurantela fase

de calentamiento en presencia de aire, evitando la obtención de valores de TBA

artificialmentealtos (Pikul a aL, 1983).
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Las muestrasfueron calentadasdurante45 minutosen un baño de aguahirviendo y

tras ser enfriadasse realizó una extraccióncon n-butanol.A cadamuestrase añadió 1,4 ml

de n-butanol.mezclándosevigorosamente.A continuaciónsecentrifugóa 1.700 5< g durante

15 minutosa 50C, serecogió la fase orgánicay semidió la absorbanciaa 535 nm.

Para el cálculo de la peroxidaciónlipídica en las muestrasse utilizó la siguiente

expresión:

MDA lnmoles/g tejido> = DO-a iOGO/x
b y,

siendo:

- DO: absorbancia a 535 nm

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficientede regresión

- Vn,: volumen de muestra(0,14 mí)

- x: mg dc tejido por cadaml de tampónempleadoen la homogeneización

Se realizó una curva patrón a partir de una solución madre de MDA a una

concentraciónde 200 nmoles/mlde tampónfosfato50 mM pH 7,4 queconteníaHCI iN. La

seriede concentracionesde lacurvapatrónfue desde9,88hasta0,077 nmolesde MDA/tubo.

En las muestrasde hígadoy corazónde cobayadel tercer año y en las de orina

humanatambiénseestimó la concentraciónde productosde peroxidaciónlipidica mediante

fluorimetria. Se realizaron medidasde prebarridode fluorescenciaen las ¡nuestrasque

establecieron503 nm como la longitudde ondaóptimade excitacióny 548 nm la de emisión.

En cada¡nuestrase realizaronespectroscompletosde fluorescenciaentre500 y 600

nm. Los valoresobtenidosfueron referidos a una curva estándarconstruidaal realizar la

medidacon diferentesconcentracionesconocidasde MDA puro (figura M.4).

La concentraciónde productosde peroxidaciónlipídica de las muestrasde plasmade

ratasODS sedeter¡ninómedianteel métodofluorimétricode Yagi (1976).
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Figura M.4. Curva patrón de estandarde MDA obtenidapor fluorimetría. Se observaun
primer pico de excitación (503 nm) y un pico de emisión (548 nm) paraconcentraciones
crecientesde MDA puro.
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C. Peroxidación linídica inducida (iii vitro

)

La sensibilidadde los extractostisularesa la peroxidacióninducida in vitro seestimó

incubandolos sobrenadantesde las mnuestrasen un baño de aguaa 370C con agitación,en

presenciade ascorbato0,4 mM y FeSO
40,05 mM en tampón fosfato 50 mM, pH 7,4. La

incubaciónsellevó a caboa distintos tiempos segúnlas muestras:

- 30, 60 y 90 mm para las muestrasde cobayadel primer año

- 90 y 180 mm, y 22 Ii para las muestrasde cobayade los añossegundoy tercero

- 1 80 miii para las muestrasde hígadode ratasODS

tina vez transcurridoel periodode incubaciónsetomaron140 ¡tI de cadatubo y se

llevó a caboel ensayodel TBA de la maneradescritaen el apartadoanterior.

8. DETERMINACIÓN DEL MALONDIALDEHÍDO POR HIPLC

Los valoresde MDA libre fueronestudiadosdadosu potencialinteréspor tratarsede

uno de los productosdel procesode peroxidaciónpresentenormalmenteen los tejidos in

VIVO.

El métodoutilizado esuna modificación del descritopor Bulí y Marnett (1985). Se

trata de un método de HPLC de pares iónicos en fase reversa.La detecciónse realiza

mediantela absorbanciadel MDA a 267 nm (figura M.5).

A. Prenaración de muestras

Las muestrassehomogeneizaronen tampónTris 30 mM, pH 7,4 a unaconcentración

de 100 mg de tejido por cadaml de tampón. El homogeneizadofue inmediatamentediluido

(1:1; y/y) con acetonitriloy, tras agitar en el vórtex durante30 segundos,se centrifugóa

3.000 5< g durante 10 minutosa 5
0C.

Los sobrenadantessefiltraron a travésde filtros de membranacon diámetrode poro

de 0,45 pm (acetatode celulosa)y seguidamentese inyectaron20 pl en el cromatógrafo.
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Figura M.5. Separacióncroniatográfica (HPLC-UV) de MDA libre en hígado(a) y corazón
(b) dc cobaya.
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B. Soluciónestándar

La soluciónestándarseobteníaporhidrólisis ácidasegúndescribenEsterbaueret al.

(1984). Se preparabauna solución madrede malondialdehído-bis(dimetilacetal)10 mM en

1-12S04al 1 % y despuésde doshorasa temperaturaambiente,a partir de la soluciónmadre

sepreparabauna segundasolución de MDA 40 ¡tM en tampón Tris 30 mM, pH 7,4. A

continuación,se mezclabaesta solución con tampónTris y acetonitrilo (1:3:4; y/y) para

obtenerla soluciónestándardefinitiva de MDA 5 ¡tM que era inyectadadirectamenteen el

cromatógrafo.

C. Condicionescromatoeráficas

La cromatografíade pares iónicos en fase reversase llevó a cabo isocráticamente,

utilizando el mismo equipo instrumental que en el caso del ácido ascórbicoy con una

columna Macherey-NagelC18 (Nucleosil) de 7 ¡tm (10 cm 5< 4,6 mm) ó una columna

Supelcosil LC-18 (tetraclorurode carbono)de 3 y (15 cm 5< 4,6 mm).

La fasemóvil fue acetonitrilo:agua(25:75; y/y) y conteníafosfato disódico 10 mM

y bromuro de miristiltrimetilamonio 2,5 mM comocontraión. FI pH se ajustéa 7,4 con

ácidofosfórico o sosa.A continuaciónsefiltré la fasemóvil. En estecasoel flujo fue de 0,5

mí/mm (columnaMacherey-Nagel)ó 0,8 mí/mm (columnaSupelco)y la presiónmediade

19 bares.

La separaciónse llevó a cabo a 25 ±2
0C y la detecciónse realizó mediantela

absorcióndel MDA a 267 nm utilizando un detector UV con una sensibilidadde 0,02

unidadesde absorbanciaa fondo de escala.

El cálculo de la concentracióntisular de MDA serealizópor relacióncon el áreade

la soluciónestándarde MDA, mediantela siguienteexpresión:

MDA (nnoles/cr tejido) = área muestra 1
área estándar x
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siendo:

- s: concentracióndel estándar(5 nmoles¡ml)

- x: g de tejido por cadaml de tampónempleadoen la homogeneización

Se multiplica por 2 debido a la dilución 1:1 del extractocon acetonitrilo.

9. DETERMINACIÓN DE HIDROPERÓXIDOS LIPIDICOS

El procedimiento de preparaciónde muestrasseguido para la determinaciónde

hidroperóxidoslipídicos medianteHPLC con detecciónde quimioluminiscenciasemuestra

en la figura M.6.

A. Extracción de los líDidos

Los lípidos fueron extraídosde las muestrasde hígadoy plasmade ratasODS con

una mezcla de cloroformo:metanol2:1 (y/y) de acuerdocon el método de Folch et al.

(1957).

Las muestrasde hígado(500 mg) fueron homogeneizadasen frío, en 2 ml de NaCí

150 mM que conteníaBHT al 0,002%como antioxidante. Se utilizó un homnogeneizador

automático vidrio-teflón. A continuación, se añadieron al homogeneizado5 ml de

cloroformo:metanol2:1 (y/y) con BHT al 0,002%y seagitaronen el vórtex durante 1 mm.

Seguidamente,las muestrassecentrifugarona 1.500 5< g durante15 mm a 40C.

Trasla centrifugación,serecogióla capainferior de cloroformo.Se llevó a cabouna

segundaextracción en (a capa superior de metanol-agua con cloroformo:metanol y

posteriormnenteserealizó una terceraextraccióncon cloroformo.

La capade cloroformo,que contienelos lípidos totales, fue deshidratadacon 2 g de

sulfato sódicoy sedejó en la neveraa 40C durantetoda la noche.A la mañanasiguiente,

las muestrasfueron filtradasa travésde papelde filtro N05C (Advam1tec,Toyo Roshi Kaisha,

Ltd.) y el residuolavadotresvecescon 2 ml de cloroformo. El solventese eliminó utilizando

un rotavapory finalmentebajo atmósferade nitrógeno.



HIGADO <500 mg)

Homogeneizar en NaCí 150 mM
(BHT 0,002%> 2 rol
CHC>3:MeOH >2:1; vN>
<RHT 0,002%> 5 ml
Agitar 1 mm
Centrifugar 1.500 x g, 15 mm, 40C

4
Metano! + aguaCloroformo

Repet¡r extracción con CHC¡3:MeOH

Metanol + agua

- Repetir extracción con CHCIS

Metanol + agua

- Deshidratar con sulfato sádico
- Filtrar con papel de filtro Toyo SC
- Evaporar en rotevapor y secar con

nitrógeno

LíPIDOS TOTALES

- Redisolver
2:1; vN>

en 200 ¡sí de CHCIS:MeOH

HPLC-CL <2Opll

Figura M.6. Esquema del protocolo seguido en la preparaciónde muestrasde hígadode
ratasODS para la determinaciónde hidroperóxidoslipídicos medianteHPLC-CL.
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Los lípidos totalcs obtenidos fueron inmediatamentedisueltos en 200 pl de

cloroformo:metanol2;] (y/y) y se to¡naron20 ji
1 parala determinaciónde hidroperóxidos

medianteHPI.Ái? con detecciónde quimioluminiscencia(CL). La cantidadrestantese utilizó

para la determinarla concentraciónde fósforo.

Previamenteseha confirmadoque la formaciónde hidroperóxidoscomoartefactono

tiene lugar duranteel procedimientode extraccióndescrito(Miyazawa, 1989).

Los lípidos totales de las muestrasde plasmaseextrajeronde manerasimilar a los

de las muestrasde hígado. A cadaml de plasmase añadieron5 ml de cloroformo:metanol

2:1 (y/y) que conteníaBHT al 0,002%,seagitó en el vórtex durante1 mm y secentrifugó

a 1.500 5< g durante15 mm a 40C.

La capa inferior de cloroformose recogióy la extracción(sin BHT) se repitió por

segundavez en la capa superior. Las muestrasfueron secuencialmentedeshidratadas,

filtradas, lavadascon cloroformo y evaporadasde la maneradescritaanteriormente.

Los lípidos totalesseredisolvieronen 100 pl de cloroformo:metanol2:1 (y/y) y 20

pl se inyectaron en el HPLC-CL. La cantidad restante se utilizó para determinar la

concentraciónde fósforo.

B. Soluciónestándar

Se realizaroncurvas de calibración de hidroperóxidosde fosfatidilcolina (PCOOI-1)

y fosfatidiletanolamina(PEOOH)tras la determinacióndel valor de peroxidación(POV) del

estándarde PC (Nippon Oil & FatsCo. Ltd., Tokio, Japón)segúnsedescribeen el siguiente

apartado.

Diariamentese inyectaronpor triplicado 20, 10 y 5 ji1 deestándarde PCOOHa una

concentraciónde 240 pmoles/20pl, al inicio y al final de cadaseriede análisis. Utilizando

los valoresde concentracióndel estándary el áreaobtenidamedianteHLPC serealizó una

curva de calibración.
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C. Determinación del valor de peroxidación

El valor de peroxidacióndel estándarde PC (Nippon Oil & Fats> se determiné

medianteel procedimientode titulación yodométrica(Senzelet aL, 1975).

Se prepararóuna solución estándarde PC a una concentraciónde 1 g/25 ml en

cloroformo:metanol2:1 (y/y) y semantuvoen frío hastael momentode su utilizacion.

A continuaciónsedisolvió 1 g de fécuiade patataen 100 ml de aguadestilada.Esta

soluciónsecalentéen un bañode aguacon agitacióndurante2 mm aproximadamentehasta

alcanzarla transparenciae inmediatamentedespuésse filtré con papel de filtro n02. Esta

soluciónse mantuvoa temperaturaambientey seutilizó como indicador de color.

Finalmente,se preparóunasoluciónsaturadade ioduro potásicoa unaconcentración

de 1,6 gIml que fue mantenidoa temperaturaambientey en oscuridad.

Se tomaron6 ml de soluciónestándarde PC que secolocaronen un erlenmeyery se

añadieron34 ml de una solución de cloroformo:ácidoacético (2:3; y/y) y seagité con la

mano. A continuaciónse añadió 1 ml de Kl saturadoy transcurrido1 mm, la mezclase

mantuvoen condicionesde oscuridaddurante5 mm. Seguidamentese añadieron75 ml de

aguadestiladaparadetenerla reacción.

Despuésde la adición de agua,seañadieron2 ml de la soluciónde féculade patata

y se comenzó a añadir lentamenteNa
2S2O, 0,0! N mientras la mezcla fue agitada

constantementecon la manoparaeliminar todo el yodo de la capade cloroformo hastala

total desaparicióndel color azul.

En el procedimientodescritotienen lugar las siguientesreacciones:

LOOH + 2K1 + 2H~—LOH +2Km + 14,0 + ‘2

12 + 2Na2S2O3—. 2Nal + Na,S406
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Este procesose realizópor triplicado en el estándar.Tambiénse preparóun blanco

sin soluciónestándar.

El valor de peroxidación del estándarde PC se calculé utilizando la siguiente

expresíon:

POV (nuiliequuiv/kg) — S.N.1000/x

siendo:

5: ml de Na2S2O3empleados(corregidoscon el blanco)

N: normalidadde la soluciónde Na2S2O3 (0,01 N)

- x: g de estándarde PC utilizados(0,24 g)

Debidoa que la estequiometríade la reacciónentreLOOH y Na2S2O3es 1:2, el valor

de POV sedividió entre2 paraobtenerel valordefinitivo (nmoles/mg),quemultiplicado por

la concentración del estándar de PC (0,04 mg/pl) nos daría la concentración

hidroperóxidosen el estándardePC (nmoles/pl).

D. Condicionescromato2ráficas

La concentración de hidroperóxidos fosfolipídicos (PCOOH and PEOOI-1)

determinóen la fracción de lípidos totales de hígado y plasmamedianteHPLC-CL. El

sistemaanalíticoconsistenteen HPLC y detecciónde quimioluminiscenciaha sido descrito

porMiyazawaa al. (1994). La figura M.7 muestraun diagramaesquemáticodel sistemade

HPLC—CL.

Utilizamos una colunmaJASCO FinepakSIL NH2-5 (4.6 mm >< 25 cm) de 5 pm

(Japan Spectroscopic Co., Tokio, Japón). La fase móvil fue hexano:2-

isopropanol:metanol:agua(5:7:2:1; y/y) con un flujo de 1,0 mí/mm (bombaJASCO PU-

de

se

980).



e
s
4. J

FiguraM.7. Esquemadel sistemade HPLC-CL utilizado parala determinaciónde PCOOH
y PEOOHen hígadoy plasmade ratasODS. A, fase móvil; P1 y P2, bombas;1, puertode
inyección; 5, muestra; C, columna; U, detector UV; J, mezclador; B, reactivo de
quimioluniiniscencia;Q, célulaespiralde teflón(200pl); PM, fotomutiplicador;CL, detector
de quimioluminiscencia;R, integrador;W, desecho.
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El eluyentede la columnapasóa travésde un detectorJASCO UV-970 paradetectar

los dienos conjugadosa 234 nm. A continuaciónel eluyentefue mezcladocon un reactivo

de quimioluminiscencia(CL)en un mezcladorsituadodetrásde la columna(tipo Y; Kyowa

Seimitsu,Tokio, iapón). Iba temperaturade lacolumnay del mezcladorsemantuvoconstante

a 350C medianteun termostatizador(JASCOCO-965).

El reactivo de quimioiuminiscenciasepreparódisolviendo 10 pg/ml de citocromoe

y 2 pg/mL de luminol (3-aminoftaloil hidracina)en tampón H
3B03 50 mM, KCI 50 mM y

Na2CO3 72 mM, pI-! 10, y se mantuvo en condiciones de oscuridad para evitar la

fotooxidacióndel luminol. Estereactivofuebombeadoa 1,1 mí/mm con una bombaJASCO

PU-980.

Los hidroperóxidoslipídicos (LOOH) reaccionancon el grupohemo del citocromo

c y producenradicalesperoxilo (LO). La degradaciónde los radicalesperoxilo da lugar

a la formación de oxígeno singlete (‘0~) que oxida al luminol y éste emite

quimioluminiscencia.Las reaccionesde los hidroperóxidoslipidicos con el reactivo de

quimioluminiscenciase muestrana continuación:

LOOH + citocromo e — LO;

2L0y —~ ~ + alcohol + cetona
102 + luminol ---—---—~ luminol endoperóxido

luminol endoperóxido—. aminoftalatoexcitado+ N2 + ¡iv

La quimioluminiscenciageneradapor la reacciónentre los hidroperóxidoscon el

reactivo de quimioluminiscenciase midió con un detector JASCO 825-CL ó un detector

CLD-100 CL (Tohoku Electronic IndustriesCo., Sendai,Japón)equipadocon una célula

espiral de teflón de 200 pl de volumen(figura M.8).

La concentraciónde PCOOH y PEOOH en las muestrasde hígado y plasma se

calculómediantela siguienteexpresión:

PCOOHo PEQOR(pnioles/g tejido o ml pl asma) = Am-a Vr/X
b



PCOOHo.

2

3

Figura M.8. Separacióncromatográfica(HPLC-CL) de PCOOHy PEOOH
ratas ODS.

en hígadode

PEOOH
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siendo:

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficientede regresión

- Am: áreade la muestra

- Vr: volumende resuspensión(200 pl hígado; 100 ¡tI plasma)

- V~: volumende inyección(20 ¡tI)

- x: g de tejido ó ml deplasma

10. ESTUDIO DE LA COMPOSICIÓN EN ÁCIDOS GRASOS

Esteestudio fue realizado por el grupo del Dr. Reinaldo Pamplona en la Facultad de

Medicina (Departamentode CienciasMédicasBásicas)de la Universidadde Lérida.

El análisis de los lípidos de las muestrasde hígadode cobayay en concreto, su

composiciónen ácidosgrasos,se llevó a cabomedianteel procedimientosiguiente:

- extracciónde los lípidos de la muestrade hígado

- separaciónde las diferentesfraccioneslipídicas: fosfolípidos, triglicéridosy ésteres

de colesterol

- extracciónde los ácidosgrasosde las diferentesfraccioneslipídicas

- análisis (identificacióny cuantificaciónporcentual)de los diferentesácidosgrasos

obtenidos

A. Extracción de los Lípidos

Las muestras(200-250mg) fueronhomogeneizadasen soluciónfisiológicaacidificada

con ácido fórmico (pH 1,58)a una concentraciónde 1 mg/pl. A continuación,se llevó a

cabo la extracciónde los lípidos de la muestramedianteuna modificación del método de

Folch e¡ al. (1957).

A cada200 pl de muestrase añadieron5 ml de 2-propanol.Tras agitar durante15

mm, se centrifugó a 1.500 x g durante 15 mi Seguidamentese recogieron los

sobrenadantes,que fueronburbujeadoscon N2 paraevitar la oxidaciónde los ácidosgrasos,
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y se guardarona -200C en oscuridad.

B. Seuaracíónde las fraccioneslipídicas

Las fraccioneslipídicas fueron separadasmediantecromatografíaen capafina. Para

ello seaplicaron 1,5 ml de 2-propanol(que contieneel extracto lipídico) a unasplacasde

sílica que seprepararonutilizando20 gr de silicagel 60H y 60 ml de etanolporcada4 placas

de 20 x 20 cm.

Estasplacassedesarrollaron,pasándolaspor tres cubetasque conteníandiferentes

solventes,permitiendola separaciónde las distintas fracciones:

- 2-propanol(hasta 1 cm) y secar

- n-hexano,1,2-dicloroetano,metanol,ác. fórmico (16:14:8:1; y/y) <hasta7 cm) y

secar:separaciónde los lípidos polares(fosfolípidos)

- dicloroetano(hastael extremosuperior) y secar:separaciónde los lípidos apolares

(ésteresde colesterol,triglicéridos, colesterollibre)

Estas fracciones se visua]izaron con ita UV gracias a un spray de ácido p-

anilinonaftalensulfónico0,02% en etanol (1/100). Así, las fracciones que se separaron

fueron:

- fosfolípidos (lípidos de membrana): fosfatidiletanolamina,lisofosfatidilcolina,

fosfatidilcoiina y esfingomielina

- colesterol(que no contieneácidosgrasos)

- triglicéridos (lípidos citoplasmáticos)

- ésteresde colesterol(que no sepudieronvalorardebidoa su escasez)

Posteriormentesepasaronlas diferentesfraccionesatubos individualescon tapónde

roscay teflón (previamentelimpiadoscon acetonaparaeliminar cualquierrestode grasa)y

seprocedióa la transesterificaciónde los ácidosgrasos.
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C. Obtención de los ésteres metílicos de los ácidos 2rasos (transesterificación

)

Los lípidosfuerontransesterificadoscon 2 ml de HCI al 5% en metanol.Las muestras

secalentarona 750C durante90 mm en el caso de los fosfolípidosy ésteresde colesterol,

y durante30 mm en el casode los triglicéridos.

Despuésde la esterificación, los ésteresmetílicos de los ácidos grasos fueron

extraídoscon 2 ml de n-pentanoy 1 ml de NaCí saturado.La soluciónsaturadade NaCí

aumentala fuerza iónica del medio y favorecela recuperaciónde los ácidosgrasosgracias

al pentano.Tras agitar vigorosamentedurante15 mm, las muestrasfueron centrifugadas

durante10 mm y seguidamenteserecogióla fasede pentano.

Se tomó 1 ml de la fasede pentanoque fue evaporadobajo atmósferade nitrógeno

y redisueltoen 40 pl de CS
2. De estasolución seinyectaron8 pl en el cromatógrafo.

D. Análisis en el cromatósrafo de tases

Los ésteresde ácidosgrasosobtenidosfueron separadosy analizadosutilizando un

cromatógrafode gas ShimazduGC14A. El gas conductorfue N2 a un flujo de 60 mí/mm.

El detectorde ionizaciónde flama recibíaH2 a un flujo dc 50 mí/mm y aire sintéticoa 500

mí/mm. La temperaturadel inyector y el detectorera de 250
0C. Los tiemposde retención

y el áreade los picos se registraronen un integradorSpectra-Physics5P4400.

Se utilizó unacolumnacapilarde sílice SupelcowaxTM 10 (Supelco,Inc., Bellefonte,

PA; 30 m x 0,53 mm). Para favorecerla separaciónde los diferentesácidosgrasosfue

imprescindibleprogramarunarampade temperaturasdesde 1350C hasta235 ‘C: a partir de

un tiempo inicial de O mm, desde 1350C hasta 1950C, a 40C/min; desde 1950C hasta

2150C, a 10C/min; y desde2150C hasta2350C,a 40C/min; con un tiempo final deS mm,

mantenidoa 2350C.

La identificación de los ésteres se llevó a cabo mediante la comparacióncon

estándaresde ácidosgrasos(Sigma). Los resultadosque obtenidosindican el porcentajede

los distintosácidosgrasosde una determinadafracciónlipídica.
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11. DETERMINACIÓN DE CARBONILOS PROTEICOS

A. Preriaración de muestras

Las muestrasde hígadofueronhomogeneizadasen tampónfosfatopotásico100 mM,

pH 7,4 que conteníadigitonina al 0,1%, EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (36

¡tg/ml) y los inhibidores de proteasasleupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina(0,7 pg/ml) y

aprotinina (0,5 ¡tg/ml). Las muestrasse incubaron durante 15 mm y depués fueron

centrifugadasa 1.300 >< g durante10 mm.

Los ácidos nucleicos se eliminaron de las muestras mediante la adición de

estreptomicinaal 10% a una concentraciónfinal del 1%. Tras una incubaciónde 15 mm se

centrifugóa 1.700 x g durante10 mm.

El sobrenadantese dividió en dos alícuotasde 1 ml a las que seañadieron2,5 ml de

HCI 2M ó 2,4-dinitrofenilbidracina(DNPH) 10 mM disueltaen HCI 2M respectivamentey

se incubarondurante1 h a temperaturaambiente.La soluciónde DNPH fue mantenidaen

oscuridadya que puedeserdestruidapor la luz.

Las dos alícuotasfueron secuencialmenteprecipitadasen frío con 4 ml de ácido

tricloroacético(TCA) al 20%, incubadasdurante10 mm y centrifugadasa 1.700 X g durante

5 mm y posteriormentecon 4 mIde TCA al 10%, agitadasen el vórtex durante10 segundos

y centrifugadasotra vez a 1.700 >< g durante10 mm.

Los pellets fueron lavados 3 veces con 4 ml de etilacetato:etanol(1:1, y/y)

centrifugandocadavez a 1.700 x g durante10 mm, exceptola últimavezque fueron 15 mm

con el fin de obtenerpellets máscompactos.

Finalmente, los pellets se redisolvieronen 2 ml de hidrocloruro de guanidina6M

disueltaen fosfato potásico20 mM, pH 2,3. Por último, se centrifugarona 1.700 X g

durante lO mm y se realizaronlas lecturasespectrofotométricasen los sobrenadantes.
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B. Medida de los carbon¡los proteicos

En cadamuestrade DNPH se realizó en el espectrofotómetroun barrido desde320

hasta410 nin frenteal correspondienteblancode HCI. El máximode absorbanciaseutilizó

paracalcular los carbonilosproteicos(coeficientede extinción 22.000 M’ cm-1).

La concentraciónde proteínassedeterminóen las muestrasde HCI utilizando como

blancohidroclorurode guanidina6M a 280 nm.

La concentraciónde carbonilosproteicossecalculó en nmolescarbonilospor mg de

proteínautilizando la siguienteexpresión:

Carbonilos (nnioles/mgproteína> = Amax .106
1, 8 . e

siendo:

- Amax: máximo de absorbanciaentre320 y 410 nm

- A
2~1: absorbanciaa 280 nm de las muestrasde HCI

- e: coeficientede extinciónmolar (22.000M-
1 cm1)

Paraobtenerel valor de la concentraciónde proteínasserealizó una curvapatróna

partir deunasoluciónde albúminabovinaa unaconcentraciónde 2 mg/ml de guanidina-HCI

6 M. La seriede concentracionesfue desde0,2 hasta2 mg albúmina/mi,obteniéndoseuna

pendientede 1,8 mg de proteínapor unidadde absorbancia.

