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I. RADICALES LIBRES

Un radical libre es una especie quimica independiente que posee uno 0 mas
electrones desapareados. Aunque el oxigeno molecular contiene un numero par de electrones,
presenta dos electrones desapareados en sus orbitales moleculares mas externos. Este es el

estado mas estable, denominado estado basal, del oxigeno.

Los dos electrones desapareados del O, poseen el mismo niumero cuantico de spin,
por lo que si el O, oxida a otro 4tomo o molécula aceptando un par de electrones de ellos,
ambos electrones deben poseer spines paralelos, de manera que encajen en los espacios
vacanties de los orbitales. Generalmente, un par de electrones de un orbital atdbmico o
molecular tiene spines antiparalelos. Esto impone una importante restriccion al O, en sus
reacciones de oxidacion. El O, molecular estd generalmente [imitado a aceptar electrones de

uno en uno. Esto da Jugar a la formacion del radical superéxido y otras especies relacionadas
(Cadenas, 1989).

La formacién de estos radicales libres derivados del oxigeno se realiza por la via

univalesnie siguiendo el esquema que a continuacion se detalla:

e e + 2H* e + HY e + H*
O, H,0, — OH
H,0O

La adicion de un electrén al O, molecular en estado basal da lugar al radical
superdxido O, . La adicién de un segundo electrén origina el ién peréxide O,”, que no es
un radical. En los sisteinas bioldgicos, el producto de la reduccién del O, por dos electrones
es generalmente la forma protonada de! O,*, el peréxido de hidrégeno H,0,. El perdxido
de hidrogeno se puede descomponer por fision homolitica dando lugar al radical hidroxilo

©OH. La adicion de un cuarto electrén y un protdén da lugar a la formacion de agua.
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1. PRODUCCION DE RADICALES LIBRES

Los radicales libres pueden producirse a través de procesos fisioldgicos normales o

a causa de la influencia de factores exdgenos.

La citocromo oxidasa mitocondrial es capaz de reducir tetravalentemente el O, a agua
en un proceso fundamental para la extraccidn aerobia de energia en las células eucariotas.
Durante este proceso se forman radicales libres transitoriamente, pero ninguno de ellos es

liberado por la enzima {Chance, 1981).

Sin embargo, en lugares anteriores de la cadena de