12. DETERMINACION DE 8-OlldG

Los efectosinducidospor las especiesreactivasde oxígenosobreel ADN incluyen

enlacescruzadosentreADN y proteínas,rotura simple y doble de cadena,liberación de

basesy modificacionesoxidativas de bases,algunasde las cualeshan sido caracterizadas

(Dizdaroglu,1991).
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Una de las basesdel ADN másfácilmenteoxidable es la guanina(Steenken,1989)

y la modificaciónoxidativaconocidamás abundanteessu hidroxilaciónen C-8 dandolugar

a la formación de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina(8-ORdO). Mientras que el análisis de la

mayoríade las basesmodificadasrequierecromatografíade gasesacopladaa espectrometría

de masas (GC-MS), la 8-OHdG puede ser detectada mediante HPLC con detección

electroquímica(EC) (Floyd et al., 1986).

Además, recientementeseha demostradoque la detecciónmedianteHPLC-MS da

lugara valoresartificialmentealtos de 8-OHdG(Ravanata al., 1995). Por tanto, la técnica

de elección actual es la determinaciónpor HPLC con detecciónelectroquímicade alta

sensibilidad(coulométrica).

El balanceentre 8-OHdG y la base no modificada, desoxiguanosina(dc), es un

marcadorampliamenteutilizado como medidadel daño oxidativo al ADN, tanto en ADN

aisladocomo en diferentessistemascelu]aresy tejidos animales.

Este estudio se realizó en la Facultad de Ciencias de la Salud <Departamentode

Farmacología)de la Universidadde Copenhague,Dinamarca.

El procediminentode preparaciónde muestrasseguidoparala determinaciónde 8-

OHdG y dG por HPLC semuestraen el esquemade la figura M.9.

A. Aislamiento del ADN

Las muestrasde hígado fueron pesadasy homogeneizadasen NaCí al 0,9% a una

concentraciónde 1 mg por cada¡ti de NaCí. Se utilizaron homogeneizadoresde vidrio tipo

Pobel. A cada200 ¡tI de homogeneizadoseañadieron1,8 ml de tampónTris 10 mM con

NaCí 150 mM y NaIEDTA 10 mM, pH 8,0.

A continuación,se añadierona cadamuestra200 ¡tI de dodecilsulfatosódico (SDS)

al 10% y se agitaron en el vórtex durante20 s. Las muestrassecolocaronen un bancode

extraccióngiratorio durante15 mm y posteriormentese incubaronen un bañode agua a

370C durante10 mm.



1-lIGADO (500 mg)

1.
Aislamiento del ADN

- Homogeneizar en NaCí 150 mM
<500 pl)

- Tampón Tris-FOTA pH 8,0 <1.8 mi)
- SDS 10% (200 pl>. Agitar 20 s
- Extracción 15 mm
- Baño a 37%, iú mm
- Tampón NaAc 3 M, pH 5,2 (200 pl)
- NaCIO4 5 M <550 pl)
- CHCI3:isoamilalcobol <24:1; y/y)

(2 mi)
- Extracción 10 mm

Centrifugar 2.100 x g, 10 mm, 4%4 - ~epetir extracción de CHCI3

Precipitación del ADN

- Etanol 96% frío (5 mí)
- Mezclar por inversión
- Guardar a 0

0C durante la noche
- Transferir el ADN a 1 ml de etanol

70% frío
- Centrifugar a 1.500 x g, 5 mm, 40C
- Eliminar sobrenadante. Añadir 5 ml

de etanol 70% frío
Centrifugar a 1.600 x g, 5 mi 4%

- Eliminar sobrenadante. Evaporar
con nitrógeno

- Resuspender en tampón NaAc 20 mM,
pH 4,8. Incubar a 370C, 1 h

4

Digestión del ADN

- Nucleasa Pl <SU/muestra>
- Incubar a 370C, 30 mm
- Fosfatasa alcalina (1 U/muestra>
- Incubar a 37%, 1 h
- Filtrar <tubos Whatman>

Centrifugar 5.200 x g, 15 mi 4%

r

HPLC-EC <25 pl)

Figura M.9. Esquema del protocolo seguidoen la preparación de muestras de hígadode
cobayapara la determinaciónde 8-OHdGmedianteHPLC-EC.
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Las proteínasse eliminaron de las muestrasmedianteextraccióncon cloroformo

(N4armur, 1961). A cadamuestraseañadieron200 ¡tI dc tampónacetatosódico3 M, pH 5,2

y seguidamente550 ¡xl de NaCIO4 5 M. Las muestrasse transfirierona tubos de polietileno,

seañadieron2 ml de cloroformo:alcoholisoamilo (24:1; y/y) y secolocaronen el bancode

extraccióndurante10 mm. A continuaciónse centrifugarona 2.100 x g durante10 mm, a

4
0C. Tras la centrifugación,las proteínasquedaronconfinadasa la capade interfasey el

ADN a la capasuperior no orgánica.

Se recogió la capa superior y se realizó una segundaextraccióncon 2 ml de

cloroformo:alcoholisoamilo (24:1; y/y). Despuésde rotar y centrifugar las muestrasde la

misma manera que anteriormente,la capa superior se transfirió a tubos cónicos de

polipropileno.

R. Precipitacióndel ADN

Paraprecipitarel ADN seañadieronlentamenteacadamuestra5 ml de etanolal 96%

enfriadoa 00C y se mezclópor inversión. Las muestrasseguardaronen el congeladora00C

durantetoda la noche.

A la mañanasiguiente,el ADN fue transferidoa tubos de plásticoque contenían1

ml de etanol al 70% enfriadoa 00C. Se centrifugóa 1.550 >< g durantesmm a 40C. Tras

eliminar el sobrenadantese añadieron5 ml de etanol al 70% a 00C y se centrifugó por

segundavez a 1.550 >< g durante5 mm a 40C. De nuevoseeliminó el sobrenadante.

El etanol remanente se evaporó bajo atmósfera de N, durante io mm

aproximadamente.El residuoseredisolvió en 200 ¡tI de tampónacetatosódico20 mM, pl-]

4,8 y se incubó en un bañode aguaa 370C durante1 u.

C. Di2estióndel ADN

La digestión de 200 ¡tI de muestrase realizó primero con 20 ¡tI de nucleasaPl

(SU/muestra)disueltaen tampónacetatosódico20 mM pH 4,8 que conteníaZnCI
2 10 mM

y 15% de glicerol. Las muestrasseincubaronen un bañode aguaa 37
0C durante30 mm.
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A continuaciónse añadieron20 ¡tI de fosfatasaalcalina (IU/muestra)diluida en

tampónTris 1 M pH 8,0. Las muestrasseincubaronen un bañode aguaa 370C durante1

hora.

Finalmente, se transfirieron 200 ¡tI de muestraa tubos Whatman y se filtraron

mediantecentrifugacióna 5.200 >< g, durante15 mm a 40C. Los filtrados se colocaronun

inyector automáticoMerck-Hitachi AS-2000A y 25 ¡tI fueron inyectadosen el HPLC.

La digestión del ADN, así como su extraccióny precipitación, se realizaronen

condicionesde luz tenueparaevitar la posibleoxidaciónde la desoxiguanosina.

Todaslas muestrasseprepararonporduplicadoy paralos cálculosseutilizó la media

de los valoresobtenidos.

D. Soluciónestándar

La cuantificaciónde 8-OHdG se realizó mediantela inyecciónde concentraciones

conocidasde 8-OHdG pura. Diariamente,antesde cadaseriede análisis y despuésde las

mismas,se inyectarontres solucionesestándarde 8-Ol-LdG 400, 40 y 4 nM diluido en acetato

sódico 20 mM pH 4,8 y Tris 1~ M pH 8,0 (11:1; y/y) a partir de una soluciónde 8-OHdG

8 pM. Seguidamenteseinyectó un estándarde dC 100¡tM diluido en acetatosódico20 mM

pH 4,8 y Tris 1 M pH 8,0 (11:1; y/y) a partir de dG 2 mM.

E. Condicionescromato2ráficas

Una vez digerido el ADN con nucleasaPI y fosfatasaalcalina hastael nivel de

desoxinucleósidos,se determinaronlos niveles de 8-OHdC y dO. ‘[ras su separaciónpor

HPLC, el desoxinucleósidono modificado (dG) fue fácilmentecuantificadoutilizando un

detectorultravioletaMerck-Hitachi L-4000 a 254 nm (figura M. 10).

Aunque el coeficientede extinción molar para 8-OHdG es igual que para dO, la

absorciónultrvioletano essuficientementesensibleparaladeterminaciónde 8-OHdG, debido

a que la basemodificadaestápresentesólo en muy pequeñascantidades,siendo su nivel
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básiconi vivo 0,5-5 8-OHdG/105dG. Por esto, la concentración de 8-OHdC en el ADN se

determinóutilizandoují sistemade HPLC con detecciónelectroquímicaconlornétricadescrito

originalmentepor Floyd el al. (1986) (figura M. 10).

Paradeterminarel potencial de voltaje óptimo para el compuestoespecíficoy el

equipoutilizado, se generóun voltamograma(medidade intensidadde la corrienteen función

del voltaje).

La cromatografíaen fasereversasellevó acaboutilizando una columnaUltrasphere

(25 cm x 4,6 mm) Beckmany un detectorCoulochemII (ESA, Inc. Bedford, MA) con una

célula analítica ESA modelo 5011 (El = 140 mV/lOO nA; E2 = 180 mV/lOO nA). El

potencialpreanalítico(El) esdemasiadobajo como para oxidar 8-OHdG y se utilizó para

oxidar sustanciasirrelevantesposiblementepresentesen las muestras.

La fase móvil fue H
3P04 50 mM y 4% de acetonitrilo. El pH seajustó a 3,2 con

NaOH 5 M. A continuación,la fase móvil se filtró a través de filtros Millipore HVLP de

0,45 pm y fue bombeadapor una bombaMerck.Hitachi L-6000. El flujo fue de 1 mí/mm

y la presión mediade 98 bares. La temperaturade la columnasemantuvoconstantea 30
0C

medianteun termostatizadorMerck L-5025.

A partir del áreade los estándaresde 8-OHdGsecalculó un factor de calibraciónf(8-

OHdG):

f(S—OHdG) (4OO/S
11-4-4O/S21+4/S31+4OO/S1~+4O/S21±4/S3~)/5

siendo:

- ~ áreadel estándarde 8-OHdG400 nM inicial y final

- S2i,l~: áreadel estándarde 8-OHdG40 nM inicial y final

- ~ áreadel estándarde 8-OHdG4 nM inicial y final

Los datosde8-OHdGse obtuvieronmultiplicandoel áreade la muestraporel factor

de calibración f(8-OHdG).
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A partir de los estándaresde dO secalculó un factor de calibraciónf(dG):

f(dG) 2OC/(S
1+S~>

siendo:

- S~: áreadel estándarde dO 100 gM inicial y final

Los datosde dO seobtuvieronmultiplicandoel áreade la muestrapor el factor de

calibraciónf(dG).

Finalmente,se calculó la razón8-OHdG/10
5dO mediantela expresión:

8-QHdG/106d0 = 100.C(S—QMdG> /C(dG)

siendo:

- C(8-OHdG): concentraciónde 8-OHdGde la muestra(nM)

C(dG): concentración de dO de la muestra (pM)

13. DETERMINACIÓN DE CREATININA EN ORINA

La concentraciónde productosde peroxidación lipídica en orina se refirió a la

concentraciónde creatininacon el fin de eliminar las variacionesdebidasa cambiosen el

volumende orínaexcretada.

La creatininase determinóen las muestrasde orina diluida despuésde aplicar la

reacciónde Jaffé. Estareacciónconsisteen la formaciónde picrato de creatininaen medio

alcalino, formándoseuna sustanciade color ámbarcuantificableespectrofotométricamente.

Las muestrasde orina se centrifugarona 3.615 x g durante 10 mm a 40C. Los

sobrenadantesserecogierony semantuvieronen frío.

Con anterioridadal momento del ensayoexperimentalse preparóuna solución de
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ácidopícrico 1 mM y NaOH 1,6 M mezclandoal 50% cadareactivo.

Las muestrasde orinasediluyeron(1:49; y/y) con aguadestilada.Setornaron0,5 ml

de muestray seañadió 1 ml de la solución de ácidopícrico y NaOH, se mezclaronbien y

se incubarondurante20 mm a 250C. Tambiénse preparóun blancocon 0,5 ml de agua

destiladay un estándarcon 0,5 ml de creatininaa una concentraciónde 2 mg/lOO ml.

Al finalizar la incubación, se midió la absorbanciade las muestrasy del estándar

frenteal blancoa 520 nm.

La concentraciónde creatininase obtuvo aplicandola siguienteexpresión:

Crea tinina (mg/lOO mi> = C
6 .A/A0.f

siendo:

- C0: concentración del estándar (2 mg/lOO mí)

- A: absorbancia de la muestra

- A6: absorbancia del estándar

- f: factor de dilución de la muestra(50)

14. VALORACIÓN DE PROTEÍNAS

Parala valoraciónde proteínassesiguió la técnicacolorimétricadescritapor Lowry

et al. (1951). La técnicasebasaen la reaccióndel reactivode Folin (fosfomolibdotúngstico)

con los gruposfenólicos de la tirosina, aminoácidoque se encuentraa intervalos regulares

de muchasproteínas,dandolugara la formaciónde compuestoshemiquinónicoscoloreados.

La intensidadde color es directamenteproporcionala la concentraciónde proteína.

Previamentelas proteínasse desnaturalizande forma que todos los restosde tirosina

quedanexpuestosal medioacuoso.Paraello esnecesariala presenciade iones cobre que se

unen a las proteínasformandoun complejoCu-proteínaque dejaaccesibleslas tirosinasal

reactivode Folin. Estecomplejoreduceal reactivode Folin dandoun compuestocoloreado,

cuya intensidadsedetectapor colorimetría.
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Se utilizaron los siguientesreactivos:

- reactivo A: Na2CO3al 2% en NaOI-I 0,1 N

reactivoB: CuSO4.4H20al 1%

- reactivoC: C4H4KNaO6.4H20(tartrato Na-K) al 2%

Una vez preperadaslas muestrascomo se ha explicado en el apartado4.A., se

tomaron0,05 ml de muestraa los que seañadieron0,95 ml deaguadestilada.En el casode

los blancosseutilizó 1 ml de aguadestilada.

Se mezclaron100 partesdel reactivo A, 1 partedel reactivo B y 1 partedel C

añadiéndosea cadatubo 5 ml de estamezcla.Seguidamente,los tubossemantuvieronen un

baño deaguaa 30
0C con agitacióndurante15 minutos.

A continuación,se añadieron0,5 ml por tubo de reactivoFolin-Ciocalteaual 50% y

seincubarona la mismatemperaturay tambiéncon agitacióndurante30 minutos.La lectura

colorimétricaserealizóa 546 nm.

La curva patrónde proteínasseconstruyóa partir de una solución patróncon una

concentraciónde 8 mg/ml de albúmina bovina en aguadestilada, y a partir de ésta las

distintasdiluciones.La seriedeconcentracionesfue desde0,4 hasta0,038 mg albúmina/0,05

mí, obteniéndoseuna rectade regresióncon unoscoeficientesa y b que se utilizaron para

el cálculo de la concentraciónde proteínasde las muestras,mediantela siguienteexpresión:

Proteína (mg/mg tejido) - DO—a 1000/x
b 170

siendo:

- DO: absorbanciaa 546 nm

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficientede regresión

- V
01: volumen de muestra(50 ¡tI)

- x: mg dc tejido por cadaml de tampónempleadoen la homogeneización
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15. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE FÓSFORO

Unavezrealizadala extracciónde los lípidos totalessegúnsedescribeen el apartado

7.A., se llevó a cabola determinaciónde la concentraciónde fósforo medianteel métodode

Bartlett (1959) utilizandoácidoperclóricoal 72% en lugar de H,504 y H202 paradigerir las

muestras.

Se tomaron5 ¡tI de la soluciónde lípidos totalesde hígadoy 10 ¡tI en el casodel

plasma.Todas las muestrassedeterminaronpor duplicado. Las muestrasfueron digeridas

con 400 ¡tI de HCIO4 al 72% y calentadasa 180
0C durante2 h.

A continuación,las muestrasfueron enfriadasen un bañode aguadurante15 mm

aproximadamentey seañadieron4,2 ml de aguadestiladaa cadatubo.

Seguidamentese añadieron0,2 ml de molibdato amónico al 5% y 0,2 ml de una

soluciónde amidol (dihidroclorurode 2,4-diaminofenol)al 1% y sulfito monosódicoal 20%

previamentefiltrada y preparadaen el día. Las muestrasfueron agitadasen el vórtex y

calentadasen aguahirviendodurante15 mm.

Finalmente,las muestrasfueron enfriadasy semidió la absorbanciaa 830 nm en un

espectrofotómetroJASCOUbest-35.

Se realizóuna curvade calibraciónutilizando una soluciónestándarde fosfolípidos

apartirde KH
2PO4aunaconcentraciónfinal en equivalentesde fosfolípidos (PL) de 6 ¡tg/¡xl.

La serie de concentracionesfue desde60 hasta240 ¡tg PL/tubo. También se preparóun

blancoen ausenciade estándar.

El cálculo de la concentraciónde fósforo en los lípidos totales de las muestrasde

hígadoy plasmase realizómediantela siguienteexpresion:

DO-a V~/xFósforo (p.g/g tejido o ml plasma> ~ ~. 25
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siendo:

DO: absorbanciaa 830 nm

- a: ordenadaen el origen

- b: coeficientede regresión

Vm: volumen de muestra (5 ¡tI; 10 ¡tI)

Vr: volumen de resuspensión (200 ¡tI; 100 ¡tí)

x: g de tejido ó ml de plasma
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IV. MÉTODOS ESTADÍSTICOS

1. CARACTERíSTICAS MUESTRALES

Los datosseanalizaronestadísticamenteobteniéndosede cadagrupo:

- mediaaritmética(~)
- desviacióntípica de la muestra(s)

- error típico o estándarde la media(e)

Todos los resultadosque se muestranen estetrabajoestánexpresadoscomo media

aritmética + error estándar.

2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS

Para el análisis de los datos obtenidos se realizaron los siguientes tratamientos

estadísticos.

A. Test t de Student

Los resultadosobtenidosen cobayascontroles y tratadoscon AT se compararon

utilizando el test t de Studenty seseleccionóun nivel de p<O,O5como el punto de mínima

diferenciasignificativa.

B. Análisis de la varianza

Se utilizó el análisisde la varianza(ANOVA) de una vía para cl análisis del efecto

del tratamientosobrelos parámetrosvaloradosen hígadoy corazónde cobayay en la orina

humana.También se utilizó para analizar la variación del peso corporal, la ingestade

alimento y la peroxidaciónlipídica in vitro en función del tiempo de tratamiento,dentrode

cadagrupoexperimental.
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En el experimentode suplementacióncon vitaminas en ratas ODS, se analizó

medianteANOVA de unavía el efectode los diferentesnivelesde vitaminaC en cadanivel

de vitamina~Ey de vitamina E en cadanivel de vitaminaC sobrelos parámetrosestudiados.

Mediante ANOVA de dos vías se estudió la posible interacción entre la

suplementacióncon vitaminaC y el tratamientocon AT, asícomoentrela suplementación

con vitaminasy los valoresde peroxidaciónlipídica in vitro en función del tiempo de

incubación.Tambiénseestudióla interacciónentrela suplementacióncon vitaminasC y E

y los valoresde TBA en funcióndel tiempo de suplementaciónen la orina humana.

En todos los casosseseleccionóun nivel de p<O,O5como el punto de significación

estadísticamínima en cadacomparación.

U. Teade Fisherde mínimadiferenciasi2nificativa

El testde Fisher demínimadiferenciasignificativa (LSD) se aplicóaposteriori, afin

de precisarlas diferenciasentreparesde grupos, en los casosen que el ANOVA previo

resultósignificativo.

D. Tea de Bartlett

Estetest seutilizó paraestudiarla igualdad de varíanzasentregrupos.

En el experimentode suplementacióncon vitaminasC y E en ratasODS serealizó

una trasformaciónLogarítmica de los datos cuando las varianzaseran significativamente

diferentes.



RESULTADOS
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON ÁCIDO ASCORBICO

EN LA DIETA EN EL HÍGADO Y EL CORAZÓN DE COBAYA.

En esteestudiolos cobayasfueron suplementadoscon 33 (C BAJA), 660 (C MEDIA)

ó 13.200(C ALTA) mg vitamina C/kg dieta, y con 15 mg vitamina E/kg dieta, durante 5

semanas.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

Tras la primera semanade suplementacióncon diferentes cantidadesde vitamina C

en la dieta, no sedetectarondiferencias en el pesocorporal ni en la ingestadealimentoentre

los tres grupos de animales. Sin embargo,al finalizar el período experimental,el peso

corporalresultósignificativamentemayor (25-31%)en el grupoC MEDIA que en los otros

dosgrupos(tabla 1).

El grupoC BAJA presentóuna ingestasignificativamentemenorque la de los otros

dosgruposen la quinta semana(tabla2>, y fue e] únicogrupoexperimentalque no aumentó

significativamentesu pesodurantelas cinco semanasde tratamiento.

2. IIIGADO

A. Acido ascórbicoy oc-toeoferol

El contenidohepáticode vitamina C aumentósignificativamentedel grupo C BAJA

a los gruposC MEDíA y C ALTA (p<O,OOl; figura lay tabla 3).

No seencontrarondiferenciasen los niveles de vitamina E entre los tres gruposde

animales(figura lb y tabla 3).



Tabla 1. Pesocorporalde cobayassuplementadoscontrescantidadesdiferentesde vitamina
C en la dieta durante 5 semanas.

PESO CORPORAL (g)

SEMANA 1

C BAJA C MEDIA C ALTA

265,4 ± 6,5 (13) 252,3 ± 9,5 (7) 253,9 ± 8,5 (13)

*

SEMANA 5 282,3 + 19 5 (11) ** 369,0 ±21,5 (8) ** 294 2 + 15,4 (13)

Los resultados se expresan como la media ±el error estándar. El número de animales de
cadagrupoapareceentreparéntesis.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos
indicandiferenciassignificativasentreesosdosgrupos; los asteriscossituadosverticalmente
indicandiferenciasrespectoal tiempo de tratamiento;*p<O,OS; **p<OOl y ***pcO,0(,J1.



Tabla 2. Ingestadiaria de alimentode cobayassuplementadoscontrescantidadesdiferentes
de vitamina C en la dietadurante5 semanas.

INGESTA DE ALIMENTO (g/cobaya.día)

SEMANA 1

C BAJA C MEDIA C ALTA

16,4 ±0,8 (13) 17,5 ±2,1 (7> 17,3 ±1,1 (13)

SEMANA 5 33,6 ±0,8 (11) ** 44,8 ±1,8 (8) 43 9 + 3 2 (13)

Los resultadosse expresancomo la media±el errorestándar.El númerode animalesde
cadagrupoapareceentreparéntesis.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superíndicesrepresentan
diferencias respecto al grupo C BAJA; los asteriscossituados verticalmente indican
diferenciasrespectoal tiempo de tratamiento;**p<0,01 y ***p<0 001



Tabla 3. Vitamina C, vitaminaEy razónGSH/GSSGen el hígadodecobayassuplementados

con tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dietadurante5 semanas.

HÍGADO

VITAMINA C

C BAJA C MEDIA C ALTA

0,034 + 0 021 (6) ‘“~“‘ 1,63 + 0 38 (8) 1,99 ±0,17 (7S

VITAMINAE 170+55(6) 157+17(8) 168+20(7)

GSH/GSSG 11,2 ±1,6 (6) 15,7 ±2,6 (8) 14,4 j 1,1 (7)

Los resultadosseexpresancomola media±el errorestándar.VitaminaC (ymoles/gtejido)
y vitamina E (¡tg/g tejido). El númerode animalesde cadagrupoapareceentreparéntesis.
Los asteriscossituados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas
entreesosdos grupos; los superíndicesrepresentandiferenciasrespectoal grupo C BAJA;
***p.c0,OOl.
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B. Razón GSH/GSSG

La razón GSH/GSSG no se modificó de manera significativa en los tres grupos

estudiados,aunqueel grupo C BAJA presentónivelesmenores(figura 2a y tabla 3).

U. MDA libre

El contenidoen MDA libre, medidodirectamentepor HPLC, resultó másalto en el

grupo C BAJA que en los gruposC MEDIA y C ALTA (p<O,O5; figura 2b y tabla4).

D. Daño oxidativo aproteínas

Los niveles de carbonilosproteicosaumentaronsignificativamente(p <0.05) en el

grupo C BAJA respectoa los grupos C MEDIA y C ALTA (figura 3a y tabla4).

E. Daño oxidativoal ADN

La razón 8-OHdG/105dG no mostródiferenciassignificativasentre los tres grupos

de cobayas(figura 3b y tabla 4).

F. Peroxidaciónlinídica (TBARS

)

Los niveles endógenosde productosde peroxidaciónlipídica (TBARS a O mm) no

mostrarondiferenciassignificativas entrelos tres grupos experimentales.

La incubaciónin vitro de los sobrenadanteshepáticosconascorbato-Fe2~incrementó

la peroxidaciónlipídica (TBARS) en los tresgruposde animales.Sin embargo,los valores

de TBA resultaronsignificativamentemayoresen el grupo C BAJA que en los otros dos

grupos(p<O,OS; figura 4 y tabla 5).
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Tabla 4. Malondialdehído (MDA) libre (HPLC), carbonilos proteicos y 8-OHdG,
estimadoresdel dato oxidativo a lípidos, proteínas y ADN, en el hígado de cobayas
suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina C en la dietadurante5 semanas.

¡LIGADO

MDA LIBRE

CBAJA CMiEDIA CALTA

6,66 ±2,26 (6) * 1,83 ±0,62 (8) 2,29±0,96(7~

CARBONILOS 9,09 ±1,29 (5) * 4,76+ 116 (8) 3 33 + 1 59 (7)*

8-OHdG/105 dG 1 89 + 0,13 (6) 1,94 + 0 28 (8) 1,93 ±0,25 (7)

Los resultadosse expresancomo la media + el error estándar.MDA (nmoles/g tejido) y
carbonilosproteicos(nmoles/mgproteína). El númerode animales de cadagrupo aparece
entreparéntesis.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredosgrupos indicandiferencias
significativas entreesosdos grupos; los superíndicesrepresentandiferenciasrespectoal
grupo C BAJA; *p~c005
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Figura 3. Contenido en carbonilos proteicos (a) y 8-OHdG (b) en el hígado de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p <0,05.
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Tabla 5. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)in vitro en el hígadode cobayas

suplementadoscontres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.

HÍGADO

TBA (nmolesMiDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA C MEDIA C ALTA

Omm 115,3 ± 24,9(6) 82,6 ±10,2 (8) 103,5 + 9 5 (7)

30 mm 246,3 ±122,4 (6) 124 8 + 48,5 (8) 129,2 ±24,0 (7)

60 mm 432,7 ±166,3 (6) 184,0 ±81,6 (8) 156,7 ±21,1 (7)

90 mm 650 3 + 248,5 (6)b* * 203,1 ±95,4 (8) 266,0 ±78,6 (7)tb0*

Los resultadosse expresancomola media + el error estándar.El númerode datos de cada
grupo apareceentreparéntesis.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos
indican diferenciassignificativasentre esosdos grupos; los superíndicesrepresentan:a:
diferenciasrespectoal grupo C BAJA; b: diferenciasrespectoa tiempoO mm; c: diferencias
respectoa tiempo 30 mm; *p<0,05 y **p<001
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G. Composiciónen ácidossrasos

En la fracción de fosfatidiletanolamina la relación de los ácidos grasos

insaturados/saturadosaumentósignificativamenteen el grupoC MEDIA respectoa los otros

dos grupos(figura Sa y tabla 6). Esto fue debidoprincipalmente,tanto en el grupo C BAJA

como en el C ALTA, a un notableincrementoen 18:0 y unadesaparicióntotal de 18:1. En

los grupos C BAJA y C ALTA tambiéndisminuyó16:1. Seencontraronvaloresmás altos

de 22:5 en el grupo C BAJA que en los otros dos grupos.

El índice de insaturación,unaestimacióndel número total de doblesenlacesen los

ácidosgrasospoliinsaturados,disminuyósignificativamentedel grupoC MEDIA al C ALTA

(figura Sb). El perfil de ácidosgrasosde los gruposC BAJA y C ALTA resultócasi idéntico

(incluyendo los índicesde insaturación)exceptoen el casodel valor de 22:5, másbajo en

el grupoC ALTA.

Los cambiosen la fracción de fosfatidiieolina fueron cuantitativamentemenoreso

presentaronuna menorsignificaciónestadísticaque los encontradosen las demásfracciones

de lípidos de membrana(tabla 7). En el grupo C BAJA, 16:1, 18:1 y la relación

insaturados/saturados(figura áa)disminuyerony 22:5 aumentórespectoal grupoC MEDIA.

En el grupo C ALTA, 16:0 y 18:1 disminuyerony 20:4 y 22:6 aumentaronen

relación al grupo C MEDIA, aunque no se encontraron cambios en los índices de

insaturación(figura 6W. El grupo C ALTA mostrónive]es menoresde 16:0 y mayoresde

22:6 que el grupo C BAJA.

En la fracción de lisofosfatidilcolina, se observaronincrementossignificativos en

18:0 y unadesaparicióntotal de 18:1 en los gruposC BAJA y CALTA. En estecaso,16:1

tambiéndesapareciócompletamenteen estos dos grupos. Como consecuencia,la relación

insaturados/saturadosy el índice de insaturación(figura 7 y tabla 8) descendieronen los

grupos C BAJA y C ALTA respectoal grupo C MEDIA. Se observóun aumentode 18:2

del grupo C MEDIA al grupoC ALTA. En estafracción lipídica, 16:0 fue menory los dos

indices de insaturacióny 18:2 resultaronmayoresen el grupo C ALTA que en el grupo C

BAJA (tabla 8).



Tabla 6. Composiciónen ácidos grasosde la fracciónde fosfatidiletanolaminade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta
durante5 semanas.

HGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

6,44 ±1,58

0,87±0,35

4455 + 1,09

0,00±0,00

26,62 ±2,04

17,92 ±2,94

2 13 + 0,66

1,56 ±0,40

7,78 71: 1,06

* 1,38 ±0,30

** 37,62 ±4,19

*** 5,03 ±0,78

28,34 + 1 74

16,58 ±2,00

0,85 ±0,25

1,39 ±0,26

6,57 ±0,96

* 1,03 ±0,32

** 44,05 ±2,22

0.00±0,00

28 41 + 2,88

17,61 + 2 11

0 66 + 008

1,37 ±0,43

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

0,96 ±0,03

2 86 + 0,23

** 1,18 ±0,12

3,15 ±0,37

0,97±0,04
* 2,76±0,17

Los resultadosseexpresancomola media±el errorestándarde 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Ácidos grasos (mol %); insaturados/saturados(INSAT/SAT):
relaciónentreLmol % ácidosgrasosinsaturadosy Smol% ácidosgrasossaturados;índicede
insaturación(ÍNDICE INSAT): relación(Smol% ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
doblesenlacesde cadaácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas entre
esos dos grupos; los superíndicesrepresentandiferencias respectoal grupo C BAJA;
*pr<o OS; **pr<OO] y ***pc<o 001.

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2

20:4

22:5

22:6
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Figura 5. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
insaturación(b) en la fracción de fosfatidiletanolaminade los lípidos hepáticosde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<045; **p<001 y ~~~p<O001
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Tabla 7. Composiciónen ácidos grasosde la fracción de fosfatidilcolínade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscontres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

0,32 ±0,10

18 54 + 0,87

0,67±0,14

28,68 ±0,87

900 + 1,40

36,55 ±2,11

034 + 0,13

0,35 ±0,12

0 31 + 0,07

4,14 ±0,90

040 + 0,14

0,30±0,06

0,24 ±0,04

18,02 + 118
* 0,95+020

28,18 ±1,06
* 10,81 ±1,17

36,92 ±1,95

0,35 ±0,10

0,29 + 0 06

0,32 + 0 07

3,69 ±0,54

** 0,22 ±0,04

0,32 ±0,07

0,34±0,08
* 16,52 ±1,22

0,86±0,21

29,44 ±1,58

*** 7 96 + 0,63

36.82 + 2,12

0 40 + 0,29

0 35 + 0,07

0.24 + 0,06
* 510+1,26

0.33 ±0,10

** 049+0,1f”

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

1,08 ±0,04

2,21 71: 0,12

* 1,15+004

2,28 ±0,11

1,12 ±0,04

2 37 + 0,14

Los resultadosseexpresancomola media±el error estándarde 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol%); insaturados/saturados(INSAT/SAT):
relaciónentreSmol% ácidosgrasosinsaturadosy Smol% ácidosgrasossaturados;índicede
insaturación(ÍNDICE INSAT): relación(Smol% ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlacesde cadaácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superíndices representan diferencias respecto al grupo C BAJA;tp<O,05 **p<001 y ***p<0001~

14:0

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2

18:3

20:2

20:3

20:4

22:5

22:6
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Figura 6. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
insaturación (b) en la fracción de fosfatidilcolina de los lípidos hepáticos de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<005
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Tabla8. Composiciónen ácidos grasosde la fracciónde lisofosfatidilcolinade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaC en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

12,73 ±3,07

0,00±0,00

58,50 ±5,46

0,00±0,00

18,35 ±2,16

1025 + 1,99

10,59 ±1,39

** 1,27+042
** 44,64 ±3,36

** 10,96 ±3,04

21,04 ±3,44

11,78 ±2,26

9,62 ±0,84

** 0,00±0,00

** 55,35 ±2,71
** 000+0,00

* 24,80±1,78**

10,16 ±1,84

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

0,40±0,07

110 + 0,21

** 0,81 ±0,07

** 1,84 ±0,24

** 053+004**

** 1 39 + 0,14*

Los resultadosse expresancomola media±el errorestándarde 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol %); insaturados/saturados(INSAT/SAT):
relaciónentreSmol% ácidosgrasosinsaturadosy Lmol % ácidosgrasossaturados;índice de
insaturación(ÍNDICE INSAT): relación(SmoI% ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlacesde cadaácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentre dos grupos indican diferenciassignificativasentre
esos dos grupos; los superindicesrepresentandiferencias respecto al grupo C BAJA;
*p<005 y **pc<OOl

16:0

16:1

18:0

18:1

18:2

20:4
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Figura 7. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e indice de
insaturación(b) en la fracción de lisofosfatidilcolina de los lípidos hepáticosde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dietadurante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<005 y **p<001~
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En la fracción de esfingomieina,análogamentea lo encontradoen la fracción de

fosfatidiletanolamina,la relación insaturados/saturadostambiéndescendióen los gruposC

BAJA y C ALTA respectoal grupo C MEDIA (figura 8a y tabla 9). Esto fue debido, en

amboscasos, a un incrementosignificativo en 18:0 y una desaparicióntotal de 18:1.

También se observó un aumentosignificativo de 20:4 en los grupos C BAJA y C ALTA

respectoa C MEDIA.

El grupo C ALTA mostróvaloresmásbajosde 16:0 que los otros dosgrupos. Esta

fue la única diferenciaencontradaentre los gruposC BAJA y C ALTA, ya que el restode

los ácidos grasosy los índicesde insaturación(figura 8b) mostraronvalores similaresen

estosdos grupos.

En resumen,en los lípidos de membrana,tantoel déficit comoel excesode vitamina

C produce una pérdida de insaturación centrada fundamentalmenteen la pérdida de

monoinsaturados(18:1 especialmente)compensada,sólo en parte,por ácidosgrasoscon 4,

5 ó 6 doblesenlaces.

El patrónde ácidos grasosen la fracción de triglicéridos resultó similar en los tres

grupos,exceptoun incrementode 18:0 en los gruposC BAJA y C ALTA respectoal grupo

C MEDIA (tabla 10). En estecaso,no se encontraroncambiosen los índicesde insaturación

(figura 9).



Tabla 9. Composiciónen ácidos grasosde la fracción de esfingomielinade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaC en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

17,64 ±1,23

40,05 ±2,88

0,00±0,00

25,61 ±1,85

14,46 ±1,81

2,16±0,39

17,80 ±2,40

33,96 ±1,88

*** 5,46±0,80

28,81 ±2,99

*** 10,76 ±1,40

3,16±0,99

* 14,63 ±1,75

*** 41 44 + 1,35

0,00±0,00

28.32 + 3,18
* 1281 + 1,54

2.77 + 0,72

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

0,67±0,07

1,83 ±0,22

* 0,82+013

1,95 ±0,34

* 0.70±0,08

1,84 ±0,20

Les resultadosse expresancomola media+ el errorestándarde 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol %); insaturados/saturados(INSAT/SAT):
relaciónentreSmol % ácidosgrasosinsaturadosy Smol % ácidosgrasossaturados;índice de
insaturación(ÍNDICE ]NSAT): relación(Smol % ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlacesde cadaácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentredos gruposindican diferenciassignificativas entre
esos dos grupos; los superíndicesrepresentandiferencias respectoal grupo C BAJA;
*p<0,05; **p<Q,01 y ***p<0,001~

16:0

18:0

18:1

18:2

20:4

22:0
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Figura 8. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados (a) e índice de
insaturación (b) en la fracción de esfingomielina de los lípidos hepáticos de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas:*p <0,05.
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Tabla 10. Composiciónen ácidos grasos de la fracción de triglicéridos de los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaC en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

27,10±2,08

8,09 ±1,87

24,39 ±1,81

38,50 ±1,96

2,04±0,20

28,36 ±2,40
* 5,87+ 154

25,64 ±1,66

37,77 + 3 20

2,60±0,86

27,77 ±1,96
* 7,72+152

24,03 + 0 69

37,62 + 0 93

2,52 + 0 40

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

1,84 ±0,09

3,05 ±0,17

1,95 ±0,30

3,23 + 0 57

1,81 + 007

3,01 + 0 13

Los resultadosseexpresancomola media + el error estándarde 6 (C BAJA). 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol %); insaturados/saturados(INSAT/SAT):
relaciónentre~Dmol% ácidosgrasosinsaturadosy Smol% ácidosgrasossaturados;índicede
insaturación(ÍNDICE INSAT): relación(Smol% ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlacesde cadaácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas entre
esosdos grupos; *p<005

16:0

18:0

18:1

18:2

18:3
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Figura 9. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
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3. CORAZÓN

A. Ácido ascórbicoy a-tocoferol

Los animalesde] grupo C BAJA mostraronuna carenciatota] de vitamina C en el

corazón.Respectoa estetejido, puedenconsiderarseanimalesdeficientesen vitamina C a

pesarde que duranteel períodoexperimentalingirieron 0,5-1 , 1 mg de vitamina C diarios,

cantidad mínima necesariapara evitar el desarrollode escorbutoen cobayas.El contenido

en vitaminaC del corazónaumentósignificativamentedel grupoC BAJA al grupoC MEDIA

y de ésteal grupo C ALTA (figura lOa y tabla 11).

Aunque no se encontrarondiferenciassignificativasen la concentraciónde vitamina

E del corazónentre los tres grupos, se observó una tendenciaa aumentara medida que

aumentabanlos nivelesde vitamina C (figura lOb y tabla 11).

B. Razón GSH/GSSG

No se observarondiferencia significativas en la razón GSH/GSSGentre los tres

gruposde animales(figura lía y tabla 11)

C. MDA libre

Los niveles de MDA libre (HPLC) fueronmenoresen el grupo C BAJA queen los

otros dos grupos (figura lib y tabla 12). No se observarondiferenciassignificativasentre

los grupos C MEDIA y C ALTA.

D. Peroxidaciónlipídica (TBARSi

Les nivelesendógenosde peroxidaciónlipídica (TBARSa O mm) resultaronsimilares

en los tres gruposexperimentales,asícomolos valoresde TBA obtenidostras la incubación

de la muestrasiii vitro con ascorbato-Fe2~<figura 12 y tabla 13).



Tabla 11. Vitamina C, vitamina E y razón GSH/GSSG en el corazón de cobayas

suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.

CORAZÓN

VITAMINA C

C BAJA C MEDIA C’ ALTA

0,0 ±0,0 (4) ** 135,5 ±20,6 (5) ** 264,7 ±38,0 (5)***

VITAMINA E 10,2 ±1,2 (5) 11,1 ±1,0 (7) 11 9 + 1 3 (7)

GSH/GSSG 2,09±0,99(6) 1,26 ±0,33 (8) 1,39 ±0,32 (7)

Los resultadosse expresancomola media±el errorestándar.Vitamina C (nmoles/gtejido)
y vitamina E (¡tg/g tejido). El númerode animalesde cadagrupo apareceentreparéntesis.
Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferencias significativas
entreesosdos grupos; los superíndicesrepresentandiferenciasrespectoal grupo C BAJA;
**p<001 y ~~~p<O%l.
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Figura 10. Concentraciónde ácido ascórbico(a) y cv-tocoferol (b) en el corazónde cobayas
suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
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Figura 11. RazónGSH/GSSG(a) y contenidoen MDA libre (b) en el corazónde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentes de vitamina C en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<0,05.
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Tabla12. Malondialdehído(MDA) libre (HPLC) en el corazónde cobayassuplementados

con tres cantidadesdiferentesde vitaminaC en la dieta durante5 semanas.

CORAZÓN

CBAJA

MDA LIBRE 3,04 dr 0,67 (5)

CMEDIA CALTA

* 6,48 ± 1,11 (7) 5,11 ±1,29 (5)

Los resultadosse expresancomola media±el error estándar.MDA (nmoles/gtej
número de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. El asterisco
horizontalmenteentredos grupos indica diferencias significativas entre esosdos

0,05.

ido). El
situado
grupos;



Tabla 13. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)¡a vitro en el corazónde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.

CORAZÓN

TBA (nmoles MiDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA C MEDIA C ALTA

o mm 58,6 dr 14,2 (5) 51,0 + 11 0(8) 52,1 dr 8,7 (7)

30 mm 51,0 dr 21,7(4) 77,2 + 174 (8) 51 8 + 29,7 (4)

60 mm 61,3 dr 31,1 (4) 74,4 + 224(8) 769 + 36,0 (3)

90 mm 64,5 dr 26,3 (4) 61,7 ±16,2 (8) 50 2 + 27,5 (4)

Los resultadosse expresancomola media+ el error estándar.El númerode datosde cada
grupo apareceentreparéntesis.
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Figura 12. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)¡ti v¡tro en el corazónde cobayas
suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina C en la dieta durante5 semanas.
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II. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

EN LA DIETA Y DEL 3-AMINO-1,2,4-TRIAZOL (AT) EN EL HÍGADO

COBAYA.

Los cobayas tratados con 3-amino-1,2,4-triazol(AT> recibieron una inyección

intraperitonealde AT (1 mg/g peso) 3 horas antesde ser sacrificados.

A. Actividad catalasa

El tratamientocon aminotriazolfue muy efectivo, dando lugara la desaparicióncasi

total (90%) de la catalasahepáticaen los dos gruposC BAJA y C ALTA (figura 13 y tabla

14).

B. Acido ascórbico y a-tocoferol

La concentracióndeascorbatoen el hígadoaumentósignificativamenteen los grupos

C ALTA y C ALTA +AT (pczO,001; figura 14a y tabla 14).

No se observarondiferencias en el nivel de vitamina E entre los cuatro grupos

estudiados(figura 14b y tabla 14).

C. Razón GSH/GSSG

La razónGSH/GSSGaumentósignificativamenteen el grupoC ALTA +AT respecto

al los gruposC ALTA y C BAJA +AT (figura iSa y tabla 14).

D. MDA libre

La suplementaciónconvitaminaC disminuyósignificativamentelos nivelesde MDA

libre (HPLC); el descensofue del 66-78% en los grupos C ALTA y C ALTA +AT

DE

(p<0,01; figura 15b y tabla 15).



c
i

—
o

+1-1-1
¡

‘ci-
Ú

~
so

-~
‘.0

‘.0
’—

Ú
fi

r-Z
O

+
1

-lA
fn

‘:t•

fi
O

r—
o

u
>

>

e
‘—

‘
0

)0buo
[I~

t

31
0

.~

-~
~

0
)

u
,,.’—

.—
,

c~

0
u

,c
j,0

)

u
,

o)
‘Z

-—
o

c

0
~

~
oO
~~

1—
0

)
b

L
O

cd
C

-
O

a
~

~
bLJ

~
o

*

>~
50)

~
E—

u
,l-o

ee
‘ti

tfl

0
0

C
l

-Hln

tn
tn

~
-

s~,
o

o~
o

-

—
o

Q
N

Lfl
o

c
0

0
ri

***

E
-

+E
-

•<E
-+

tno
c

-H~
1

-
oc

Q
N

-H‘.0

tfi*

r—
r—

‘—
,

s~,
o

—
fi

—

-H
-H

QN
Ú

s
ttn

Ir

\~
,

~
-,

QN
QN

o
o

-lA
-lAfi

—
—

o-lAQNQN

o

u
,

0)e0
)

1-0)‘ti
0)ecdoeOors,

oe0
)

E0
)

0
~

u
,

u
,

cdcd
-coo->0

)

O
.

0)zN
~

•cd
0

)’—

0
4

cii

z
o

cii
C

D
Ecd

‘O
o’-)

N

ou
,

~
nO
cde

scd

31
u

,

cd

c
d

’~

cd
t

0
:6

‘oc
tC

t
~

0

0
)

<
c
e

-e

rs

***

‘.0
‘.0

‘—
s~-

Q
~

‘.0

—
A

R
A

R
O

fiCD‘ti
(J

i
ocii
o



HíGADO

1.000

800 -

600 -

400 -

200

0~

CATALASA (pmoles H2O2fm¡nmg proteína>

-1-

Lic BAJA ~c BAJA +AT Lic ALTA ALTA +AT

Figura 13. Actividad catalasaen el hígado de cobayassuplementadoscon diferentes
cantidadesde vitaminaC en la dietadurante5 semanasy tratadoscon 3-amino-1,2,4-triazol
(AT). Los asteriscosindican diferencias entre los grupos control y tratados con AT;
***p<

0,oo1-
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Figura 14. Concentraciónde ácido ascórbico(a) y a-tocoferol (b) en el hígadode cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitamina C en la dieta durante5 semanasy
tratadoscon3-amino-1 ,2,4-triazol(AT). Losasteriscosindicandiferenciassignificativasentre
gruposcon diferentescantidadesde vitamina C en la dieta; ***p<0,OOL
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Figura15. RazónGSH/GSSG(a> y concentraciónde MDA libre (b) en el hígadode cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitamina C en la dieta durante5 semanasy
tratadoscon 3-amino-],2,4-triazol (AT). Los asteriscosindican (a): diferenciassignificativas
con los grupos C BAJA +AT y C ALTA; (b): diferencias entre grupos con diferentes
cantidadesde vitamina C en la dieta; *p<(905 y ~~p<OOI
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E. Daño oxidativo a proteínas

Los carbonilosproteicostambiéndisminuyeronsignificativamente(57-22%) en los

gruposC ALTA y C ALTA +AT (p<0,05; figura 16 y tabla 15).

F. Peroxidación linídica (TBARS

)

El nivel de peroxidaciónlipidica endógena(TBARS a O mm> no mostródiferencias

significativas entrelos gruposexperimentales.La incubacióncon ascorbato-Fe2~(TBA ¡ti

v¡tro) aumentó los productosde peroxidación lipídica en los cuatro grupos, resultando

significativamentemayoreslos nivelesencontradosen el grupoC BAJA que en el C ALTA

a los 90 mm de incubación(figura 17 y tabla 16).
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Figura16. Concentracióncarbonilosproteicasen el hígadode cobayassuplementadoscon
diferentescantidadesde vitamina C en la dieta durante5 semanasy tratadoscon 3-amino-
1,2,4-triazol (AT). Los asteriscos indican diferencias significativas entre grupos con
diferentescantidadesde vitamina C en la dieta; *p<005
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Figura 17. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)in v¡tro en el hígadode cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitamina C en la dieta durante 5 semanasy
tratadoscon 3-amino-1,2,4--triazol(AT). Diferenciassignificativas: *p<005
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III. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUIPLEMENTACIÓN CON a-TOCOFEROL EN

LA DIETA EN EL HÍGADO Y EL CORAZÓN DE COBAYA.

En este estudio los cobayasfueron suplementadoscon <15 (E BAJA), 150 (E

MEDiA> 6 1.500 (C ALTA> mg vitamina E/kg dieta, y con 660 mg vitamina C/kg dieta,

durante5 semanas.

1. PESOCORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

El pesocorporal medio de los animales,que aumentósignificativamenteduranteel

periodoexperimental,fue similar en los tres gruposa 1, 3 ó 5 semanasde tratamiento(tabla

17).

La ingestadiaria de alimento aumentódesdela primerahastala quinta semanade

tratamiento,y tampocomostró diferencias entre los grupos experimentalesa 1, 3 ó 5

semanasde tratamiento(tabla 18).

2. mGÁDO

A. Ácido ascórbico y a-tocoferol

Trascinco semanasde tratamientocondiferentescantidadesde vitaminaEen la dieta,

los animalesde los tres grupos experimentalesmostraronniveles hepáticosde vitamina E

claramentediferentes(figura IBa y tabla 19). El aumentode] contenidoen vitaminaE en la

dieta del grupo E BAJA al E MEDIA dió lugar a un incrementodel 125% en los niveles

hepáticosde vitamina E. Sealcanzóun incrementoen el contenidode vitamina E del 200%

entreel grupo E MEDIA y el E ALTA.

La concentraciónde vitaminaE encontradaen el hígadodel grupoE BAJA (11,9~g/g

tejido) indica que estos animalesno son deficientesen vitamina E.

A pesarde la grandiferenciaen la concentraciónhepáticade vitaminaEentrelos tres

grupos,el contenidoen vitamina C del hígadono resultóafectado(figura 18b y tabla 19).



Tabia17. Pesocorporalde cobayassuplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina
E en la dietadurante5 semanas.

PESO CORPORAL (g)

E BAJA E MEDIA E ALTA

SEMANA 1

SEMANA 3

SEMANA 5

400,7+ 89

543,8±I0,3’

251,5 ± 3,3

411 8 + 130

575 0 + 27 4***

252 4 + 5,0

402 6 + 7,0

553_9 + 13,~

Los resultadosse expresancomo la media dr el error estándarde sieteanimalespor grupo.
Los asteriscossituadosverticalmenteindican diferenciassignificativasrespectoal tiempo de
tratamiento; los superíndicesrepresentandiferencias respecto a la primera semana;
***p<0,00l-



Tabla18. Ingestadiariade alimentode cobayassuplementadoscon trescantidadesdiferentes
de vitamina E en la dieta durante5 semanas.

INGESTA DE ALIMENTO (g/cobaya.día)

E BAJA E MEDIA E ALTA

SEMANA 1

SEMANA 3

39,1 dr 4,3 (7)

31,2 dr 2,8 (7)

33,0 dr 0,8 (7)

34,5 dr 2,3 (7)

31,9±0,5 (7)

33,6 dr 1,5 (6)
**

SEMANA 5 45,2 dr 2,3 (7) 50,4 dr 3,9 (77’~ 53 3 + 3 7 (7)***

Los resultadosse expresancomo la media±el error estándar.El númerode animalesde
cadagrupoapareceentreparéntesis.Los asteriscossituadosverticalmenteindicandiferencias
significativas respectoal tiempo de tratamiento;los superíndicesrepresentandiferencias
respectoa la primerasemana;**p<OOI y ***p<o~yJ1.



Tabla 19. Vitamina C, vitamina E y razón GSH/GSSG en el hígado de cobayas

suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.

¡LIGADO

VITAMINA C

E BAJA EMEDIA E ALTA

1,35 + 0 18(5) 113 + 0,10 (7) 1,16 dr 0,15 (6)

VITAMINA E 11,9 dr 1,9 (7) * 27,2 dr 3,2 (6) *** 804 + 5,6 (7f

GSH/GSSG 47.4 dr 7,4 (6) 49,1 dr 11,6 (5) 395 + 2,2 (5)

Les resultadosseexpresancomola media + el errorestándar.VitaminaC (p¿moles/gtejido)
y vitamina E (Mg/g tejido). El númerode animalesde cadagrupo apareceentreparéntesis.
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Figura 18. Concentraciónhepáticade a-tocoferol (a) y ácido ascórbico(b) en cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<005 y ***pKO%1
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B. Razón GSII/GSSG

No se observaroncambios significativos en la razón GSH/GSSGen función del

contenidohepáticoen vitamina E (figura 19a y tabla 19).

C. MDA libre

Los nivelesde MDA libre (HPLC) resultaronsimilaresen los tresgruposdeanima]es

(figura 19b y tabla 20), aunquese observóuna tendenciaa mostrarvaloresmásbajosen el

grupo E ALTA.

D. Daño oxidativo a uroternas

La concentraciónde carbonilosproteicosen el hígadomostróvaloressimilaresen los

tres grupos de cobayas,aunque se observó una tendenciano significativa al descenso

conformeaumentabanlos nivelesde vitamina E (figura 20a y tabla 20).

E. Daño oxidativo al ADN

No seencontrarondiferenciassignificativasen la razón8-OHdG/105dO en función

del contenidoen a-tocoferol hepático, aunquetambién se apreció en este parámetrouna

tendenciaal descensoa medidaque aumentabael contenidohepáticode vitamina E (figura

20b y tabla 20).

F. Peroxidación linídica (TRARS

)

De acuerdocon la ausenciade diferenciassignificativasobservadaen los nivelesde

MDA libre, no seencontrarondiferenciasen la peroxidaciónlipídica (TBARS a tiempo O

mm> entrelos tresgruposde cobayascon diferenteconcentraciónhepática(le vitamina E.

La incubación en presencia de ascorbato-Fe2~aumentó significativamente la

producción de productos de peroxidaciónlipidica en los tres grupos de animales. Este

aumentofue significativamentemayor en el grupo E BAJA que en los otros dos grupos
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Figura 19. Razón GSH/GSSG(a) y contenidoen MDA libre (b) en el hígado de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
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Tabla 20. Malondialdehído (MDA) libre (HPLC), carbonilos proteicos y 8-OHdG,
estimadoresdel daño oxidativo a lípidos, proteínas y ADN, en el hígado de cobayas
suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.

HÍGADO

MDALIBRE

E BAJA E MEDIA E ALTA

5,95 + 1 54 (7) 5,83 + 115 (7) 3,81 dr 0,59 (6)

CARBONILOS 4,94 + 118 (7) 4,76 dr 1,29 (7> 3 96 + 1,01 (7)

8-OHdG/105dO 2,85 + 0 26 (7) 2,74 ±0,25 (7) 2 61 + 0,35 (7)

Los resultadosse expresancomo la media
carbonilosproteicos(nmoles/mgproteína)-
entreparéntesis.

+ el error estándar.MDA (nmoles/gtejido) y
El númerode animalesde cadagrupo aparece
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Figura20. Contenidoen carbonilosproteicos (a) y 8-01-MG (b) en el hígado de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
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experimentales(figura 21 y tabla 21). Como consecuencia,los niveles de TBARS a 22 h

fueronmenoresen los gruposE MEDIA y E ALTA que en el E BAJA. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos E MEDIA y E ALTA a ningún tiempo de

incubación.

G. Composiciónen ácidosgrasos

En la fracción de fosfatidiletanolaminalos principales cambios significativos se

observaronentre los grupos E MEDIA y E ALTA. En el grupo E ALTA se observóun

descensoen la relacióninsaturados/saturadosy en el índicede insaturaciónrespectoal grupo

E MEDIA (figura 22 y tabla22). Esto fue debidoprincipalmentea descensossignificativos

de los ácidos linolénico (18:3), araquidónico(20:4), PUFA n-6 y PUFA n-3 y a un

incrementosignificativo en 16:0 (tabla22).

El grupo E BAJA, igual que el E ALTA, mostróun descensoen PUFA n-6 respecto

a E MEDIA y no sedetectaroncambiossignificativos en ningún ácido grasoen particular

(tabla 22). Los dos índices de doblesenlacesdescendierontambiénen el grupo E BAJA,

aunqueestedescensono alcanzóla significaciónestadística(figura 22).

La fracción de fosfaticlilcolina mostró cambios significativos de características

similaresa los observadosen el casode la fosfatidiletanolamina(tabla 23). Los principales

cambiosobservadosocurrieronde nuevoen el grupo E ALTA. Los PUFA n-3, la relación

insaturados/saturados(figura 23a), el índicede insaturación(figura 23b) y el ácidolinolénico

(18:3) disminuyerony 12:0 aumentóen el grupo E ALTA respectoal grupo E MEDIA. El

ácido20:2 descendiódel grupoE MEDIA al grupo E BAJA. De nuevolos valoresmásaltos

de los índicesde insaturaciónse dieron en el grupo E MEDIA (figura 23).

Los cambios más significativos y cuantitativamentemayoresse observaronen la

fracciónde lisofosfatidilcolina,en la cual lasalteracionessiguieronel mismopatrónque en

el restode las fraccionesde fosfolípidos de membrana(tabla 24).

El grupo E ALTA mostró descensossignificativos en PUFA n-6, la relación

insaturados/saturados(figura 24a), el índice de insaturación (figura 24b) y el ácido



Tabla21. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)in vitro en e] hígadode cobayas

suplementadoscontres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.

HÍGADO

TBA (nmoíesMDA/g tejido>

TIEMPO E BAJA E MEDIA E ALTA

Omm 87,8 dr 6,7(7) 853 +4,4(7) 764+ 7,4(7)

90 mm ioi,s dr 63,8 (7) 971 + 3,2(7) 866+ 6,3(7)

180 mm 214,3 dr 101,8 (7) 108 4 + 59 (7)b** 97,6 dr 10,7 (6)

22 b 176,7 dr 79,5 (7) * 90 2 + 8,9 (7) 73,9 dr 5,5 (7)5

Los resultadosse expresancomola media ±el error estándar.El númerode animalesde
cadagrupoapareceentreparéntesis.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredosgrupos
indican diferenciassignificativas entreesos dos grupos; los superíndicesrepresentan:a:
diferenciasrespectoal grupoE BAJA; b: diferenciasrespectoa tiempoO mm: c: diferencias
respectoa tiempo 90 mm; *p<005 y **p<oQI
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Figura21. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTEA positivas) iii vitro en el hígadode cobayas
suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
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Tabla 22. Composiciónen ácidosgrasosde la fraccióndefosfatidiletanolaminade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

E BAJA E MEDIA E ALTA

7,99 ±0,52

1,02 dr 0,05

36 93 + 1,59

5 93 + 0,58

30,08 dr 2,23

2 19 + 0,81

0 37 + 0,03

13,05 dr 1,13

1 05 + 0,12

0 88 + 0,10

44,92 dr 1,32

45,70 dr 1,70

4 13 + 0,91

7,64 dr 0,34

1,03 dr 0,17

36,08 ±1,79

5,27 ±0,58

31,04 dr 1,06

2,93 dr 0,67

0,41 dr 0,08

13,35 ±1,20

0,99 dr 0,14

0,93 dr 0,18

43,73 dr 1,55
* 47,74 dr 1,61

4,85 dr 0,61

* 8,81 ±1,01

1,08 dr 0,26

3699 + 1,52

5,48 ±0,70

32,16 dr 1,72
* 178+0,86

0 44 + 0,22
* 11,39 ±2,13

0,95 dr 0,14

0 89 ±0,16

45,80 dr 2,31
* 4578+1,63

* 363+0,92

MUFA

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

6,95 dr 0,60

1 2] + 0,06

3,06 ±1,19

6,31 dr 0,55

1,28 ±0,08

3,26 dr 0,24

6,56 dr 0,83

Mc 1,18 dr 0,09

* 2,92 dr 0,30

Los resultadosse expresancomo la media dr el error estándarde 7 animalespor grupo.
Ácidosgrasos(mol%); ácidosgrasossaturados(SAT): Smol% 16:0 + 18:0; ácidosgrasos
poliinsaturadosn-6 (PUFA n-6): Smol% 18:2 + 18:3 + 20:3 + 20:4; ácidos grasos
poliinsaturados n-3 (PUFA n-3): Lmol% 18:3 + 22:5 + 22:6; ácidos grasos
monoinsaturados(MUFA): Smol% 16:1 + 18:1; ácidos grasos insaturados/saturados
(INSAT/SAT): relación entre SmoJ% ácidos grasos insaturadosy Smol% ácidos grasos
saturados; índice de insaturación (INDICE INSAT): relación (Smol % ácidos grasos
poliinsaturadosx númerode doblesenlacesde cadaácido graso poliinsaturado)¡Emol%
ácidos grasos saturados.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican
diferenciassignificativas entreesosdos grupos; M’p <0,05.
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Figura 22. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
insaturación(b) en la fracciónde fosfatidiletanolaminade los lípidos hepáticosde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas:*p <0,05.
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Tabla 23. Composiciónen ácidos grasosde la fracción de fosfatidilcolina de los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

E BAJA E MEDIA E ALTA

0,06 dr 0,01

15,80 ±0,56

115 + 0,32

28,44 dr 0,97

12,44 dr 1,11

1,08 dr 0,44

0 43 + 0,03

2 82 + 0,40

0,28 ±0,03

0 25 + 0,05

44,47 dr 1,31

40 48 + 0,41

1 49 + 0,42

13 59 + 1,26

0,05 dr 0,01

15,39 dr 0,87

0,83 ±0,23

28,79±0,39

12,91 dr 1,42

2,00 dr 1,15
* 0,49 dr 0,04

2,97 dr 0,32

0,30 dr 0,05

0,22 dr 0,03

44,39 + 0 87

41,07 + 1 54

2,40 dr 1,13

13,75 + 1 60

Mc 0,07 dr 0,01

1644 + 1,42

0,95 ±0,26

29,24 ±2,03

12,02 dr 0,69

* 087+0,13

0,47 dr 0,08

2,85 dr 0,45

0,34 dr 0,03~

0,21 dr 0,02

Mc 45,94+140

40,03 + 1 38
* 125+0,11

12,97 + 0 81

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

1,23 ±0,06

2,38 ±0,09

1,25 + 004

2,44 dr 0,10

Mc 117+0,06

Mc 2,27 dr 0,12

Los resultadosse expresancomo la media dr
Ácidosgrasos(mol %); ácidosgrasossaturados

el error estándarde 7
(SAT): Smol% 12:0 +

animalespor grupo.
14:0 + 16:0 + 18:0;

ácidosgrasospoliinsaturadosn-6 (PUFA n-6): Smol% 18:2 + 18:3 + 20:3 + 20:4 + 22:4;
ácidos grasospoliinsaturadosn-3 (PUFA n-3): Smol% 18:3 + 22:5 + 22:6; ácidosgrasos
monoinsaturados(MUFA): Smol% 16:1 + 18:1; ácidos grasos insaturados/saturados
(INSAT¡SAT): relación entre Emol % ácidos grasos insaturadosy Smol% ácidos grasos
saturados; índice de insaturación (ÍNDICE INSAT): relación (Smol% ácidos grasos
poliinsaturadosx númerode doblesenlaces de cada ácido graso poliinsaturado)/~mol%
ácidos grasossaturados.Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican
diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindicesrepresentandiferencias
respectoal grupoE BAJA; Mcp-CO,OS y “‘Mcp<O,Ol.
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Figura 23. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
insaturación (b) en la fracción de fosfatidilcolina de los lípidos hepáticos de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
i)iferenciassignificativas:*p <0,05.
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Tabla 24. Composiciónen ácidosgrasosde la fracciónde lisofosfatidilcolinade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

E BAJA E MEDIA E ALTA

8,80 dr 1,13

53,46±3,04

9 23 + 0,83

21 48 + 1,95

7,07 dr 0,85

62.27 dr 1,94

28,56 dr 2,47

9,23 dr 0,83

Mc 11,88 dr 1,87

**Mc 44,96 dr 2,95

8,92 dr 1,16

22,42 dr 1,63
11,91 ±1,09

McMc* 56,85 dr 2,00

34,33 dr 1,85

8,92 dr 1,16

**Mc 7,94 dr 0,76

*** 52,52 dr 1,34

9,69 dr 0,91

22,55 dr 1,44

7 65 + 0,35

Mc 60.47 dr 1,83

**Mc 30,20 ±1,46

9,69 dr 0,91

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

o 60 + 0,04

1,29 dr 0,12

0,76 dr 0,04
1,78 dr 0,10 **Mc

0 66 + 0,04’

1 41 + 0,07*

Los resultadosse expresancomo la media dr el error estándarde 7 animalespor grupo.
Ácidosgrasos(mol%); ácidosgrasossaturados(SAT): Smol% 16:0 + 18:0; ácidosgrasos
poliinsaturadosn-6 (PUFA n-6): Smol% 18:2 + 20:4; ácidos grasos monoinsaturados
(MUFA): Smol% 18:1; ácidos grasosinsaturados/saturados(INSAT/SAT): relaciónentre
Smol% ácidos grasosinsaturadosy Emol % ácidos grasossaturados;índicede insaturación
(ÍNDICE INSAT): relación (Smol% ácidos grasos poliinsaturadosx número de dobles
enlacesde cadaácido grasopoliinsaturado)/Emol% ácidos grasossaturados.Los asteriscos
situadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas entreesosdos
grupos; los superíndicesrepresentandiferencias respectoal grupo E BAJA; *p <0,05;
**p<001 y ~~Mcp<O%l
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Figura 24. Relación entre los ácidos grasos insaturadosy los saturados(a) e índice de
insaturación(b) en la fracción de lisofosfatidilcolina de los lípidos hepáticosde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dietadurante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<005 y ~ <0001
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araquidónico(20:4), asícomoincrementosimportantesen 18:0 respectoal grupoE MEDIA.

El incrementoen 18:0, de la mismamaneraque seobservóen la fracciónde esfingomielina,

compensóel descensoen 16:0 y en estecaso,el incrementoen el porcentajede ácidosgrasos

saturadosalcanzóla significación estadística.

El descensoen vitamina E del grupo E MEDIA al E BAJA dió lugar a descensos

significativos en el indice de insaturación,PUFA n-6 y el ácido araquidónico(20:4).

También se observó en este grupo un incrementode 18:0, un descensode 16:0 y un

incrementode los ácidos grasossaturados.Es decir, los cambiosdebidos tanto al déficit

comoal excesode vitamina E respectoal grupo E MEDIA fueronesencialmenteidénticos

y se caracterizanpor el descensoen la insaturaciónde los ácidosgrasos.

En la fracción de esfingomielina,la relación insaturados/saturados(figura 25a), el

índice de insaturación(figura 25b), los PUFA n-6 y los ácidos araquidónico(20:4) y

linoléico (18:2) disminuyeronde nuevoen el grupo E ALTA en relación con el grupo E

MEDIA (tabla 25). Aunque 16:0 disminuyóen el grupo E ALTA en relacióncon el grupo

E MEDIA, este descensofue compensadopor un aumentoen 18:0, y los ácidos grasos

saturadosno mostrarondiferenciasentreambosgrupos (tabla 25).

En esta fracción, el grupo E BAJA mostródescensossignificativos en PUFA n-6 y

en la relacióninsaturados/saturados(figura 25a). Así, nivelesde vitaminaEtantobajoscomo

muy altos causaronpérdidasde insaturaciónen los ácidos grasosy los cambiosfueronmás

marcadosen el grupo E ALTA que en el E BAJA.

Los cambiosobservadosen la fracción de triglicéridos, igual que ocurrió en el

experimento de suplementacióncon vitamina C, fueron totalmente diferentes de los

encontradosen los fosfolípidos derivadosprincipalmentede fraccionesde membrana(tabla

26). El grupo E ALTA mostró incrementosen 14:0 y 16:0 y un descensoen 18:0 respecto

al grupo E MEDIA, y un incrementoen el porcentajede ácidos grasossaturadosrespecto

al grupo E BAJA. El grupo E BAJA presentóniveles mayoresde 18:2 y PUFA n-6 y

menores de 18:0 que E MEDIA. Ni la relación insaturados/saturadosni el índice de

insaturaciónse modificaron en función de los niveles de vitamina E, aunqueel grupo E

ALTA mostróuna tendenciaal descensode insaturación(figura 26).



Tabla 25. Composiciónen ácidos grasosde la fracción de esfingomielinade los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

E BAJA E MEDIA E ALTA

12,13 dr 2,71

0,73 dr 0,09

38,97 dr 4,46

9,80 dr 1,52

21,79 ±2,85

2,34 ±0,50

1,79 dr 0,50

8 00 + 1,39

2 25 + 0,64

1 03 + 0,42

53,37 dr 3,73

33,93 dr 2,51

2 82 + 0,70

10,53 dr 1,47

10,43 dr 1,62

0,79 dr 0,10

37,96 dr 3,62

10,29 dr 1,42

24,43 dr 4,09

2,76+ 0 80

1,82 dr 0,68

8,74 dr 1,48

2,36 dr 0,61

1,00 dr 0,21

50,76 + 2 62
Mc 37,76 dr 3,72

2,83 dr 0,76

11,08 ±1,39

* 8,42 ±0,97

0,78 ±0,17
Mc 42,66+330

10,94 ±2,18
* 21,14 ±1,34

2,55 + 0 79

2,31 dr 0,48
* 7,29+104

2,62 dr 0,38

1,10 ±0,33

53,71 + 3 04
* 33,31 dr 1,41

3,41 + 048

11,73 + 2 15

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

085 + 0,11

1,93 ±0,24

* 0,98 dr 0,10

2,21 + 0 26

* 0,86 dr 0,09

* 1,90 ±0,16

Los resultadosse expresancomo la media dr el error estándarde 7 animales por grupo.
Ácidosgrasos(mol%); ácidosgrasossaturados(SAT): Smol% 16:0 + 18:0 + 22:0; ácidos
grasospoliinsaturadosn-6 (PUFA n-6): Lmol% 18:2 + 18:3 + 20:3 + 20:4; ácidosgrasos
poliinsaturadosn-3 (PUFA n-3): Smol% 18:3 + 22:6; ácidos grasosmonoinsaturados
(MUFA): Smol% 16:1 + 18:1; ácidosgrasosinsaturados/saturados(INSAT/SAT): relación
entre Smol% ácidos grasos insaturados y Smol% ácidos grasos saturados;índice de
insaturación(INDICE INSAT): relación(Lmol % ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlaces de cada ácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados.Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas entre
esos dos grupos; los superíndicesrepresentandiferencias respecto al grupo E BAJA;
Mcp<O,05 y McMcp<00i
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Figura 25. Relación entre los ácidosgrasosinsaturadosy los saturados (a) e índice de
insaturación (b) en la fracción de esfingomielinade los lípidos hepáticos de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
[)iferenciassignificativas:*p <0,05.
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Tabla 26. Composición en ácidos grasosde la fracción de triglicéridos de los lípidos
hepáticosde cobayassuplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta
durante5 semanas.

HÍGADO

E BAJA E MEDIA E ALTA

0,83 dr 0,20

0,34 ±0,06

27,68 dr 2,80

0,80 dr 0,17

8,95 dr 0,44

22,14 dr 0,46

30,78 dr 0,90

4,72 dr 0,77

1 46 + 0,30

073 + 0,17

37,81 dr 2,42

0,94 dr 0,04

0,35 ±0,04

26,31 dr 1,75

0,95 dr 0,06
Mc** 11,79 + 1 23

22,14 dr 1,44

*** 28,9] dr 0,31

4,85 dr 0,80

1,54 dr 0,11

0,68 ±004

39,40 dr 2,93

0,88 dr 0,13
*Mc 0,43 dr 0,04

Mc 30 98 + 4,45~

0,88 dr 0,10
9,27 dr 1,53

21,47 dr 1,76

29 20 + 3,40

5,20 dr 0,25

1,53 dr 0,12

0,61 dr 0,09

41,57 ±3,09*

PUFA n-6

PUFA n-3

MUFA

INSAT/SAT

ÍNDICE INSAT

36,96 dr 1,07

5 46 + 0,86

22,94 dr 0,64

1,61 dr 0,12

2,89 dr 0,23

Mc 35,30 dr 1,12

5,53 dr 0,77

23,10 dr 1,40

1,50 dr 0,15

2,70 dr 0,27

35 94 + 3,65

5 81 + 0,31

22.35 dr 1,87

1 43 + 0,22

2,58 dr 0,41

Los resultadosse expresancomo la media dr el error estándarde 7 animalespor grupo.
Ácidosgrasos(mol%); ácidosgrasossaturados(SAT): Smol% 12:0 + 14:0 + 16:0 + 18:0;
ácidosgrasospoliinsaturadosn-6 (PUFA n-6): Smol% 18:2 + 18:3 + 20:4; ácidosgrasos
poliinsaturadosn-3 (PUFA n-3): Smol% 18:3 + 22:6; ácidos grasosmonoinsaturados
(MUFA): Smol% 16:1 + 18:1; ácidosgrasosinsaturados/saturados(INSAT/SAT): relación
entre Smol% ácidos grasos insaturadosy Smol % ácidos grasos saturados; índice de
insaturación(INDICE lNSAT): relación(Emol% ácidosgrasospoliinsaturadosx númerode
dobles enlacesde cada ácido graso poliinsaturado)/Smol% ácidos grasossaturados,Los
asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas entre
esos dos grupos; los superíndicesrepresentandiferencias respecto al grupo E BAJA;
*p<0 O5; **p<001 y ***p<0 001
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Figura 26. Relación entre los ácidos grasos insaturados y los saturados (a) e índice de
insaturación (b) en la fracción de triglicéridos de los lípidos hepáticos de cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
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3. CORAZÓN

A - Acido ascórbico y cy-tocoferol

La concentraciónde a-tocoferol en el corazón mostré una fuerte dependenciadel

contenidode vitamina E en la dieta. Los nivelesde a-tocoferol en el corazónaumentaron

significativamentedel grupoE BAJA al E MEDIA y del E MEDIA al E ALTA (p-CO,OOl;

figura 27a y tabla 27).

El contenidode ácido ascórbicoen el corazónno sealteró como consecuenciadel

tratamientocon vitamina E (figura 27b y tabla 27).

B. RazónGSH/GSSG

La razón GSH/GSSGresultésignificativamentediferente entre los tres grupos de

animales.En el grupo E MEDIA aumentórespectoal E BAJA, aunqueesteaumentono

alcanzóla significaciónestadística.Sinembargo,la razónGSH/GSSGfue significativamente

mayor en el grupo E ALTA queen el E BAJA (figura 28ay tabla 27).

C. MiDA libre

Los nivelesde MDA libre (HPLC) mostraronuna tendenciaa disminuir(20%)en los

grupos E MEDIA y E ALTA respectoal grupoE BAJA, pero estadisminuciónno alcanzó

la significación estadística(figura 28b y tabla 28).

D. Peroxidación lipídica <TBARS

)

La incubación en presenciade ascorbato-Fe2~incrementésignificativamentelos

productosde peroxidaciónlipídica en función del tiempo de incubaciónen los tresgrupos

experimentales,pero el incrementoobservadoen el grupoE BAJA fue muchomás intenso

que el presentadopor los otros dos grupos(figura 29 y tabla29).



Tabla 27. Vitamina C, vitamina E y razón GSH/GSSG en el corazón de cobayas

suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dietadurante5 semanas.

CORAZÓN

VITAMINA C

E BAJA E MEDIA E ALTA

252 ~ 23,4 (7) 209 dr 20,9 (7) 240 + 21,2 (6)

VITAMINA E 7,4 ±1,2 (7) “““‘~‘ 16,6 dr 1,0 (6) Mc** 35 ] + 1,1 (7f

GSH/GSSG 9,0 dr 2,2 (7) 12,6 dr 2,1 (7) 16 6 + 3,1 (7)

Los resultadosse expresancomola media±el error estándar.VitaminaC (nmoles/gtejido)
y vitamina E (¡ig/g tejido). El númerode animalesde cadagrupo apareceentreparéntesis.
Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferenciassignificativas
entreesosdos grupos; los superíndicesrepresentandiferenciasrespectoal grupo E BAJA;
*p<0O5 y ***p<OQIJ1
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Figura 27. Concentracióndea-tocoferol(a) y ácidoascórbico(b) en el corazónde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: ***p <0,001.
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Figura 28. Razón(SSH/CSSG(a) y contenidoen MDA libre (b) en el corazónde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas: *p<Q05.
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Tabla 28. Malondialdehído (MDA) libre (HPLC) en el corazón de cobayas suplementados

con tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dietadurante5 semanas.

CORAZÓN

E BAJA

MDA LIBRE 5,49 + 0 65 (7)

E MEDIA E ALTA

4,56 dr 0,72 (7) 4,63 dr 0,80 (7)

Los resultadosse expresancomola mediadr el errorestándar.MDA
númerode animalesde cadagrupoapareceentreparéntesis.

(nmoles/gtejido). El



Tabla29. Peroxidaciónlipidica (sustanciasTBA positivas)in vitro en el corazónde cobayas

suplementadoscon trescantidadesdiferentesde vitamina E en la dietadurante5 semanas.

CORAZÓN

TBA (nmoles MLDA/g tejido)

TIEMPO E BAJA E MEDIA E ALTA

o mm 37,4 dr 6,4 52,1 ± 8,4 49,0 ± 4,7
Mc

90min 200,1 dr 84,3 88,0 + 85 862 + 98

180 mm 328,5 dr 103,9b * 112,5 dr 172b 78,7 dr 95~
*

22h 286 3+ 71,5h* * 147,0 dr 179bc 139 0 + 17 9s*b*c~

Los resultadosse expresancomola media dr el error estándarde sieteanimalespor grupo.
Los asteriscossituadoshorizontalmenteentredos grupos indican diferencias significativas
entreesosdosgrupos; los superíndicesrepresentana: diferenciasrespectoal grupoE BAJA;
b: diferenciasrespectoa tiempo O mm; c: diferenciasrespectoa tiempo 90 mm;

Mcp<OOS~
**p<0Ol y ***p<000l
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Figura29. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas) in vitro en el corazónde cobayas
suplementadoscon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la dieta durante5 semanas.
Diferenciassignificativas:Mcp-CO,OS y McMcp<0<01.
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No seobservarondiferenciassignificativasentrelos grupos E MEDIA y E ALTA a

ningún tiempo de incubación,aunqueel grupo E ALTA mostróuna tendenciaa presentar

valores menoresque el E MEDIA. De nuevo, la peroxidaciónlipídica resultómayor en el

grupo E BAJA respectoa los otros dos gruposa 90 y 180 mm y 22 horasde incubación.

La figura 30 muestrael espectro de emisión de fluorescenciade productosde

peroxidaciónlipídica en una muestrarepresentativade los valores medios obtenidosen

corazóntras0, 90 y 180 mm de incubaciónen presenciade ascorbato-Fe2~.La fluorescencia

aumentónotablementeen función del tiempo de incubaciónen las muestrasde corazóndel

grupoE BAJA (indicadasen la figura comoO mm, 90 mm y 180 mm). El espectroobtenido

en el corazónessimilar al obtenidoa partir de estándarde MDA químicamentepuro.

Sin embargo,la suplementacióncon vitamina E en la dieta en el grupo E MEDIA

disminuyóla emisión de fluorescenciaa 180 mm (indicadoen la figura como 180 mm +E)

hastaalcanzarvalores incluso menoresque los presentadospor las muestrasdel grupo E

BAJA tras 90 mm de incubación.
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Figura 30. Espectrode emisión de fluorescenciade productosde peroxidaciónlipídica
(TBARS) de muestrasde corazónincubadasen presenciade ascorbato0,4 mM y 0,05 mM
FeSO4a 37

0C. Excitación:503 nm. O mm, 90 mm y 180 mm: emisión de fluorescenciade
una muestradel grupo E BAJA en función del tiempo de incubación;180 mm +E: muestra
de] grupo E MEDIA incubadadurante180 mm; MDA: espectrode fluorescenciade un
estándarde MDA.
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IV. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA EN EL HÍGADO Y EL CORAZÓN DE COBAYAS

SOMETIDOS A SHOCK ENDOTÓXICO INDUCIDO POR LIPOPOLISÁCARIDO

(LPS) DE E. coli.

En esteestudio los cobayasfueron suplementadoscon 33 mg vitaminaC y <15 mg

vitamina E/kg dieta (C BAJA E BAJA), 660 mg vitamina C y <15 mg vitaminaE/kg dieta

(+LPS +C), 33 mg vitamina C y 150 mg vitamina E/kg dieta (+LPS +E), ó 660 mg

vitaminaC y 150 mg vitamina E/kg dieta(±LPS-l-C+E) durante5 semanas.Los animales

tratadoscon lipopolisacárido(LPS)de E. cotí recibieronunainyecciónintraperitonealde LPS

serotipo0111:B4 (1,6 mg!100 g peso)4 6 5 horasantesde sersacrificados.

1. PESOCORPORALE INGESTA DE ALIMENTO

El pesocorporal de los cobayasaumentósignificativamenteen la tercerasemana

respectoal inicio del tratamiento.Tras cinco semanasde suplementación,sólo los grupos

suplementadoscon vitamina C aumentaronsignificativamentesu pesocorporal (tabla 30).

Al final del períodoexperimental, los dos grupos suplementadoscon cantidades

mediasdevitaminaC presentaronmayor pesocorporal(p <0,001)que los otrosdosgrupos.

En la tercera semana de tratamiento, la ingesta de alimento aumentó

significativamenteen el grupo C BAJA E BAJA a diferenciade lo que ocurrió en el resto

de los gruposque presentaronvaloresde ingestamásbajos.

Tras la quinta semana,aumentóla ingestade los grupossuplementadoscon vitamina

C y disminuyóla de los demásgrupos.Los grupossuplementadoscon vitaminaC mostraron

una ingestamayor, de acuerdocon lo observadopara el pesocorporal (tabla 31).
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2. mGADO

A. Ácido ascórbicoy a-tocoferol

Los dos grupossuplementadoscon vitamina E presentaronvaloreshepáticosde a-

tocoferol significativamentemayoresque el restode los grupos(figura 31a y tabla 32). El

gruposuplementadocon ambasvitaminas(+LPS +C±E)presentóvaloresmayoresde a-

tocoferol que el tratadosólo con vitamina E (+LPS ±E),sugiriendoun sinergismoentre

ambosantioxidantes,al menosen presenciade LPS.

Losniveleshepáticosde ácidoascórbico,queresultarondetectablessóloen los grupos

suplementadoscon vitaminaC, no mostrarondiferenciassignificativasentreestosdosgrupos,

aunquelos valorestendierona ser másaltosen el grupo suplementadocon ambasvitaminas

(figura 31b y tabla 32).

B. RazónGSH/GSSG

La razón<JSH/GSSGno semodificó significativamentedebidoal tratamientoconLPS

o a la suplementacióncon vitaminasC y E en la dieta (figura 32ay tabla32). Sin embargo,

seobservóuna tendenciaa mostrarvaloresmásaltos en los grupos suplementadoscon una

o ambas vitaminas.

C. MDA libre

Los niveleshepáticosde MDA libre (HPLC) no mostrarondiferenciassignificativas

entrelos cinco grupos de cobayas(figura 32b y tabla33).

D. Daño oxidativo a proteínas

El tratamientocon LPS aumentóla concentraciónhepáticade carbonilosproteicos

respectoal grupo C BAJA E BAJA. Sin embargo,los dos grupos suplementadosen la dieta

con vitamina C mostraronvaloressignificativamentemásbajos (figura 33a y tabla 33).
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Figura 31. Concentraciónhepáticade a-tocoferol (a) y ácido ascórbico (b) en cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitaminasC y E en la dieta durante5 semanas
y tratadoscon endotoxina(LPS). N.D.: no detectado.Diferenciassignificativas: *p«j>Q5
y ***p<0 001.
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Figura 32. RazónGSH/GSSG(a> y contenidoen MDA libre (b) en el hígadode cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitaminasC y E en la dieta durante5 semanas
y tratadoscon endotoxina(LPS).
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Figura 33. Contenidoen carbonilosproteicos(a) y 8-OHdG (b) en el
supJementadoscon diferentescantidadesde vitaminasC y E en la dieta
y tratadoscon endotoxina(LPS). Diferenciassignificativas: *p<oo5

hígado de cobayas
durante5 semanas

Dc BAJA E BAJA ~ +LPS W +LPS ±C +LPS ±ECl ±LPS-4-C+E
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E. Daño oxidativo al ADN

La razón 8-OHdG/105 dG no se modificó significativamente en función del

tratamiento,aunqueseobservóun aumentocon el tratamientocon LPS, que tendióa remitir

en los gruposLPS +C, LPS +E, y especialmenteen LPS +C+E (figura 33b y tabla 33).

F. Peroxidación lioldica (TBARS

)

La incubaciónde las muestrasen presenciade ascorbato-Fe2taumentólos productos

de peroxidaciónlipídica in vitro en todos los gruposexperimentales,aunqueesteaumento

fue mayor en los gruposcon cantidadesbajasde vitaminas,medio en el grupo +LPS +C

y menoren los dos grupossuplementadoscon vitamina E (figura 34 y tabla 34).

Los tres grupos suplementadoscon vitaminas presentaronvalores de TBA

significativamentemenores(p<O,OOI) que los demásgruposa los 90 y 180 mm y 22 h de

incubaciónen presenciade ascorbato-Fe2~.
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HIGADO
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1.200
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o

Figura 34. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)¡ti vitro en el hígadode cobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitaminasC y E en la dieta durante5 semanas
y tratadoscon endotoxina(LPS>. Diferenciassignificativasentrelos gruposC BAJA E BAJA
y +LPS y los grupos ±LPS+C, +LPS +E y +LPS +C+E; ***p<OwJl.

Omm 90m¡n iBOmin 22h

TIEMPO
O BAJA E BAJA ~ ÷LPS + -s-LPS ÷0 -~ ÷LPS +E ~ ±LPS C+E
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3. CORAZÓN

A. Ácido ascórbicoy a-tocoferol

Los niveles de ascorbatoen el corazón de cobayas suplementadoscon dietas

deficientesen vitaminaC se encontrabanpordebajodel límite detección.Tras cuatrohoras

de tratamientocon LPS, el contenidoen ascorbatodel corazóndesapareciótotalmenteen los

grupossuplementadoscon vitamina C (tabla 35), ya quecon estosnivelessabemospor los

experimentosanterioresque la concentracióncardíacade ascorbatoesmásque detectable.

El contenidoen vitamina E aumentósignificativamenteen los grupos +LPS +E y

±LPS±C+Een relación con los grupos no suplementados(figura 35 y tabla 35). El

tratamientocon LPS no afectéa los nivelesde vitamina E del corazón.

B. RazónGSH/GSSG

La razón CSH!GSSC no se modificó por el tratamiento con LPS ni por la

suplementacióncon vitaminasC y E en la dieta (figura 36 y tabla35).

C. [VIDAlibre

No seobservaroncambiossignificativos en los nivelesde MDA libre (HPLC) tras

el tratamientocon LPS nitras la suplementacióncon vitaminasC y E en la dieta (tabla 36).

Los nivelesde MDA en el grupo ±LPS+E no fueron detectables.

C. Peroxidaciónlipídica (THAI(S

)

Los productosde peroxidaciónlipídica aumentaronen todoslos gruposexperimentales

en función del tiempo de incubaciónen presenciade ascorbato-Fe2~.Sin embargo,este

aumentofue mucho mayor en los tres gruposcon niveles bajos de vitamina E que en los

grupossuplementadoscon estavitamina (figura 37 y tabla 37).
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Figura 35. Concentraciónde a-tocoferol en el corazón de cobayassuplementadoscon
diferentescantidadesde vitaminas C y E en la dieta durante5 semanasy tratadoscon
endotoxina(LPS). Diferenciassignificativas: **p<001
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Figura 36. Razón GSH/GSSGen e] corazónde cobayassuplementadoscon diferentes
cantidadesde vitaminas C y E en la dieta durante5 semanasy tratadoscon endotoxina
(LPS).
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Figura37. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)in vitro enel corazóndecobayas
suplementadoscon diferentescantidadesde vitaminasC y E en la dieta durante5 semanas
y tratadoscon endotoxina(LPS). Diferenciassignificativas:O mm: diferenciasentree] grupo
C BAJA E BAJA y los grupos +LPS +C y +LPS +C+E; 90 mm: diferenciasentreel
grupo +LPS y los grupos +LPS ±Ey +LPS +C+E; 180 mm y 22 h: diferenciasentre
los gruposES BAJA E BAJA, +LPS y +LPS +C y Jos grupos+LPS ±13y +LPS +C+E;
*p<OOS y ~~p<O O1.

**

*

O mm

*

90 mm 180 mm

Tiempo
C BAJA E BAJA ~÷LPS +[95 -¡-C ~÷LPS -s-E ~+LPS ÷C+E
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V. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACIÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRELOS HIDROPERÓXIDOS LIIPIDICOS Y

LA PEROXIDACIÓN LIPIDICA EN EL HÍGADO Y EL PLASMA DE RATAS ODS.

Las ratas ODS utilizadasen esteestudio recibierondietassuplementadascon 5 (E

BAJA), 50 (E MEDIA) ó 250 (E ALTA) mg vitamina E/kg dieta, y 150 (ES BAJA), 300 (C

MEDIA) ó 900 (C ALTA) mg vitamina ES/kg dieta, durante21 días.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

El tratamientocon nuevedietas con diferente contenidoen vitaminas E y ES no

modificó el incrementode pesocorporal (tabla 38) ni la ingestade alimento de las ratasa

1, 2 ó 3 semanasde suplementación.

2. HiIGADO

A. oc-Tocoferoly ácidoascórbico

La suplementacióncon vitamina E en la dietadió lugara nivelesde a-tocoferolmuy

diferentesen el hígadode las ratasODS (figura 38a y tabla 39). El incrementode vitamina

E en la dieta del grupo E BAJA al grupo E MEDIA resultóen un 225% de incrementoen

los niveles de a-tocoferolhepáticoy en un incrementodel 75% cuandola vitamina E en la

dietaaumentódel grupoE MEDIA al grupoE ALTA (p<0,00I).

La concentraciónhepádcade a-tocoferolen el grupo E BAJA (4-4,4¡xg/g) eramayor

que la de ratasdeficientesen vitamina E.

El contenidoen vitamina ES de la dieta tambiénmodificó la concentraciónde ácido

ascórbico en el hígado (figura 38b y tabla 39). El ácido ascórbicohepáticoaumentó

significativamentedel grupo C BAJA al grupo ES MEDIA a todos los niveles de vitamina E,

mientrasque sólo sedetectéun incrementosignificativo del grupo ES MEDIA al grupo ES

ALTA en el grupoE MEDIA. El contenidoen vitamina E de la dieta no afectéa los niveles

de ácidoascórbico.



Tabla 38. Incremento de pesocorporal en ratas ODS suplementadascon cantidades
diferentesde vitaminasES y E en la dieta durante21 días.

INCREMENTO DE PESO CORPORAL (g)

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3

E BAJA C BAJA

E BAJA C MEDIA

E BAJA C ALTA

E MEDIA C BAJA

E MEDIA C MEDIA

E MEDIA C ALTA

E ALTA C BAJA

E ALTA C MEDIA

E ALTA C ALTA

36 2 + 1 4

36 8 + 0 9

34 5 + 0 9

36,0 ±1,9

34,8 ±0,1

36,0 ±0,4

36 6 + 1 2

36 0 + 1 7

35,4 ±1,2

63,4 ±2,4

66,8 ±1,5

61,6 ±0,9

63,4 ±3,2

62,2 t 2,7

63,3 ±1,5

62,8 ±1,8

64,4 ±1,8

62,8 ±1,5

83,4 ±3,3

88,0 ±1,9

81,8 j~ 1,7

84,4 ±3,8

82 8 + 2 5

85 4 + 2 1

83 0 + 1 3

86,2 :1: 1,8

84,0 ±1,8

Los resultadosse expresancomo la media±el error estándarde cinco animalespor grupo.



Tabla 39. Vitaminas ES y E en el hígadode ratas ODS suplementadascon cantidades
diferentesde vitaminas ES y E en la dieta durante21 días.

HÍGADO

VITAMINA C VITAMINA E

E BAJA C BAJA

E BAJA C MEDIA

E BAJA C ALTA

E MEDIA C BAJA

E MEDIA C MEDIA

E MEDIA C ALTA

E ALTA C BAJA

E ALTA C MEDIA

E ALTA C ALTA

0,50 ±0,03 (
3>A~A

0,76 ±0,06 (3)A~b

0,79 ±0,10 (3)A~b

0,58 + 0 08 (3)A~B

0,83 ±0,04 (3)A~b

1,15 ±0,05 (3)A~C

0,56 ±0,08 (3)A~á

0,93 ±0,06 (3)A~b

1,01 ±0,14 (3)A~h

4,0 ±0,2 (5)A~a

4,2 ±0,2 (5)Aa

4,4 ±0,3 (5)A~a

13,7 ±0,8 (5)fla

13,8 ±0,6 (5)5.8

13,7 ±0,7 (5)5.8

23,3 ±1,2 (5)08

23,2 ±2,3 (5fñ

26,4 ±4,6 (sfr

Les resultadosseexpresancomola media±el errorestándar.VitaminaC (pmoles/gtejido)
y vitamina E (~g/g tejido). El númerode animalesdecadagrupoapareceentreparéntesis.
Las mediasque no compartenuna letra mayúscula(efecto de la vitamina E) o minúscula
(efecto de la vitamina C) común son significativamentediferentes;vitamina C: p<O,O5
exceptoentrelos gruposE MEDIA ES BAJA y E MEDIA ES ALTA (p<O,OOl); vitaminaE:
p<O,OO1exceptoentrelos gruposE MEDIA ES ALTA y E ALTA ES ALTA (p<O,OS).
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Figura 38. Concentraciónhepáticade cx-tocoferol (a) y ácidoascórbico(b) en ratasODS
suplementadascon diferentescantidadesde vitaminasES y E en la dietadurante21 días. Las
mediasque no compartenuna letra mayúscula(efectode la vitaminaE) o minúscula(efecto
de la vitamina ES) común sonsignificativamentediferentes(a): p<O,OOI exceptoentrelos
gruposE MEDIA ES ALTA y E ALTA ES ALTA (p<O,OS); (b): p<0,05exceptoentrelos
gruposE MEDIA ES BAJA y E MEDIA ES ALTA (p<O,OO1).
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B. Peroxidaciónlinídica (THAI(S

)

Los niveles endógenosde peroxidaciénlipídica en el hígado (TBARS a o mm)

disminuyeronsignificativamentedel grupoE BAJA al grupoE MEDIA en el grupoES BAJA,

y del E BAJA al E ALTA en los gruposC BAJA y ES MEDIA (figura 39a y tabla40).

La incubaciónin vitro de los sobrenadanteshepáticoscon ascorbato-Fe21aumentóla

peroxidaciónlipídica (TBARS) por encimade los niveles basalesen los nuevegruposde

animales(figura 39b y tabla40). El incrementoen la peroxidaciénlipídica desdeO hasta180

minutosde incubaciónfue especialmentenotableen los gruposE BAJA. Les valoresde TBA

in vitro disminuyeronsignificativamentedel grupoE BAJA al grupoE MEDIA en todos los

gruposde vitamina ES. Los valoresde TBA no mostrarondiferenciasentre los gruposde

vitamina ES.

C. Hidroperóxidosde Unidos demembrana

Los hidroperóxidoslipídicos de fosfatidilcolina (PCOOH) y fosfatidiletanolamina

(PEOOH) no mostrarondiferenciassignificativasentrelos gruposde vitamina C en ningún

caso, mientras que se observóuna tendenciasistemáticaa mostrar niveles más bajos de

hidroperóxidosa medida que aumentabaen contenidoen vitamina E en la dieta (figura 40

y tabla 41).

La falta de efectode la vitamina ES permitió agruparlos datosde los tres subgrupos

de vitamina ES en cadagrupo de vitamina E, observándoseque los dos hidroperóxidos

(PCOOI-1 y PEOOI-I) disminuyeronsignificativamenteal aumentarel contenidoen vitamina

E de la dieta(figura 41 y tabla 42). Estadisminuciónocurrió entre los gruposE BAJA y E

ALTA paraPCOOHy fue evidenteya entreE BAJA y E MEDIA paraPEOOH.



Tabla 40. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)iii vivo e iii vitro enel hígadode
ratasODS suplementadascon cantidadesdiferentesde vitaminasC y E en la dieta durante
21 días.

HÍGADO

TBA (nmolesMIDA/g tejido)

TIEMPO

Omm 180 mm

E BAJA

EBAJAC

C BAJA

MEDIA

145,4 ± 9,1 (
5)A~a

158,5 :1: 19,7 (5)A~a

E BAJA C ALTA 150,0 ±15,0 (S)A~& 387,7 ± 88,7 (5)A.a

E MEDIA C BAJA

E MEDIA C MEDIA

E MEDIA C ALTA

E ALTA C BAJA

E ALTA C MEDIA

87,8 j 8,8 (5)B.&

106,9 j 15,0 (5)B.S

108,9 ±

111,1 rEE ALTA C ALTA

10,4 (5)B.&

11,4 (5)A~fi

Los resultadosseexpresancomo la media ±el error estándar.El númerode animalesde
cadagrupo apareceentreparéntesis.Las mediasque no compartenuna letra mayúscula
(efectode lavitaminaE) o minúscula(efectode la vitaminaC) comúnsonsignificativamente
diferentes;p <0,05exceptoentrelos gruposE BAJA ES MEDIA y E ALTA C MEDIA, E
BAJA C ALTA y E MEDIA C ALTA, y E BAJA C ALTA y E ALTA ES ALTA a 180 mm
de incubación(p<O,OO1).

376,3

428,8

+ 115 4

+ 1170

(5)A~a

(4)A~&

114,8 ±

136,7 ±

118,4 +

123,4 ±

123,3 ±

132,1 +

5,8

6,5

8,6

13,1

12,4

10,8

(4)B.fl

(4)B.&

(5)B~8

(5)B~á

(5)B.S

(5)B•&
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Figura 39. Peroxidaciónlipidica (sustanciasTBA positivas>in vivo (a) e in vitro (b) en el
hígadode ratasODS suplementadascon diferentescantidadesde vitaminasESy E en la dieta
durante21 días. Las mediasque no compartenunaletra mayúscula(efectode la vitamina E)
o minúscula (efecto de la vitamina ES) común son significativamentediferentes, siendo
p<O,OSexceptoentre los grupos E BAJA ES MEDIA y E ALTA ES MEDIA, E BAJA ES
ALTA y E MEDiA ES ALTA, y E BAJA ES ALTA y E ALTA C ALTA a 180 mm de
incubación(pczO,OOI).

E BAJA E MEDIA E ALTA

Lic BAJA ~C MEDIA Lic ALTA



Tabla 41. Hidroperéxidosde fosfacidilcolina(PCOOH)y fosfatidiletanolamina(PEOOH)en
el hígadode ratasODS suplementadascon cantidadesdiferentesde vitaminasC y E en la
dieta durante21 días.

¡LIGADO

HIDROPERÓXIDOS LilIDICOS (pmoIes/~gfósforo)

E BAJA C BAJA

PCOOH PEOOH

4,09 ±0,94 (5) 2,36 ±0,51 (5>

E BAJA C MEDIA 3,92 ~ 0,89 (5) 2,56 + 0 58 (5)

E BAJA C ALTA 3,65 rE 0,76 (5> 2,06 rE 0,48 (5)

E MEDIA C BAJA 3,76 ±0,74 (5> 1,68 + 033 (5)

E MEDIA C MEDIA 3,26 ±0,79 (5) 1,50 ±0,34 (5)

E MEDIA C ALTA 2,93 + 061(5) 1,49 ±0,32 (5)

E ALTA C BAJA 2,68 + 0 24 (5) 1,44 t 0,09 (5)

E ALTA C MEDIA 3,00 rE 0,46 (5) 1,41 rE 0,19 (5>

E ALTA CALTA 2,43 + 064(4) 1,35 + 028(4)

Los resultadosse expresancomo la media±el error estándar.El númerode animalesde
cadagrupo apareceentreparéntesis.
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Tabla42. Hidroperóxidosde fosfatidilcolina(PESOOH)y fosfatidiletanolamina(PEOOH)en
el hígadode ratasODS suplementadascon tres cantidadesdiferentesde vitamina E en la
dietadurante21 días.

HÍGADO

HIWROPERÓXIDOS LIPÍDICOS (pmoIes/~gfósforo>

E BAJA

PCOOH PEOOH

3,89±0,47 (15< 2,33 ±0,29 (15<

E MEDIA 3,32 ±0,39 (15)~ 1,56 ±0,18 (15)B

E ALTA 2,72 rE 0,25 (14)B 1,40 ±0,10 (14)B

Les resultadosseexpresancomo la media±el error estándar.El númerode datos de cada
grupo apareceentre paréntesis.Las medias que no comparten una letra común son
significativamentediferentes(p<0,05).
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Figura 41. Concentraciónhepáticade hidroperóxidosde fosfatidilcolina (PCOOH) (a) y
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3. PLASMA

A. a-Tocoferoly ácidoascórbico

El incrementode vitaminaE en la dietadel grupoE BAJA al grupoE MEDIA resulté

en un aumentodel 190% del a-tocoferol plasmáticoen todos los grupos de vitamina ES

(figura 42ay tabla43). Tambiénseobservóun incrementodel cx-tocoferolplasmáticoentre

los grupos E MEDIA y E ALTA, aunque este aumento no alcanzó la significación

estadística.

La concentraciónde a-tocoferolencontradaen el grupoE BAJA (1,1-1,3ng/ml> era

mayor que la de ratasdeficientesen vitamina E.

La vitamina C aumentósignificativamentelos nivelesde ~-tocoferol en el plasmade

las ratasODS suplementadascon nivelesbajosde vitamina E en la dieta, esdecir,el grupo

E BAJA C ALTA presenténivelesplasmáticosde vitaminaE másaltosqueel grupoE BAJA

ES BAJA (p<O,OS).

Se observaronaumentossignificativos en los nivelesde ácidoascérbicoplasmático

entrelos gruposES BAJA y C ALTA a todos los niveles de vitamina E (figura 42b y tabla

43>. Tambiénseobservaronaumentossignificativosen los niveles de ascorbatoplasmático

entre los grupos ES MEDIA y ES ALTA en los gruposE MEDIA y E ALTA. El contenido

en vitamina E de la dieta no afectéa los nivelesde ácidoascórbico.

B. Peroxidaciónlinídica <TBARS

)

Les nivelesde TBARS in vivo disminuyerondel grupoE BAJA al grupoE MEDIA

en todos los gruposdevitamina C (figura 43 y tabla44). Los valoresde TBA no mostraron

diferenciasentrelos gruposde vitamina ES, a las dosisestudiadas.

C. Hidroperóxidosde lípidos demembrana

No se detectaronhidroperóxidosJipídicosen el plasmade las ratasOSD.



Tabla 43. Vitaminas C y E en el plasmade ratas ODS suplementadascon cantidades
diferentesde vitaminasC y E en la dieta durante21 días.

PLASMA

VITAMINA C VITAMINA E

E BAJA C BAJA

E BAJA C MEDIA

E BAJA C ALTA

E MEDIA C BAJA

E MEDIA C MEDIA

E MEDIA C ALTA

E ALTA C BAJA

E ALTA C MEDIA

E ALTA C ALTA

31,6 rE 1,3 (3)A.a

37,5 rE 1,6 (3)A~t

45,8 rE 5,5 (
3)A~b

36,6 rE 0,9 (3)A.&

42,1 1 1,0 (3)A~a

49,1 rE 2,6 (3)A~b

34,0 rE 2,2 (3)A~a

37,2 1 2,5 (3)A~a

46,1 1 1,0 (3<”’

1,09 rE 0,07 (5)A~á

1,16 1 0,06 (5<ab

1,30 rE 0,08 (5)At

3,42 rE 0,35 (4)B~a

3,44 ±0,10 (4)B3

3,44 1 0,45 (5)B.fl

3,97 rE 0,57 (5)B4

4,24 ±039 (5)B~4

4,50 ±0,48 (5)B~a

Los resultadosse expresancomo la media 1 el error estándar.Vitamina ES (nmoles/ml
plasnia)y vitamina E (pg/ml plasma).El númerode animalesde cadagrupo apareceentre
paréntesis.Las mediasque no compartenuna letra mayúscula(efectode la vitamina E) o
minúscula(efecto de la vitamina C) común sonsignificativamentediferentes; vitamina ES:
p<O,O5; vitamina E: p<O,001exceptoentre los gruposE BAJA C BAJA y E BAJA <3
ALTA (p<O,OS).
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Tabla44. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas>iii vivo en el plasmaderatasODS

suplementadascon cantidadesdiferentesde vitaminas <3 y E en la dieta durante21 días.

PLASMA

TBA (mnolesMDA/mI plasma)

TIEMPO (0 mm)

E BAJA C BAJA 6,55 rE 0,99 (
5)A~a

E BAJA C MEDIA 6,14 rE 1,12 (3)A.a

E BAJA C ALTA 6 89 + 1,21 (3)A~a

E MEDIA C BAJA 3,44 rE 0,77 (5)BS

E MEDIA C MEDIA 3,26 rE 0,27 (5)B.a

E MEDIA C ALTA 3,35 rE 0,59 (5)B~a

E ALTA C BAJA 2,96 rE 0,30 (5)B~a

E ALTA C MEDIA 258 + 0,19(5)11.

E ALTA C ALTA 3,57 rE 0,47 (4)B~a

Los resultadosseexpresancomola media ±e] errorestándar.El númerode animalesde
cada grupo apareceentreparéntesis.Las mediasque no compartenuna letra mayúscula
(efectode la vitaminaE) o minúscula(efectode la vitamina<3) comúnsonsignificativamente
diferentes(p <0,05).
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Figura 43. Peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas) in vivo en el plasmade ratas
ODS suplementadascondiferentescantidadesde vitaminas<3 y E en la dietadurante21 días.
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VI, ESTUIHO DEL EFECTO DE LA SIJPLEMENTACIÓN CON ÁCIDO ASCÓRBICO

Y a-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS PRODUCTOS DE PEROXIDACIÓN

LIPÍDICA EN LA ORINA HUMANA.

Los productosde peroxidaciénlipídica en la orina de varonesjóvenescontroleso

suplementadoscon 1 g de vitamina C é lOO mg de vitamina E diarios, durante0, 15 y 30

días,determinadosmediantela medidaespectrofotométricade TBARS in vivo a 532 nm, se

muestranen la tabla 45.

Tanto en el caso del GRUPO ES como en el del GRUPO E los valoresde TBA,

referidos a la concentraciónde creatinina en orina, mostraronuna tendenciacontinua a

disminuir en función del tiempo de experimentación.Esta tendenciano sepresentóen el

grupo ESONTROL(figura 44).

Las sustanciasreactivasal TBA tambiénfueronestudiadaspor fluorimetría.La figura

45 muestraun espectrode emisiénde fluorescenciadesde500 hasta600 nm de muestrasde

orina representativasde los valores medios obtenidos (tabla 46) y de MDA puro tras

reaccionarcon el TBA, despuésde la excitacióna 503 nm.

Las longitudesde ondaóptimas seobtuvieroncomo resultadode estudiospreviosen

muestrasde orina utilizando la función de prebarridodel softwaredel fluorímetro LS508

(Perkin Elmer).

El pico de la izquierdacorrespondea la señaldel pico de excitación.Se observaun

pico de emisión a 548 nm con unaforma similar en el estándarde MDA y en la orinade un

individuo del GRUPO E que presentóvalores altos de TBARS antes de iniciar la

suplementacióncon vitaminas(orina día 0).

La figura tambiénmuestrael espectrodel mismo individuo obtenido tras 30 díasde

suplementacióncon 100 mg de vitaminaE tras la comidadel mediodía(orinadía30). El pico

de fluorescenciaMDA-TBA, típico del estándary del individuo al inicio del estudio,

desapareciócasi completamentetras 30 díasde suplementacióncon vitamina E.



Tabla 45. Productosde peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)in vivo en la orina
de varonesjóvenessuplementadosdiariamentecon 1 g de vitaminaC, 100 mg de vitamina
E o controlesdurante0, 15 y 30 días,determinadosmedianteespectrofotometría.

TBARS (nmolesMDA/mg creatinina)

DIAO

CONTROL GRUPO C GRUPO E

3,54±0,17(7) 4,03+026(7) 392+047(6)

DíA 15 4,30 ±0,51 (7) 3,49 rE 0,28 (7) 3,51 rE 0,62 (6)

DíA 30 4,16 rE 0,71 (6) 3,25 ±0,25 (6) 3,29 rE 0,46 (5)

Los resultadosseexpresancomo la media±
grupoapareceentreparéntesis.

el errorestándar.El númerode datosde cada
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Los resultadosobtenidos tras la medida fluorimétrica de las muestrasde orina

utilizando las longitudes de onda óptimas de excitación (503 nm) y emisión (548 nm) se

muestranen la tabla 46. En el GRUPOES y el GRUPOE seobservade nuevouna tendencia

a la disminuciónprogresivade los productosde peroxidaciénlipídica en función del tiempo

de suplementacién,a diferenciadel grupoCONTROLen el que estono ocurre(figura 46).

Medianteestemétodo, los productosde peroxidaciónlipídica de la orina mostraron

unadisminuciónprogresivaestadísticamentesignificativarespectoal grupoCONTROLa los

30 díasde suplementacióncon vitamina E. Estedescensoalcanzaun 27% del valor obtenido

al inicio del estudio. Las tendenciasobservadasen el GRUPO C no alcanzaronla

significaciónestadística,ni seencontrarondiferenciasen el grupoCONTROLen funcióndel

tiempo de suplementación.



Tabla 46. Productosde peroxidaciónlipídica (sustanciasTBA positivas)iii vivo en la orina
de varonesjóvenessuplementadosdiariamentecon 1 g de vitamina C, 100 mg de vitamina
E o controlesdurante0, 15 y 30 días,determinadosmediantefluorimetría (excitación: 503
nm; emisión:548 nm).

TBARS (nmolesMiDA/mg creatinina)

DIAO

CONTROL GRUPO C GRUPO E

3,86 rE 0,46 (7) 4,13 rE 0,51 (7) 3 70 + 0 38 (6)

DíA 15 4,82 rE 0,56 (7) 3,71 + 0 30 (7) 3,47 ±0,64 (6)

DíA 30 4,39 rE 0,70 (6) 3,63 ±0,31 (6> 2,73 rE 0,49 (5)*

Les resultadosse expresancomo la media + el
grupo apareceentreparéntesis.El superíndice
grupoCONTROL; *p <0,05.

error estándar.El númerode datosde cada
representadiferenciassignificativascon el
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En el primer experimentode estatesisestudiamosel efectode la suplementacióncon

ácidoascórbicoen la dietaen el hígadoy el corazónde cobaya.

El cobayaesel animal de laboratorioideal pararealizar estudiosde estetipo ya que

carecede la enzimaL-gulonolactonaoxidasa(E.C. 1.1.3.2.4.8),que catalizael último paso

de la síntesisdel ácidoascórbico.Por lo tanto, en el cobayael contenidode vitamina ES en

los tejidos esestrictamentedependientede la dieta.

Los tres niveles de vitamina C utilizadosen esteexperimentofueron seleccionados

con el fin de obtenerdiferentesclasesde animalessuplementadoscon estavitamina. Los

cobayasdebenrecibir 0,5 mg de vitamina ES diariosparaevitar el desarrollode escorbuto

(National ResearchESouncil, 1978). Los animalesque recibían33 mg vitamina C/kg dieta

(C BAJA) ingerían 0,54-1,1 mg de ascorbatodiarios, por lo que puedenser considerados

animalesno escorbúticos,sometidosa unadeficienciamarginalen la ingestadevitamina<3.

La cantidadde 660 mg vitamina <3/kg dieta (ES MEDIA) puedeconsiderarseóptima

parael estadode saludgeneralde los animales,ya queessimilar a la utilizadaen las dietas

estándar comerciales para cobayas, las cuales son óptimas para el crecimiento, la

reproducción,y el mantenimientoa largo plazode estaespecie.

El grupoque recibió 13.200mg vitamina <3/kg dieta (ES ALTA) seseleccionécon el

objeto de estudiarel efectode la suplementaciénen la dieta con cantidadesde vitamina <3

mucho más altas (20 veces) que las de la dieta estándar, sobre la oxidación de

macromoléculasy la composiciónen ácidosgrasosen hígadoy corazónde cobaya.

La suplementaciónconvitamina <3 resultó muy efectivaya que los niveleshepáticos

de estavitamina fueroncasi 50 vecesmayoresen el grupo ES MEDIA queen el C BAJA. El

grupo ES MEDIA presentóun mayor incrementode pesocorporale ingestade alimentoque

el grupo<3 BAJA. Anteriormenteseha descritoun incrementomenorde pesocorporal en

cobayasalimentadoscon una dietadeficienteen vitaminaES en relacióncon los que recibían

600 mg vitamina <3/kg dieta(Saito y Yamaguchi, 1988).
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Estudios previos han demostradoque la vitamina ES disminuye los niveles de

productosde peroxidaciónlipídica (TBARS) in vitro enLDL y plasmahumanos(Frei, 1991)

y queel ascorbato1,2 mM disminuyeTBARS in vitro en hígadode rata(Antonenkovy Sies,

1992). El ascorbatopuede actuarcomo antioxidante o prooxidantesobre la oxidación de

lípidos (Halliwell y Cutteridge,1989b)y proteínas(Stadtman,1991) in vitro, dependiendo

de variascondicionesque incluyen la concentraciónde ascorbatoy de ioneshierro o cobre

(Kadiiskaet al., 1992).

En cerebrode rata, concentracionesbajas de ascorbato(micromolar) estimulan la

peroxidaciónlipídica (TBARS) in vitro, mientrasque concentracionesmásaltas (milimolar)

la inhiben(Halliwell y Gutteridge,1989b). En hepatocitosde rataaisladosseha descritoun

incrementode TEARS in vitro por incubacióncon ascorbatodesdeO hasta250 pM (EShen,

1988).

Sehasugeridoqueconcentracionesbajasde ascorbatoincrementaríanla peroxidacién

mediantela reduccióndel hierro, mientrasqueconcentracioneselevadasde ascorbatopodrían

reducirlos radicalesperoxilodirectamenteahidroperóxidos(Hal]iwell y Gutteridge,1989b).

En este experimento, los niveles hepáticos de TBARS iii vítro (ascorbato-Fe2~)

resultaronsignificativamentemenoresen los grupos<3 MEDIA y <3 ALTA que en el grupo

C BAJA. Debemostener en cuentaque en los trabajoscitados anteriormente,el efecto

protectorseobtuvo mediantela adición directadel ascorbatoal sistemade peroxidaciónin

vitro. En nuestrocaso. la suplementacióncon ascorbatoserealizó en la dieta, por lo que

nuestrosresultadosmuestranqueun aumentoen los nivelesde ascorbatoiii vivo, en elhígado

de cobayadisminuyela susceptibilidaddel tejido a la peroxidaciénlipídica in vitro.

La peroxidaciénde lípidos a una Lasa fija de generaciónde radicaleslibres depende

de dos factoresprincipales: la concentraciónde antioxidantesy la cantidad de sustratos

oxidablespresentesinicialmenteen la muestra.La proporciónde ácidosgrasosinsaturados

disminuyóen el grupoES BAJA en relacióncon el grupo ES MEDIA en todos los lípidos de

membranaanalizados.Así, el fuerte aumentode la peroxidaciónlipídica in vitro observada

en el grupo <3 BAJA no puedeser debido a un aumentode sustratosoxidablessino que

probablementesedebea los bajos niveles del antioxidantevitamina<3.
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Por otraparte,el descensoen los nivelesde insaturaciónde los ácidosgrasosocurrió

en las cuatro fraccionesde origende membrana,pero no en la de triglicéridos. Esto sugiere

que los ácidos grasos en la membranade los hepatocitosson más susceptiblesal daño

oxidativo in vivo que los depósitosde lípidos intracelulares.

El descenso(72-66%)en los nivelesde MDA libre (medidopor HPL<3) en los grupos

ES MEDIA y ES ALTA en relacióncon el grupo ES BAJA, muestraque el ascorbatotambién

reducela peroxidaciónlipídica in vivo en el hígadode cobayasno sometidosa condiciones

de estrés.Esteresultadocoincidecon un trabajoen el queseobservóun incrementodel 30%

en los nivelesde TBARS in vivo, en el hígadode cobayasque recibieronunadietadeficiente

en vitamina <3 durante3 semanas(Mori et al., 1992).

El fuerte efecto de la vitamina <3 sobre los niveles endógenosde MDA libre

encontradoen estetrabajosedebeprobablementea la medidadirectadel MDA por HPL<3,

mientrasqueel métododel TBA sufrede un alto nivel de interferenciascon otrassustancias

cuandoserealizanmedidasin vivo (peroxidaciónlipídica endógena).Tambiénsehadescrito

en ratasque no sintetizanascorbato(ratasODS) un aumentoen TBARS en hígado,plasma

y LDL en relacióncon ratascontroles(Kimura a al., 1992).

En el grupo<3 BAJA, deacuerdocon el incrementoen los valoresde MDA libre, los

índices de insaturaciónde todas las fraccionesde lípidos de membranadisminuyeronen

relación con el grupo <3 MEDIA. Los cambios principales responsablesdel descensode

insaturaciónfueron el descensoen 18:1 y el incrementoen 18:0 (exceptoen la fracción de

fosfatidilcolina) en el grupo ES BAJA.

Les resultadosobtenidos muestranque la suplementacióncon vitamina <3 en la

dieta reducenotablemente(47-64%de reducción)el contenidoen carbonilosproteicosen

el hígado in vivo. Algunos autores han observadoque el nivel de carbonilosproteicos

aumentacon la edad(Sohal et al., 1993)y que la restriccióncalórica,la únicamanipulación

experimentalcapazde incrementarla vida máxima,disminuye los carbonilosproteicosen

hígadode ratón (Youngmanet al., 1992).

Se ha descrito la capacidaddel glutatién de inhibir la formación de TBARS y de
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carbonilosproteicoscuandoes añadidoa un sistemade peroxidaciénin vflro de microsomas

de hígadode rata(Palamanday Kehrer, 1992). Los resultadosobtenidosen esteexperimento

extiendenla capacidadde inhibir la oxidaciónde lípidos y proteínasa la vitamina <3 in vivo

en el hígadode cobayasen condicionesbasales.

La vitaminaES inhibe la formaciónde 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina(8-OHdG)en timo

de terneraitt vitro (Fischer-Nielsenet al., 1992) y en espermahumanoin vivo (Fragaa al.,

1991). Otrosautores,sin embargo,no han observadoefectosinhibitorios de la vitamina ES

sobrela formaciónde 8-OHdGenADN nuclearde hígadode rata(Takagi et al., 1995). En

nuestroexperimentotampocoseobservarondiferenciasen los nivelesde 8-OHdGalas dosis

de vitamina <3 estudiadas.

El grupo suplementadocon nivelesaltosde vitamina <3 (<3 ALTA) mostró la misma

capacidadque el grupo <3 MEDIA de disminuir la oxidación de lípidos y proteínasen

relación al grupo <3 BAJA. Sin embargo, los animales de este grupo presentaronun

incrementomenor de pesocorporal que el grupo ES MEDIA. Se ha descritoun menor

crecimientoen crías de cobayasuplementadascon 5 g vitamina <3/kg dieta (Bateset al.,

1988).

Los índicesde insaturaciónde los ácidosgrasosdescendieronen el grupo<3 ALTA

en relacióncon el grupo ES MEDIA en tres de las fraccioneslipídicasanalizadas.La fracción

de fosfatidilcolinano mostrócambiosen la insaturación,y el descensode insaturaciónen la

fracción de lisofosfatidilcolina fue menoren el grupo <3 ALTA que en el <3 BAJA. Esto

puedeexplicar,en parte,porquélos nivelesde MDA no aumentaronen el grupoES ALTA.

Nuestrosresultadosmuestranque el incrementoen la ingestiónde vitamina ES en el

cobayadesde660 hasta13.200 mg/kg dieta no aumentala protecciónde los lípidos y las

proteínasfrente al dañooxidativo, aumentaminimamentelos niveleshepáticosde vitamina

ES, disminuye la gananciade pesocorporal y la insaturaciónde los ácidos grasosen las

fraccionesde fosfatidiletanolamina,lisofosfatidilcolinay esfingomielina.Así, 13.200 mg/kg

dieta puedeconsiderarseuna cantidadexcesivaya que es superfluao incluso perjudicial,

segúnel parámetroanalizado.
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Algunoscambiossonsimilaresen animalessuplementadoscon cantidadesde vitamina

ES muy altas y muy bajas: descensodel peso corporal y en la insaturaciónde los ácidos

grasos(incrementoen 18:0 y descensoen 18:1 y, en algunasfracciones,16:1).

La cantidadde 660 mg vitaminaES/kg dietaesla dosisóptima, desdeel puntode vista

de los radicaleslibres, entrelos tres niveles estudiados.Estacantidades similar a la dosis

de vitamina <3 seleccionadapor los criadoresde cobayas siguiendo criterios como el

crecimiento, la reproduccióny el mantenimientoa largo plazo. Estosugiereun paralelismo

entrelos nivelestisularesdedañooxidativo y antioxidantesporunaparte,y el estadogeneral

de saludde los animalespor otra parte.

La capacidadde la vitamina<3 de disminuir la oxidaciónde lípidosy proteínasin vivo

apoya la hipótesis de que una adecuadaprotección antioxidante es esencial en el

mantenimientode la integridadde los lípidos y proteínashepáticosen condicionesbasales,

La cantidadde 20 mg/animal.díaes 40 vecesmayor que el requerimientodiario paraevitar

e] escorbuto(0,5 mg/animal.día).

Los efectospositivos de la vitamina ES observadosen estetrabajo seobtuvieronen

animalesintactos,en ausenciade un estrésoxidativoadicionalinternoo externo.Estosugiere

que existe un intervalo amplio y seguro de suplementacióncon vitamina <3 entre la

deficienciay la protecciónóptima frenteal daño oxidativo en los animalesen condiciones

basales.Es posible que esto se relacione con los resultadosde numerososestudios, la

mayoríade los cualesindican que la vitamina ES en la dieta protegefrenteal desarrollode

diversasenfermedadesdegenerativas,comolas enfermedadescardiovasculares(Gazianoa

al., 1992; Gey, 1990; Simon, 1992) y el cáncer(Ames, 1989a;Block, 1991; Byers y Perry,

1992).

Las dosisy el tiempode suplementaciónelegidostambiénfueronefectivosen el caso

del corazón,ya que los nivelescardíacosde vitamina ES aumentarongradualmentedesdeel

grupo<3 BAJA hastael ES ALTA. Por tanto, la concentracióncardiacade vitamina <3 en el

cobayadependedel contenidode estavitaminaen la dieta.

Los nivelesde vitamina E tendierona aumentara medida que la concentraciónde
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vitamina ES incrementaba.Esto apoya la propuestade un sinergismo in vivo entre las

vitaminas ES y E, que ya ha sido demostradoin vitro (Packeret al., 1979).

La vitamina E esel principal antioxidanteliposolubleen las membranascelulares,

dondepuedeactuar reduciendoradicalesperoxilo (L00) y alcoxilo (LO’) de los ácidos

grasosa suscorrespondientesproductos,los hidroperóxidos(LOOH) y los hidróxidos(LOH)

lipídicos. Duranteesteproceso,la vitamina E es oxidadaproduciendoel radical tocoferilo,

el cual no puede continuar su función antioxidante. Les niveles de vitamina E en las

membranasbiológicasson tres órdenesde magnitudmenoresque los de ácidosgrasos,por

lo que la función antioxidantede la vitamina E necesitala reduccióncontinuadel radical

tocoferilo a vitamina E, lo que puederealizarsepor dosantioxidantes,la vitamina ES y el

glutatión.

La tendenciaobservadaa aumentarlos niveles de vitamina E al aumentarlos de

vitamina <3 puedeser debidaa estesinergismoentreambasvitaminasactuandoin vivo. Les

nivelesrelativamentebajosde estrésoxidativo de los animalesenestadobasal,puedeevitar

el consumototal devitamina E en los animalesdeficientesen vitamina<3, lo queexplicaría

la falta de significaciónen las diferenciasen vitaminaE entrelos tres grupos.

Les valoresmayoresde peroxidaciónlipidica obtenidosmedianteel testdel TBA que

a travésde la determinacióndirectade MDA libre por EPLES indican que, de acuerdocon

datos de hígado,pulmón y cerebrode siete especiesde vertebrados(López-Torreset al.,

1993a),el testdel TBA detectaotrassustanciasademásdel MDA en el tejido cardíaco.

El hechode que la comparaciónde TBARS entrelos tres gruposy de MDA libre

entrelos gruposC MEDIA y ES ALTA no mostraradiferenciassignificativasindica que la

suplementacióncon vitamina<3 no modifica la peroxidaciónlipídica en eJ corazónde cobayas

en condiciones aerobiasbasales,

Los nivelesmenoresde MDA libre observadosen el grupoES BAJA no implican la

presenciade una menorperoxidaciónlipídica en estegrupo, ya que esteresultadono fue

confirmadopor la medidade TBARS. La peroxidaciónlipídica esun procesocomplejoque

da lugara la formaciónde otrassustancias,detectadasmedianteel test del TBA, ademásde
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MDA libre. Estosproductosde peroxidaciónlipídica adicionalesson mucho másabundantes

que el MDA libre en varios modelosde peroxidación(Halliwell y Gutteridge, 1989b).

Además, el MDA libre es metabolizadoen la mitocondriade una maneratodavíapoco

conocida.Es posibleque la deficienciaen vitamina ES modificarael metabolismodel MDA

sin afectara la peroxidaciónlipídica.

De acuerdocon los resultadosobtenidos para la peroxidación lipidica, la razón

GSH/GSSG,un estimadordel estrésoxidativo celular, no semodificó significativamenteen

los tres gruposde cobayas.

La ausenciade cambiosen la peroxidaciónlipídica no descartala posibilidadde que

la suplementacióncon vitamina ES seaprotectorafrenteacualquierestrésoxidativoadicional

en diversassituacionesfisiológicaso patológicas.Nuestroexperimentoha sido realizadoen

animalesintactosbajo condicionesaerobiasbasales.En esteestadobasal,esposible que los

demáscomponentesdel sistemaantioxidanteque no son la vitamina <3, seansuficientespara

eliminar las pequeñascantidadesde radicaleslibres que se generanen el tejido cardíaco.

La suplementaciónen la dieta con vitamina <3 aumentala capacidadantioxidantedel

corazónde cobaya,ya que da lugar a niveles mayoresde vitamina ES en este tejido, que

puedenseresencialesen presenciade un estrésoxidativo adicional.

Les efectosde la suplementacióncon vitamina ES en la dieta fueron estudiadosbajo

condicionesaerobiasbasalesy tambiénen animalessometidosa un estrésoxidativoadicional.

Paraello utilizamos un inhibidor de la actividadcatalasa,el 3-amino-1,2,4-triazol(AT). En

el cobayaesta enzima está localizada no sólo en los peroxisomas,sino también en el

citoplasmay en la matriz nuclear(Ceertsy Roels, 1982; Yamamotoa al., 1988).

El tratamientocon AT fue muy efectivo,ya queprovocó una desaparicióncasi total

(90%) de la catalasahepáticaen los dos grupos ES BAJA +AT y <3 ALTA ±AT.Dosis

similaresde AT in vivo a las utilizadasen esteexperimentohan sido descritaspreviamente

en el cobaya(Geertsy Roels, 1982) y en otras especies(Alíen et al., 1983; Aragóna al.,

1991; Barja de Quirogaa aL, 1989; ionesy Neilí, 1982; Yusaa al., 1987) y también en

hepatocitosde ratacultivados en presenciade AT (Starkey Farber, 1985).
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En el cobaya.del 56% al 87% de lacatalasahepáticaestálocalizadaen el citoplasma

(Yamamoto ci a/., 1988). En condiciones fisiológicas, esta catalasacitoplasmáticaestá

provistacon sustrato(Geertsy Roels, 1982), por lo que la inhibición de la catalasamediante

el tratamientocon NT conducea un incrementoen los nivelesde H202 celularesy por tanto

a un estrésoxidativo adicional.De hecho,seha observadoun aumentoen la concentración

tisuar de FF02 en moscassuplementadascon 2mM AT en el aguade bebida(Alíen a al.,

1983).

El aumentode vitamina<3 en la dietadió lugara un descensoen los nivelesde MDA

libre, medido directamentepor HPL<3, en el hígadode cobaya.Estos resultadosmuestran

queel ascorbatoescapazdedisminuir la peroxidaciónlipídica in vivono sólo en condiciones

normalessino tambiénen animalesen los que la catalasaha sido inhibida.

El grupo<3 ALTA ±ATpresentónivelesmásaltosde la razónGSH/GSSGy además

tantoen estegrupocomo en el grupo<3 BAJA ±AT,no aumentaronlos nivelesde TBARS,

adiferenciade lo que ocurrió en el grupo<3 BAJA. Estosugiereque, de algunamanera,el

AT protegefrenteal dañooxidativo.

En estudiosprevios seha demostradoque los antioxidantesendógenosestánsujetos

a un control homeostático.La exposicióna un estrés oxidativo ¡a vivo puedeproducir

induccionescompensatoriasde los antioxidantesendógenos(López-Torresa al., 1993b;

Sohal et al., 1984). Sin embargo, el tratamientocon AT a corto plazo, no produce la

inducciónde otrosantioxidantes(Pérez-Campoet al., 1990). En nuestroexperimento,lo que

posiblementeprotegesonotrasenzimaso proteínasinducidaspor H202, ya que essabidoque

el 1-FO, inducela expresióngénica de un gran númerode proteínascon carácterdefensivo

(Rushmorea al., 1991; Storz a al., 1990).

Los resultadosobtenidosmuestranun paralelismoen el efectode la suplementación

con vitamina ES sobrela oxidaciónde lípidos y proteínasiii vivo. La vitamina ES dió lugar a

una disminución(25-60%)en los niveles de carbonilosproteicosen el hígadode cobayasen

condicionesbasalesy en animalessometidosa un estrésoxidativo adicional.

En resumen,la capacidadde la vitamina ES de disminuir la oxidación de lípidos y
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proteínastisularesin vivo indica que una protecciónantioxidanteadecuadaes esencialpara

mantenerla integridadde los lípidos y proteínasen el hígadode cobaya. Esta capacidad

puede ser de gran importanciaen la prevenciónde enfermedadesdegenerativascomo las

enfermedadescardiovasculares(Gazianoet al., 1992; Gey, 1990) y el cáncer(Ames, 1989a;

Block, 1991; Byers y Perry, 1992).

En el segundoexperimentode estatesisestudiamosel efectode la suplementacióncon

vitamina E en la dietasobreel dañooxidativoa lípidos, proteínasy ADN, y la composición

en ácidosgrasosen hígadoy corazónde cobaya,utilizando la concentraciónde vitamina <3

óptima encontradaen el experimentoanterior (660 mg vitamina ES/kg dieta).

ESomoconsecuenciadel carácterliposoluble de la vitamina E y de su metabolismo,

los cambiosen la concentracióntisular del a-tocoferoltras la suplementaciónen la dieta son

relativamentelentos en comparacióncon otros antioxidanteshidrosolublescomo el ácido

ascórbico.Por lo tanto, es importanteel desarrollode diseñosexperimentalesapropiados

respectoal tiempoy dosisdesuplementaciónconvitaminaE, quepermitanobteneranimales

con diferentesconcentracionestisularesde vitamina E.

Los cobayasutilizadosenesteestudio,mostrarondiferentesconcentracioneshepáticas

de vitamina E tras la suplementacióncon tres cantidadesdiferentesde vitaminaE en la dieta

durante5 semanas.Los cobayasdel grupoE BAJA (15 mg vitamina E/Kg dieta) ingerían

0,6-0,75 mg de vitamina E diarios. Estacantidades similar al requerimientomínimo de

vitamina E para cobayasen crecimiento, 1 mg diario (Shimotori et al., 1939; National

Reseach<3ouncil, 1978). Los animalesde estegrupo mostraronun crecimiento,ingestade

alimentoy comportamientonormales.AunquesusniveleshepáticosdevitaminaE eranbajos,

alcanzaban12 p¿g vitamina E/g tejido. En los cobayas,se requiere una dieta totalmente

deficienteen vitamina E, administradadurante8 semanas,paraobservarpérdidade peso

corporal,degeneracióndel músculoesqueléticoy atrofia de los testículos(National Research

ESouncil, 1978). Por consiguiente,los animalesdel grupo <3 BAJA no son deficientesen

vitamina E, sino que presentannivelesbajos de estavitamina.

El grupo E MEDIA (150 mg vitamina E/kg dieta) ingirieroncantidadesde vitamina

E 6 vecesmayoresqueel requerimientomínimo diario. Estacantidadessimilara la utilizada
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parael mantenimientonormalde cobayas.El grupo E ALTA (1.500mg vitaminaE/kg dieta)

fue diseñadoparaclarificar si nivelesde vitamina E 64 vecesmayoresque el requerimiento

mínimo diario tendríanefectosbeneficiososo perjudicialessobre la oxidación de lípidos,

proteínasy ADN, y la insaturaciónde ácidosgrasos.

Los tres nivelesde vitaminaE utilizadosno afectaronal pesocorporalni a la ingesta

de alimento de los animales,y fueron muy efectivosal producir diferentesconcentraciones

hepáticasde a-tocoferol. Entre los gruposE BAJA y E MEDIA, y E MEDIA y E ALTA

encontramosuna diferenciade 2,5 a 3 vecesen el contenidohepáticode vitamina E. Así,

la vitaminaE hepáticaen cobayasrespondea los nivelesde vitaminaE en la dietade manera

similar a lo observadopreviamenteen ratas (Vatasseryet al., 1988; Uedae lgarashi, 1990).

A pesar de la presenciade concentracioneshepáticasde a-tocoferol ampliamente

diferentes, no se observaronvariacionesen la razón GSG/GSSG,el MDA libre ni en el

contenido en carbonilosproteicos. El glutatión reducido y oxidado, y el MDA libre se

encuentranenel compartimentohidrofílico y lo mismosucedeen la mayoríade las proteínas

tisulares. Estos resultadosson compatiblescon la función de la vitamina E como un

antioxidanteimportanteen las membranasperono en el compartimentocelularhidrofílico.

El MDA es un productode peroxidaciónlipídica que se metabolizaen las células,

principalmente en las mitocondrias. En condiciones basales no se acumula en el

compartimentoacuoso, lo que sí puedeocurrir en animalessometidosa un fuerte estrés

oxidativo que genereuna pérdidade homeostasis.Además,la ausenciade diferenciasen la

peroxidaciónlipídica a tiempo o mm, determinadamedianteel test del TBA, apoya la falta

de diferenciasen los niveles de MDA libre.

Les nivelesde 8-OHdG no semodificaronpor la suplementaciónconvitamina E en

la dieta. Otrosautoreshanobservadoen hígadode ratauna inhibición en la formaciónde 8-

OHdG por efecto de la vitamina E (Takagi et al., 1995). Las diferenciascon nuestros

resultadospueden ser debidasa que en este experimentolas ratas habían sido tratadas

previamentecon el hepatocarcinógeno2-nitropropano,mientras que nosotrosutilizamos

animalesintactos.
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A diferenciade la ausenciade efectoen el compartimentohidrofílico, el incremento

en los niveleshepáticosde cx-tocoferoldel grupo E BAJA al E MEDIA inhibió fuertemente

la peroxidaciónlipídica no enzimática(ascorbato~Fe2~).Esto refleja el importantepapel

antioxidantede la vitamina E en las membranasbiológicas.El aumentode a-tocoferolen el

grupo E ALTA no dió lugar a una protecciónadicional.

Algunos trabajos previos han obtenido resultados similares para roedores de

laboratorio. Unadieta con 180 mg vitamina E/kg dieta disminuyóla peroxidaciónlipídica

respectoa unadietacon 86 mg/kgen hígadode ratatras un mesde suplementación,mientras

que 1.400 mg/kg no aumentó el nivel de protección (Gúnther a al., 1992). La

suplementacióncon vitamina E en la dieta también disminuyó la susceptibilidad a la

peroxidaciónlipídica en hígadode rata(Thompsony Lee, 1993; Williams et al., 1992), y

la peroxidaciónde microsomasde hígadode rata inducidapor ascorbatoy Fe2~ (Palamanda

y Kehrer, 1993). En ratonestratadosdurante7 semanascon 200 mg vitamina E/kg dieta, no

se apreció un descensoen la peroxidación hepáticafrente a ratonesdeficientesen esta

vitamina, aunqueen estetrabajo no se determinaronlos niveles tisularesde vitamina E

(Sutphiny Buckman, 1991).

En el experimentoanteriorobservamosquela suplementaciónconvitamina<3 también

reducelos nivelesdeperoxidaciónlipídica no enzimáticaen el hígadode cobayasmantenidos

en las mismascondicionesexperimentales(figura D.la). El nivel óptimo de vitamina ES en

la dieta(660 mg/kg) encontradoen eseestudio,esel utilizado en el presenteexperimentoen

todos los gruposde vitamina E. En ambosexperimentosobservamosniveles similaresde

peroxidaciónlipídica en el grupo ES MEDIA E BAJA (figura D.1: segundabarraen D.la y

primerabarraen D.ib).

A pesarde que en el grupo E BAJA utilizamos nivelesóptimosde vitamina ES, este

grupomostróvaloresde peroxidaciónlipídica mayoresque los gruposE MEDIA y E ALTA

(figura D. Ib). Así, la protecciónóptima frente a la peroxidaciónlipídica hepáticaen el

cobayarequierela suplementaciónsimultáneacon vitaminas<3 y E a niveles medios. Este

resultadoapoyala supuestacolaboraciónentreambasvitaminasiii vivo, en la que la vitamina

ES reduceal radical tocoferiloa vitamina E (Buettner, 1993; Niki, 1991).
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Los ácidosgrasosinsaturadosson las moléculasmássensiblesal daño causadopor

los radicaleslibres en las células.Estasensibilidadaumentaen funcióndel númerode dobles

enlacesde cadaácidograsoconcreto(North a al., 1994). Se han realizadoalgunostrabajos

sobreel efecto de la suplementaciónen la dieta con vitamina E sobrela composiciónen

ácidosgrasosde los tejidos, aunqueninguno de ellos se ha llevado a caboen cobayas.

Se ha descrito un descensoen la insaturaciónde ácidos grasosen microsomas

hepáticosde críasde ratamantenidasconunadietadeficienteen vitaminaE durante9 meses

(ESlementy Bourre, 1993). En estetrabajoel contenidohepáticode vitamina E descendió

mucho másque en nuestrotrabajo(0,8 ¡xg/g tejido) y en el grupodeficiente en vitaminaE

se observaron descensosen los ácidos grasos insaturados 16:1, 18:1, 18:2, 20:3 e

incrementosen 18:0 y en los ácidosgrasossaturadostotales. Este estudiono incluyó un

grupo suplementadocon dosisexcesivamentealtasde vitamina E.

Otrosautorestambiénhanencontradodescensosen la insaturaciónen microsomasy

mitocondriasde hígadode ratasdeficientesen vitamina E (Buttriss y Diplock, 1988). Por

otra parte, se ha descrito un descensoen el índice de insaturación,20:4 y 22:6 y un

incrementoen 18:2 en el hígado de ratashipertensasSHR suplementadascon 2.000 mg

vitamina E/kg dietadurante6 semanas(Koba et al., 1992). En estetrabajono seincluyó un

grupo con nivelesbajos de vitamina E, sólo seestudióla fracciónde fosfatidilcolina, y no

sevaloraronlos ácidosgrasossaturados.

Algunos autoresno encontraroncambiosen la insaturaciónde los ácidosgrasosen

varios tejidos de ratatras la administraciónde dietascon nivelesbajosde vitamina E (Lee

y Barnes, 1969). ESiertosproblemasen el diseñoexperimentalpuedenexplicarestosdatos

negativos. Por ejemplo, no se detectaroncambiosen los ácidos grasos poliinsaturados

hepáticosde ratonesSwiss alimentadoscon dietasque contenían0, 50 ó 150 mg vitamina

E/kg dieta, pero tampoco se encontraroncambiosen la concentraciónhepáticade esta

vitamina (Tangneyet aL, 1988).

En nuestroestudiohemosobservadoque nivelesbajos y altos de vitamina E en la

dieta, y por consiguienteen el hígado,disminuyensignificativamentela insaturaciónde los

ácidosgrasos,y que la insaturaciónmáximatienelugar a nivelesintermediosde vitaminaE.
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El efectode la dosisbajade vitamina E ocurre incluso en animalesque no sondeficientes

en estavitamina. Los efectosobservadossoncuantitativamentemayoresen el grupoE ALTA

queen el E BAJA, debidoprobablementea queel grupoE BAJA fue diseñadocon el fin de

evitar la deficienciaen estavitamina.

Los cambiossignificativos ocurrenen la misma dirección en todas las fracciones

lipídicas,exceptoen la de triglicéridos, lo que indica queel papelprotectorantioxidantede

la vitamina E a niveles medios tiene lugar principalmenteen los lípidos de origen de

membrana.Los triglicéridossedepositanen lascélulashepáticasrodeadosde otrasmoléculas

como fosfolípidos y colesterol. Esto puedeprotegerlosfrente al estrésoxidativo, lo que

explicaríala ausenciade modificacionesencontradaen relacióncon las de los fosfolípidos.

Los cambiosencontradosen los fosfolipidosocurrensiempreen la mismadireccióndel grupo

E MEDIA a los otros dos grupos: descensosen la insaturaciónde los ácidosgrasos.

El descensoen la insaturaciónde los ácidosgrasosa nivelesbajos de vitamina E es

lógico teniendoen cuentael papelantioxidantede estavitaminaen las membranaslipídicas.

Respectoa la pérdidade insaturacióna nivelesaltos devitamina E, se ha demostradoque

el x-tocoferol puedetenerun efectoprooxidanteen sistemasquímicos(Mukay et al., 1993)

y en LDL (Bowry a al., 1992> in vitro. El efectoprooxidanteseha atribuido a la reacción

del radical tocoferilo con los lípidos insaturadosy los hidroperóxidoslipídicos, generando

radicalesalcoxilo y peroxilo (Mukay et al., 1993). Estaacciónprooxidanteno tiene lugar

si en el sistemain viti-o estánpresentesconcentracionessuficientementealtas<le antioxidantes

como la vitamina <3, que reduceal radical tocoferilo regenerandola vitamina E (Bowry et

al., 1992).

Esteefectode la vitamina E podríaexplicarnuestrosresultados,ya que la cantidad

de vitaminaE en el grupoE ALTA (1.500mg/kgdieta) sobrepasabaa la de vitamina ES (660

mg/kg dieta) en este trabajo. Tampoco puedeser descartadoun efecto adicional de la

vitamina E sobrela síntesisde ácidosgrasospoliinsaturados,puestoque se ha demostrado

que la actividaddelta9-desaturasadesciendeen microsomashepáticosde ratasalimentadas

con dietas deficienteso suplementadascon vitamina E (Okayasua al., 1977) y que

concentracioneselevadasde vitamina E (20 veces superiores a los niveles del control)

disminuyela deltaú-desaturasaen hígadode rata(Despreta al.. 1992).
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En cualquier caso, los resultados de este experimento muestran los efectos

proexidantesde la vitamina E a dosis muy balaso muy altas, sobre los ácidos grasosde

membranaen el hígado in vivo. El efecto prooxidantede dosis excesivamentealtas de

vitamina E sepuedenrelacionarcon sus efectosdeletéreosobservadosen ratas(Takahashi,

1995) y en otros mamíferos.Se han encontradoacumulacionesmasivasde vitamina E en el

bazo(15.000pg/g> yenel hígado(853 ~Ág/g)de ratasreciénnacidastratadosdiariamentecon

50 mg de vitamina E/kg pesocorporal durante7 días (Hale a al., 1995). Hay que señalar

que las concentracionesde vitamina E encontradasen este experimentoson un orden de

magnitudmayoresque las observadasen nuestroestudioen el hígadode los animalesdel

grupo E ALTA.

En nuestroexperimentode suplementacióncon diferentescantidadesde vitamina ES

en la dieta, observamosun descensoen la insaturaciónde los ácidos grasoshepáticosa

concentracionesde vitamina ES muy bajas(33 mg/kg) o muy altas<13.200mg/kg), utilizando

el mismo modelo animal, y los niveles de insaturación más altos se observaron a

concentracionesintermediasde vitamina <3 en la dieta (660 mg/kg). Estaconcentraciónde

vitamina ES resultó suficienteparaprevenir la peroxidaciónlipídica.

Para ambas vitaminas antioxidantes ES y E existe un nivel intermedio de

suplementaciónen la dieta, con el que se alcanza una protección óptima frente a la

peroxidaciónlipídica y la pérdidade insaturaciónde los ácidosgrasosen el hígado. Este

nivel es 40 (vitamina<3) ó 6 (vitamina E) vecesmayor que el requerimientomínimo diario

paraevitar los síndromescarenciales.Esto sugiere que los nivelesóptimos de vitaminas ES

y E en la dietason mayoresque la administracióndiaria recomendada(RDA), mientrasque

las dosisexcesivamentealtaspuedenpresentarefectosperjudicialesa nivel molecula,incluso

adosisno letalesy aparentementeno deletéreas.Estasdosisexcesivamentealtasde vitaminas

antioxidantedebenserevitadasporsu potencialefectonocivo, especialmenteen el casode

la vitamina E durantela suplementacióna largoplazo.

La concentraciónde a-tocoferolencontradaen el corazónde los cobayasdel grupo

E BAJA (7,4 gg/g) indica que estosanimalesposeennivelesbajos de vitamina E en este

tejido, pero no sondeficientesen estavitamina.
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La concentraciónmolar de ~-tocoferol presentenormalmenteen las membranas

biológicas es tres órdenesde magnitud menor que la de las principales moléculasque

protege, los ácidos grasos poliinsaturados. El papel antioxidante de la vitamina E,

especialmentecuandoestápresentea concentracionesbajas,dependedel rápido recicladodel

radical aiocoferilo (formado cuandola vitamina E reducea los radicalesperoxilo de los

fosfolípidos). Esto ocurre mediantela reduccióndel radical tcoferilo por la vitamina ES

(Buettner, 1993; McESay, 1985; Niki, 1991; Packeret al., 1979) o porel glutatión. En este

último caso,el GSH se oxida a GSSG. La importanciarelativade estosdos reductoresdel

radical tocoferilo, vitamina ES y glutatión,en las célulassedesconoce,aunqueambospueden

trabajarsinérgicamente.Recientementese han detectado(Wells y Xu, 1994) o purificado

(Maellaro et al., 1994) enzimas dependientesde GSH responsablesde la reducción del

radical dehidroascorbatoa ascorbato.

Les resultadosobtenidosen estetrabajodemuestranla relevanciadel sistemacardíaco

del glutatión en relación con la vitamina E. Mientras que los niveles de ascorbatono se

modificaron por efecto de la suplementacióncon vitamina E, la razón GSH/GSSG, un

indicadordel estrésoxidativocelular,aumentóen funciónde ladosisde vitaminaE. El perfil

de las curvasobtenidasparael cv-tocoferol y la razónGSH/GSSGen relacióncon la dosis

de vitamina E en la dieta resultaronmuy similares(figura D.2), lo que sugiereuna relación

causa-efectoentreestosdos factores.Estosresultadosindicanque la vitaminaE regenerael

glutatióncardíaco,lo cual no habíasido descritopreviamentein vivo en corazónde cobayas

ni de otros mamíferos.

Los resultadosde esteexperimentomuestranque el incrementoen la concentración

del cx-tocoferolcardíacoprotegecontrala peroxidaciónlipídica no enzimática,a pesarde que

las tres dietasutilizadasconteníanla dosis óptima de vitamina ES encontradaen el estudio

anterior de suplementacióncon vitamina <3. Estos resultadosfueron confirmadosmediante

la medidademayorsensibilidady especificidaddel espectrode fluorescenciade TBARS, que

produceun pico similar al que se obtiene por la medidadel productode reacciónde un

estándarde MDA purocon TBA.

Sehan descritodescensosen laperoxidaciónlipidica en el corazónde ratasdeficientes

en vitamina E respectoa las controles(GOnthera al., 1992; ESiúnthera al., 1994; Melin et
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al., 1995; Schimke e/ al. - 1987; Tiidus y Houston, 1993). Algunosautoresno encontraron

diferencias en la peroxidaciónlipídica cardíacaentre ratas que recibían 180 ó 1.400 mg

vitamina E/kg dietadurante24 días (Gúntheretal., 1992).Nuestrosresultadosmuestranque

el incrementode vitamina E desdenivelesbajos, aunqueno deficientes(E BAJA), a niveles

intermedios(E MEDIA) seis vecesmayoresque el requerimientomínimo diario, también

aumentala protección frente a la peroxidaciónlipídica. Sin embargo,no se obtiene una

protecciónadicionalal aumentarlos nivelesde vitamina E desdeE MEDIA hastaE ALTA.

Numerososestudiosrealizadosen poblacioneshumanassugierenla capacidadde la

vitamina E para reducir la incidencia de enfermedadescardiovasculares.Estudios

epidemiológicosrealizadoscon 1.954 individuos de 16 poblacioneseuropeasmostraronque

laconcentraciónde cv-tocoferolen el sueroes el principal parámetroasociadocon una baja

mortalidad causadapor cardiopatía isquémica. El a-tocoferol presentabauna mejor

correlacióninversafrentea la mortalidadpor estacausaque factoresde riesgoclásicoscomo

el colesterol y la presión arterial (Gey, 19%). También se han observadodescensos

significativos en la mortalidad causada por enfermedadescoronarias en estudios

longitudinalesen87.245enfermeras(StampferetaL,1993),39.910profesionalesde la salud

(Rimm et aL, 1993) y en 5.133 finlandeses(Knekt et al., 1994) tras la suplementacióncon

vitamina E, con reduccionesen el riesgo que alcanzabanel 32-65%. La capacidad

antiaterogénicade la vitamina E también ha sido demostradarecientementeen primates

(Verlangieri y Bush, 1992).

Los primerosmecanismosmolecularesque subyacenen estosefectosprotectoresse

relacionan,probablemente,con la capacidadde la vitamina E de disminuir la sensibilidada

la peroxidaciónlipídica cardiacay de manteneral glutatión en su estadoreducido. Se ha

observado recientementeque la actividad ATPasa Na~/K + miocárdica, una enzima

fundamentalen el mantenimientode las propiedadesbioeléctricasde los miocitos, está

estrechamenterelacionadacon el contenido en glutatión reducido del músculo cardíaco

(l-Iaddock et al., 1995).

Los resultadosobtenidosen nuestroestudio indican que cantidadesintermediasde

vitamina E (E MEDIA) sonsuficientesparadisminuir la peroxidaciónlipídica, mientrasque

se necesitanniveles altos de estavitamina (E ALTA) paraobtenerlos valoresmás altos de
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la razón GSH/GSSG. En cualquier caso, estos resultadosmuestranque un descensoen la

peroxidaciónlipídica junto con un aumentoen la razón GSH/GSSGseobtieneen el corazón

con dosisde vitamina E muchomás altasque el requerimentomínimo diario.

La importanciade la suplementaciónóptima convitamina E en el mantenimientode

la salud y la prevenciónde enfermedadespareceespecialmenteimportanteen el caso de!

corazón, ya que el tejido muscular de mamíferos, incluido el músculo cardíaco, es

especialmentepobre en defensasantioxidantesendógenas.Además, el músculo cardíaco

muestrael mayor consumode oxigeno basal (5 ml 02/g.h) y máximo (18 ml 02/g.h) así

como el mayor contenido en citocromo c entre los órganosvitales, y la diferenciaen la

concentraciónde citocromoe entreel corazóny el restode los tejidos es todavíamayor en

los humanos que en las ratas(Tyler, 1992). ESonsecuentemente,la razón GSH/GSSG es

menoren el corazónqueen el hígadode cobaya.La presenciasimultáneaen el corazónde

unacapacidadantioxidanteendógenabajaconuna elevadatasade metabolismomitocondrial

aerobio (que incrementaríala msa de producciónde radicales libres) para mantener la

contraccióncardíaca,puedeconducir fácilmentea un estrésoxidativo endógenoen este

órgano.Estosepuederelacionarconel hechode que el fallo cardíacoseencuentreen primer

lugar entre las causasde muertepor fallo de un sólo órganoen la mayoríade los paises

industrializados.La capacidadde la vitamina E de protegeral corazónfrente al estrés

oxidativo, observadaen estetrabajo en el modelo del cobaya,puedeser de gran utilidad

frentea la principal causade muerteen humanos.

El shocksépticoes un fenómenosistémicoque seproducetras una infecciónaguda

y da lugar a un descensoen la presiónsanguínea,un aumentode la frecuenciarespiratoria

y cardiaca,y puedeproducir en pocashorascoagulaciónintravasculary un fallo orgánico

generalizado(Frenchet al., 1994>. En estetrabajoutilizamos lipopolisacárido(LPS) de E.

cotíserotípo0111 :B4 parala inducciónexperimentaldel shocksépticoen el cobaya.Aunque

el mecanismoprecisode la sepsis inducidapor endotoxinasbacterianasesdesconocido,se

relacionacon una inadecuadaperfusión tisular (Jameset al., 1995) y con la producciónde

radicaleslibres (McESord, 1987).

En nuestroestudio, los cobayasque recibierondosis bajasde vitaminas ES y/o E

presentaronuna deficienciamarginal, comoocurríaen los experimentosanteriores,ya que
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ingirieron como media 1,3 mg de vitamina <3 y/o 0,6 mg de vitamina E diarios,cantidades

similaresa los requerimientosmínimosdiarios.

Al finalizar las cinco semanasde suplementacióncon diferentes cantidadesde

vitaminasES y E en la dieta, y antesdel tratamientocon LPS, los gruposque recibierondosis

bajasde vitam¡na<3 (C BAJA E BAJA y -I-LPS ±E)presentaronunareducciónen la ingesta

y el crecimiento, como ya habíamosobservadoen el primer estudiode este trabajo de

suplementacióncon vitaminaC.

El hígadoes un órganofundamentalen la destoxificacióndel lipopolisacárido(LPS)

bacterianoduranteel shockendotóxico,con la participaciónde las célulasparenquimatosas

y sinusoidales(Nolan, 1981). Esteprocesoseacompañade dañohepatocelulariniciadopor

la activación, inducidapor LPS, de célulasfagocíticascomo los neutrófilosy las célulasde

Kupffer. Se han realizado numerososestudios en el hígado sobre la relación entre la

endotoxina y el estrésoxidativo (ESlementsy Habib, 1995; Dhaunsiet al., 1993; Ouchi et

al., 1993).

La quimioluminiscenciaindica el nivel de oxígenosinglete in vivo (<3adenasy Sies,

1984),y un aumentode aquellareflejaun incrementode la concentraciónintracelularde 0,

singletey la presenciaestrésoxidativo. En ratassometidasa septicemia,sehaobservadoque

la quimioluminiscenciahepáticaaumentaa las 24 h deldesarrollodel shockendotóxicoy este

aumentoestáasociadoal de enzimasmarcadorasde dañohepático(Llesuy et al., 1994).

Diversosestudioshan demostradoque antioxidantescomo la superóxidodismutasa

(Koyama et al., 1992), la catalasa(Milligan et al., 1988; Seekampa al., 1988), el ácido

ascórbico(Dwengeretal., 4994), la dimetiltiourea(Olsonetal., 1987)y la N-acetilcisteína

(Bernard et aL, 1984) atenúanel daño pulmonar causadopor la endotoxina. Estas

observacionesconfirmanel importantepapelde las especiesreactivasdel oxigenoen el daño

producidopor la endotoxina.

En otros estudios, sin embargo,el grado de necrosishepatocelulary los niveles

plasmáticoselevadosde transaminasashepáticasinducidos por la endotoxina,no fueron

atenuadospor el tratamientocon SOL), catalasa,a-tocoferol o alopurinol, aunqueen este
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trabajono sedeterminaronlos niveleshepáticosde estosantioxidantes(Shibayamay Nakata,

1993). Tampocoel selenioprotegefrentea la hepatotoxicidadproducidapor la endotoxina

(Shibayamaet al., 1994).

Por otra parte, se ha observadoque el tratamientocon concentracionesbajasde

endotoxinatieneun efectoprotectorfrentea la toxicidad del oxígeno,debidoa la inducción

de enzimasantioxidantes(Franka al., 1978).

Los niveles de ácido ascórbicoy a-tocoferol que encontramosen el hígadode los

cobayasreflejaron las dosis de estasvitaminas empleadasen la dieta. En los grupos que

recibierondosis bajasde vitamina ES en la dieta, los nivelesdeácidoascórbicohepáticono

alcanzaronniveles detectables.Les resultadosobtenidos indican que el ácido ascórbico

influye sobrelos nivelesde a-tocoferol,ya queel gruposuplementadocon ambasvitaminas

(+LPS +ES+E) presentóvaloressignificativamentemayoresde a-tocoferol que el grupo

suplementadosólo con vitamina E (+LPS +E), Esto sugiereque el efecto sinérgicoentre

ambos antioxidantesdemostradoitt vitro (Niki et al., 1985; Packeret al., 1979), podría

ocurrir también itt vivo. El ácido ascórbicoregeneraal radical tocoferilo a ¿ix-tocoferol

protegiendo,de una maneraindirecta,a las membranasbiológicas. En los cobayasintactos

utilizados en los experimentosanteriores,los bajos nivelesde estrésoxidativo evitaríanel

consumodel cx-tocoferol en los animalesdeficientesen vitamina ES. Por el contrario, el

tratamientocon LPS generaun estrésoxidativo adicional,que da lugara un mayorconsumo

de la vitaminaE, por lo seponede manifiestoel papeldel ácidoascórbicocomoregenerador

del a-tocoferol.

La razón GSH/GSSG, un estimadordel estrés oxidativo celular, presentóuna

tendenciaa mostrarvaloresmásaltos en los grupossuplementadoscon vitaminas.

Se ha observadoque la endotoxinainduce un aumentoen la peroxidaciónlipídica

hepáticaasociadacon la producciónde radicalessuperóxidoe hidroxilo en las células de

Kupffer (Bautista y Spitzer, 1990; Ghezziet a¿., 1986). Sin embargo,la hepatotoxicidad

producida por la endotoxina no aumentaen ratas por la ingestión de aceite de maíz

peroxidado(Shibayama,1992).
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Tambiénse ha descritola acumulaciónde sustanciasreactivasal TBA (Sakaguchici

al., 1991), dienosconjugados(ESlementsy Habib, 1995) y quimioluminiscencia(Frenchet

al., 1994) y descensosen los niveles de glutatión reducido y antioxidantesliposolubles

(Ohtakey Ogawa, 1984) en el hígadode roedoresexpuestosa endotoxinade E. colí.

En hígadode rata in vivo, los nivelesde MDA incrementaronen la faseagudadel

sbock endotóxico, descendiendopor debajo de los valores controlesdurante la fase de

recuperación,mientrasque lo contrarioocurreen la actividadenzimáticaSOD (Portoléset

al., 1993).

En nuestroestudio,el tratamientocon LPS no modificó los nivelesde MDA ni de los

productosde peroxidaciónlipídica in vivo (TBARS a O mm) en el hígado. Tampoco se

observóun aumentode la peroxidaciónlipídica in viti-o entre los gruposC BAJA E BAJA

y +LPS, aunqueambosgrupospresentaronniveles elevadosde TBARS debidoa las baja

concentraciónhepáticade vitamina E y a la ausenciatotal de vitamina <3. Por el contrario,

la suplementacióncon vitaminasen la dietadisminuyó significativamentela susceptibilidad

a la peroxidaciónlipidica en relación con los grupos no suplementados.Estos resultados

coincidencon los obtenidosen los dos experimentosanteriores.

La concentraciónhepáticade carbonilosproteicosaumentósignificativamentecomo

consecuenciadel tratamientocon LPS, lo que sugierela existenciade daño oxidativo a

proteínas durante el shock endotóxico. Este efecto no se presentó en los grupos

suplementadoscon vitamina<3, lo que indica un papelde estavitamina ES comoantioxidante

en la fracciónsoluble, comohabíamosobservadoen el primer experimentode estatesis.

El dañooxidativoal ADN, estimadomediantela determinaciónde 8-OHdG, tendió

a aumentarpor efecto del tratamientocon endotoxina,y esteefecto fue revertido por la

suplementacióncon ácido ascórbico,a-tocoferoly, de una forma más acusada,con ambas

vitaminas.

En el experimentode suplementacióncon diferentescantidadesde vitamina ES en la

dieta, habíamosobservadoqueel tratamientocon dosisbajasde estavitamina, eliminabael

ácido ascórbicocardíaco,mientrasque dosis mediaso altasproducíanun aumentoen sus
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niveles.En los cobayastratadoscon LPS, encontramosel mismo resultadoen los gruposque

recibierondosisbajasde vitamina ES (ES BAJA E BAJA, +LPS y +LPS +E). Sin embargo,

los grupos tratadoscon dosis mediasde esta vitamina (+LPS +<3 y +LPS +ES±E)la

concentracióncardíacade ácido ascórbico no resultó detectable, lo que indica que el

ascorbatoes consumidotras el tratamientocon LPS. Estudiospreviossobrela acciónde la

endotoxina en tejidos animales se han realizado en animales capacesde sintetizar el

ascorbato.Por estarazón,probablemente,esteefectode la endotoxinasobrelos nivelesde

ácidoascórbicocardíacono han sido descritosanteriormente.

Recientementese hadescritoun efectoprotectorparcial frentea la endotoxinacon

el antioxidanteN-acetilcisteinaen el corazón(Zhang et al., 1994) y con ascorbatoen el

pulmón (Dwenger et al., 1994), y se ha observadola capacidadde la endotoxinade

promoverla oxidación del ascorbato(Stark etal., 1988). El consumototal del ascorbatoen

el corazón,a diferenciade lo que sucedeen el hígado,indica su relevanciaen estetejido.

En un estudio en humanoscon shock séptico se ha observadouit desequilibrio

prooxidante/antioxidante,junto con un descensoen los niveles de antioxidantes(Ogilve et

al., 1991).Además,recientementeseha demostradoun alto consumodeascorbatoen plasma

y una rápidadegradacióndel ascorbatosuministradoen pacientescon sepsis(Galleyet al.,

1996). La administración de antioxidantesa modelos animales con sepsisaumenta la

supervivencia(Goodey Webster,1994)y el tratamientocon ascorbato,cx-tocoferol, selenio

y N-acetilcisteinareduceen un 50% la mortalidad en humanoscon síndromede distrés

respiratorioagudo(Sawyeret al., 1989).

Estainformación sugiereque los antioxidantesposeenun valor protectorfrentea la

infección. El ácidoascórbicopuedeserelegidopor tratarsede un antioxidantenatural, cuya

concentracióntisular puedeserfácilmenteaumentadamediantela suplementaciónen la dieta

y que no presentaefectossecundariosen humanosa dosis inferiores a 1 g diario. Los

humanos,como los cobayas,no son capacesde sintetizarel ascorbato.Es posible que en

humanos,comohemosobservadoen el corazónde cobaya,el ascorbatorepresente,al mismo

tiempo, una dianaprimaria y una sustanciaprotectorafrente a la toxicidad inducidapor la

endotoxina.
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En nuestroestudio,la peroxidaciónlipídica en corazónde cobayano se modificó por

el tratamientocon endotoxina.La suplementacióncon vitamina E, sóla (+LPS +E) o en

combinacióncon vitamina ES (+LPS +ES+E), dió lugar a un descensoen la peroxidación

lipídica en presenciade LPS. Así, el valor protector de la vitamina E que habíamos

encontradoencobayassanosen el estudiode suplementacióncon vitamina E en la dieta, se

mantieneen animalestratadoscon endotoxina.Además,la concentraciónde vitamina E, el

principal antioxidante liposoluble, no se modificó por el tratamiento con LPS. Estos

resultadossugierenqueel estrésoxidativo agudoinducidopor la endotoxinaen el miocardio

del cobaya,no ocurreprimariamenteen la fracción lipofílica. Estaideaes apoyadapor el

efectode la endotoxinasobrelos nivelesde ascorbato,antioxidantehidrosoluble.

En la segundapartede estatesisestudiamosel efectode la suplementaciónconácido

ascórbicoy cv-tocoferolen la dieta en el hígadoy el plasmade ratasODS.

En esteestudio,las concentracioneshepáticasde vitaminaE reflejaron los nivelesde

esta vitamina en la dieta en las tres dosis seleccionadas,mientras que en plasma, la

concentraciónde vitamina E mostródependenciade la dieta sólo entrelos gruposE BAJA

y E MEDIA. La concentraciónde vitamina ES fue dependientede la dieta en los tres niveles

de suplementaciónestudiados,tanto en hígadocomo en plasma.

La suplementaciónen la dietacon vitamina<3 no modificó los valoresde TBARS in

vivo o in vitro en hígado ni en plasmay esto fue confirmadomediantela determinación

específicade hidroperóxidoslipídicos P<3OOHy PEOOH. Un estudioprevio en ratas ODS

(Kimura et al., 1992) tambiénmostró una carenciade efecto de la vitamina ES sobrelos

nivelesplasmáticosde TBARS.

Otrosautoreshan demostradola capacidadde la vitamina <3 en la dietade disminuir

los niveleshepáticosde TBARS en el cobaya(ESheny <3hang, 1978)y en nuestroestudioen

hígadodecobayatambiénhemosobservadoquela suplementacióncon vitamina ES en la dieta

escapazde disminuir los nivelesde MDA libre. La diferenciaentre estosresultadosy los

que hemos encontradoen esteestudioen ratas ODS puedeserdebido a la utilización de

variacionesde vitamina<3 en la dieta másampliaso tiemposde suplementaciónmayoresen

los estudios llevados a cabo en cobayas,o a diferencias intrínsecasen respuestaa la
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suplementacióncon vitamina <3 entre los dos modelosanimales.

En 1968, Tappel sugiriópor primeravez unaacción sinérgicaentrela vitamina ES y

la vitamina E paraeliminar radicaleslibres (Tappel, 1968). Diversosestudiosrealizadosin

viti-o indican que el ácidoascórbicopresenteen la faseacuosareaccionaeficientementecon

el radical a-tocoferoxilo producido en liposomasen proceso de peroxidación lipídica,

regenerandoal ¿x—tocoferol y por tanto su capacidadde eliminar radicaleslibres.

Scarpa y colaboradores demostraroneste efecto sinérgico en liposomas de

fosfatidilcolinautilizando un métodode resonanciaparamagnéticade electrones(Scarpaa

al., 1984). La reduccióndel radicala-tocoferilopor partede la vitamina ES tambiénha sido

confirmada medianteespectroscopiaen soluciones homogéneas(Packer a al., 1979).

Experimentoscon generadoresde radicales libres liposolubles en dispersionesacuosas,

tambiénhan demostradoesteefecto(Niki et al., 1985; Burton e Ingold, 1986).

Aunqueesta interacciónentrela vitamina ES y el radical de la vitamina E ocurre in

viti-o, actualmenteno se ha determinadosi estetipo de interaccióntambiéntiene lugar iii

vivo. Bendichy colaboradoresmostraronque el nivel de vitamina E encontradoen plasma

y pulmón en cobayassuplementadoscon ácidoascórbicoque en cobayasalimentadoscon la

misma dieta pero sin ascorbato(Bendich et al., 1984). Esteefecto sinérgicoantioxidante

entre la vitaminas <3 y E también se ha descrito en el hígado y el pulmón de cobayas

alimentadoscon aceiteoxidado(Miyazawaet aL, 1986).

Los resultadosde nuestroestudiosugierenla existenciade un cierto sinergismo in

vivo en condicionesbasalesya que el contenidoen vitamina E en e] plasniaaumentóen

función del la cantidadde vitamina <3 en la dietaen las ratasODS alimentadascon la dieta

de bajo contenidoen vitamina E (E BAJA). Esto es compatiblecon las relacionesmolares

relativasentreambosantioxidantes(muchomayoresen el caso de la vitamina ES) y con el

sentidode la interacciónredox propuesto:la vitamina ES reduceal radical de la vitamina E.

Diversos autores han descrito la capacidadde la vitamina E cíe disminuir la

peroxidaciónlipídica. La suplementaciónen la dieta con vitamina E disminuyólos niveles

de TBARS in vivo en hígadode rata(Gúntheret al., 1992; Wolf et al., 1993; Yoshizawaet
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al., 1991) y disminuyó los valoresde TBARS iii viti-o en microsomashepáticosde rata

(Palamanday Kehrer, 1993) y disminuyó la producciónde pentanoin vivo en ratas (Litov

ei al., 1981). Nosotros tambiénhemosobservadoun descensoen los nivelesde TBARS en

hígadode cobayassuplementadoscon vitamina E.

Los resultadosobtenidosen esteexperimentomuestranque las ratasODS también

respondenal tratamientocon vitamina E en la dieta con una reducciónde los valoresde

TBARS itt vivo tanto en hígadocomoenplasmay con un clarodescensoen la sensibilidad

a laperoxidaciónlipídica hepática(TBARS in vitro), lo queencajacon el funcionamientode

la vitamina E comoantioxidanteen la región lipofílica de los sistemasbiológicos.

El descensode los valoresde TBA itt viti-o en el hígadoe in vivo en plasmasepueden

observardel grupo E BAJA al grupoE MEDIA, mientrasque el incrementoen vitamina E

en cl grupoE ALTA no produjo beneficiosadicionales.Estosresultadossoncoincidentescon

los que hemosencontradoparalos valoresde TBA itt viti-o en cobayassuplementadoscon

vitamina E.

La reducciónen los valoresde peroxidaciónlipidica observadosen esteexperimento

mediante el test del TBA fueron confirmadosmediante una técnica de HPL<3 de alta

especificidad.Los hidroperóxidoslipídicos se generanduranteel proceso(le peroxidación

lipídica con anterioridada la fragmentaciónde la cadenaque conducea una gran variedad

de productos,por lo que constituyenunos marcadoresidealesde la peroxidaciónlipídica.

En esteexperimento,la concentraciónhepáticade hidroperóxidosde fosfatidilcolina

y de fosfatidiletanolamina(PESOOHy PEOOH)descendióin vivo a medidaque aumentaba

el contenidode vitamina E en la dieta. El descensoen los nivelesde PEOOHse observaya

en el grupoE MEDIA, mientrasquesenecesitannivelesmásaltosde vitaminaE (E ALTA)

paraobservaruna reducciónsignificativaen los nivelesde PESOOH.

Teniendoen cuentalos resultadosanteriores,podemosdeducirque la determinación

de las cantidadesóptimas de vitaminasen la dieta, uno de los objetivos principalesde la

investigación sobre vitaminas antioxidantes,puede variar dependiendodel parámetro

estudiado.Sin embargo, los resultadosobtenidosen esteexperimentoindican que esas
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cantidadesóptimasson mucho más altas que aquellasnecesariaspara evitar los síndromes

carenciales.Las concentracionesde vitaminaE observadasen el grupo E BAJA son mayores

que las típicasde ratas deficientesen estavitamina, lo que apoyala conclusiónanterior.

Se ha descrito la capacidadde la vitamina E para inhibir la acumulación de

hidroperóxidoslipídicos en ratasintoxicadascon tetraclorurode carbono(Miyazawaet al.,

1990). Sin embargo, el efecto protector de la vitamina E sobre la formación de

hidroperóxidoslipídicos in vivo en ausenciade cualquiertipo de manipulaciónexperimental

que incremente el estrés oxidativo sobre los niveles basales no había sido descrita

anteriormente.

Las ratas ODS se utilizaron para estudiarsimultáneamentela capacidadde las

vitaminasES y E en la dieta de protegercontrala peroxidaciónlipídica en hígadoy plasma

en animalesen ausenciade un estrésoxidativo. La vitamina ES aumentóel contenidoen

vitamina E enplasmaen los gruposE BAJA. LasuplementaciónconvitaminaE en la dieta,

de acuerdocon trabajosrealizadosen otros modelosanimales,disminuyó la peroxidación

lipídica en hígadoy plasmamedidapor el test del TBA. Estacapacidadfue confirmadaa

travésde unadeterminaciónde P<3OOHy PEOOHaltamenteespecíficamedianteHPLC con

detecciónde quimioluminiscencia.

En la última partede estatesis, estudiamosel efecto de la suplementacióncon ácido

ascórbicoy a-tocoferolen la dieta sobrelos productosde peroxidaciónlipidica en la orina

humana.

La estimación del estrés oxidativo global de todo el organismo mediante la

determinaciónde los productosde peroxidaciónlipídica en la orina constituyeun medio de

determinarel estrésoxidativo en humanosde una manerasencillay no invasiva(Kosugi et

al., 1994; Dhanakotiy Draper, 1987).

En las muestrasde orina, la determinaciónde productosde peroxidaciónlipidica

mediante la determinaciónespectrofotométricaclásica de TBARS está sujeta a ciertas

interferencias.Por otra parte, la deteccióndirecta de MDA libre medianteHPLES (Bulí y

Marnett, 1985) presentala limitación de que el MDA libre no estápresentede una forma
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consistenteen la orina de animalesalimentadoscon una dieta estándar(l-ladley y Draper,

1989). Esto esdebido,probablemente,al metabolismodel MDA en los tejidospor enzimas

como la aldehídodeshidrogenasamitocondrialo a la reaccióndel MDA con el nitrógenode

guaninay citosinao con gruposamino de proteínasy fosfolípidos (Lee et al., 1992; Draper

y Hadley, l99O~ Kosugi el al., 1993).

Sehadescritoquediversoscompuestoscomoel N-a-acetil-(2-propenal)lisina(McGirr

cí al., 1985), su forma no acetiladaN-E-(2-propenal)lisina(Draper et aL, 1988), N-(2-

propenal)serina(Hadley y Draper, 1988) y N-(2-propenal)etanolamina(Hadley y Draper,

1989) son responsablesde más del ‘75% del cromógenoformadopor reaccióncon el TBA

en la orina de ratao humana.Algunos de estos compuestosson de origeaendógenoen

animalesintactos(Hadley y Draper, 1989).

Todaesta informaciónsugiereque la medidade productosde peroxidaciónlipídica

en la orina debeserestimadamediantemedidasapropiadasde las sustanciasTBA positivas

en lugar de la deteccióndirecta de MDA (Kikugawa et al., 1992). La medidade TBARS

permite la estimaciónsimultáneade diversos intermediariosy productosde peroxidación

lipidica, lo que hace a este método mucho más sensible al estrés oxidativo itt vivo

<Guichardantet al., 1994).

El único requerimientoparala aplicabilidaddirectadel testdel TBA a las muestras

biológicas itt vivo esla utilización de un métodoqueelimine las interferenciasde sustancias

no relacionadascon la peroxidaciónlipidica. Recientementesehacentradomuchaatención

en la medidade TBARS por HPLC con detecciónespectrofotométrica(Kosugi el al., 1994;

Guichardantet al., 1994) por su alta fiabilidad. Sin embargo,se requierenmétodosmás

simples, rápidosy sensibles,y que mantenganla capacidaddeeliminar las interferencias.

La fluorimetríapresentala importanteventajade unaaltasensibilidaden relacióncon

las técnicasde HPLC con detecciónUV (Richardet al., 1992; Knight et al., 1987; Iwata y

Kikugawa, 1987; Wong et al., 1987). Además, la medida de TBARS por fluorescencia

elimina la interferenciade diversassustancias(Bird y Draper, 1984; Okawaej al., 1979).

Un estudioreciente(Richardet al., 1992)demuestraque la medidadirectade los nivelesde

TBARS por fluorescenciacorrelaciona con los determinadosen las mismas muestras
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medianteHPLES con detecciónUy a 532 nm (r~0,8; p<O,OOOl).

En el presenteestudio,la determinaciónde sustanciasTBA positivasfluorescentesen

la orinahumanase llevó a caborealizandoun barrido de todaslas muestrasentre 500 y 600

nm de longitud de onda de emisión. Les picos de emisión obtenidos, que estaban

especialmentebien definidosen los sujetoscon vlores más altos de TBARS, mostrabanla

misma forma y el mismo máximo que los del complejoMDA-TBA. Esto confirma la alta

especificidadde la medidade TBARS por fluorescenciaen la orinahumana.

La reducidavariabilidad obtenidaen nuestrosresultadosse puederelacionarcon el

hechode que los valoresde TBA serefirieron a la concentraciónde creatininaparacorregir

la variacionesen el volumende orina (Knight et al., 1988), y con la cuidadosaseleccióny

el cercanoseguimientode los sujetos.

Una importante materia de discusión en relación con las medidas de TBARS

fluorescenteses la selecciónde una longitud de ondade excitaciónapropiada.Mientrasque

todos los autorescoincidenen medir la emisiónde fluorescenciaen el intervalo532-539nm,

el método original descritopor Yagi en 1976 y otros trabajosposteriores(Draperet al.,

1993; Therassey Lemmonier, 1987; Tatum et al., 1990) recomiendan515 nm ó 525 nm

como longitud de ondade excitacióncon el fin de evitar el solapamientode los espectros.

Otros autores,sin embargo,prefierenseleccionarla longitud de ondade excitación

entre 532~539 nm para aumentar la sensibilidad (Yin, 1995) y proponen un barrido

sincronizado(Yin, 1995; ESonti et al., 1991) paraevitar el solapamientode los espectrosque

seproduceen muestrasextraídascon n-butanol,debidoala cercaníaentrelas longitudesde

ondade excitacióny de emision.

Los resultadosobtenidosen esteexperimentoindican que la longitud de onda de

excitación óptima en muestrasde orina humanaextraídascon n-butanolcorrespondena la

descritaoriginalmentepor Yagi paraplasmasanguíneo,puestoquetras múltiplesprebarridos

de excitación-emisiónde fluorescencia,encontramosque la longitud de ondade excitación

óptima era 503 nm. A esta longitud de onda se observabauna alta sensibilidadal mismo

tiempo que las longitudes de ondade excitación y emisión se manteníansuficientemente
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separadascomoparaevitar el solapamientode ambosespectros.

ESuandoestas longitudesde onda óptimas son seleccionadas,se obtienen picos de

fluorescenciaidénticos en las muestrasde orina humanay en el MDA puro, asegurando

tambiénla alta especificidaddel método,

Estudios previos han demostradoincrementosen los productos de peroxidación

lipídica en la orina en diversassituacionesfisiológicas como el ejercicio (Kosugi et al.,

1994),ciertasenfermedades(Fernándezy Videla, 1989; Yagi et al., 1981) o en situaciones

de deficienciaen vitamina E (Leeet al., 1992; Draperet al., 1984). La vitamina E, aunque

sólo encombinaciónconvitamina ES y butilhidroxitolueno,protegeparcialmentecontraestos

incrementosen rata(Kosugi et al., 1994).

Sehandescritopequeñasreversionesparcialesen los incrementosen TBARS en orina

determinadospor espectrofotometríainducidospor el ejercicioen 4 hombrestras tomar800

mg diarios de vitamina E durante12 días (Meydaniet al., 1993). Nuestroestudiorealizado

en 21 jóvenessanosmuestrala capacidadde 100 mg de vitamina E de disminuir los niveles

de TBARS en orina en individuos que realizansus actividadesnormalesy en ausenciade

cualquierestrésoxidativoadicional. Esto no ha sido descritopreviamenteen humanos.

Se ha demostradoque la suplementacióncon 100 mg de a-tocoferol(la mismadosis

que la utilizadaen nuestroestudio)durante6 años,puedeprevenirlas primerasetapasde la

aterosclerosiscoronaria,medianteel descensode laperoxidaciónde LDL (Takamatsuetal.,

1995).

Un estudiorealizadoen la Universidadde Tufts, en Boston, con 32 individuos sanos

de 60 añosde edaden adelante,demuestraque la suplementacióncon vitamina E produce

un aumentode la respuestainmune y un descensode la concentraciónde peróxidoslipidicos

en plasma(Meydaniet al., 1994).

Los individuos de esteestudiorecibieron800 mg diarios de vitamina E o placebo

durante30 días. No seobservaronefectossecundariosen ningún caso. La suplementación

no afectóal pesocorporal,proteínasplasmáticastotales,albúmina,glucosa,colesteroltota!,
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triglicéridos, bilirrubina, fosfatasaalcalina, indicadoresde las funcioneshepáticay renal,

estadohematológico,hormonastiroideas y aclaramientode creatinina. La suplementación

aumentósignificativamentelos nivelesde vitamina E en sangrey los nivelesplasmáticosde

zinc. El efecto sobreel zinc puedereflejar una interacciónentre los dos nutrientes.Estos

datos indicanque la suplementacióncon vitaminaE acorto plazo,a dosisrelativamentealtas

como 800 mg/día, no presentaefectosadversosen individuos adultossanos.

En resumen,esteexperimentomuestraque la medidadirectamediantefluorescencia

de TBARS en la orina se puedeutilizar en humanospara estimarel estrésoxidativo del

organismode una manerano invasiva.ESon la utilización de estemétodohemosobservado

la capacidadde la suplementaciónoral con dosis relativamentebajas de vitamina E de

disminuir los productosde peroxidaciónlipídica en la orina de varonesjóvenessanos.
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1. La suplementacióncon vitamina ES en ladietadisminuyeeldañooxidativo a lípidos

y proteínasen el hígadode cobayaitt vivo en condicionesbasales.

2. La suplementacióncon vitaminaE no modifica los indicadoresde estrésoxidativo

en el compartimentohidrofilico y disminuyela peroxidaciónlipídica en el hígado,mientras

queen el corazónaumentala razónGSH/GSSGy protegecontrala peroxidaciónlipidica en

cobayasitt vivo en condicionesbasales.

3. Tantodosismuy bajascomo muy altas de vitaminas<3 y E producenun descenso

en la insaturaciónde [osácidosgrasosde los fosfolípidosde membrana.

4. La determinaciónde las cantidadesóptimasdevitaminasen la dieta, puedevariar

dependiendodel parámetroestudiado.Sin embargo,los resultadosobtenidosen estetrabajo

indican que esascantidadesóptimassonmuchomásaltasqueaquellasnecesariasparaevitar

los síndromescarenciales.

5. El tratamientocon 3-amino-1,2,4-triazol (AT) no modificó los niveles de estrés

oxidativo a la dosisy tiempoestudiados.La suplementaciónconácidoascórbicodisminuyó

el dañooxidativoa lípidosy proteínastantoen los animalesintactoscomo en los tratadoscon

AT.

6. En el hígadode cobayastratadoscon LPS seobservaun efectosinérgicoitt vivo

entrelas vitaminas<3 y E, mientrasque esteefectono es patenteen animalesintactos.

7. El tratamientocon LPSde E. colí produceen el hígadodecobayaun aumentodel

daño oxidativo a proteínasque esrevertidoporacciónde la vitamina ES. Las vitaminas ES y

E puedenprotegerfrentea la peroxidaciónlipídica hepática(TBARS) en animalestratados

con endotoxina.
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8. La suplementacióncon vitaminaE sólao encombinaciónconvitaminaES, es capaz

de protegercontrala peroxidaciónlipídica cardíacaen presenciade LPS. El estrésoxidativo

agudo inducidopor la endotoxinaen el miocardiode cobaya,no operaprincipalmentesobre

la fracción lipofilica. El ácidoascórbicoesuna dianaantioxidanteprimariaduranteel shock

endotóxicoen el corazónde cobaya.El ascorbatopodríatenerun valor preventivoimportante

frente al dañoproducidopor los radicaleslibres duranteel shockendotóxico.

9. En las ratas ODS, la suplementacióncon vitamina C aumenta los niveles

plasmáticosde vitamina E, a nivelesbajosde vitamina E en la dieta, lo queapoyael efecto

sinérgicode ambasvitaminasitt vivo.

10. La suplementaciónconvitaminaE en [adietadisminuyelos nivelesde productos

de peroxidaciónlipídica (TBARS) y de hidroperóxidoslipídicos en hígadoy plasmade las

ratasODS.

11. La suplementaciónoral con dosisrelativamentebajasde ct-tocofero] (100mg/día)

da lugar a un descensoen los productosde peroxidaciónlipídica en la orina de varones

jóvenessanos.
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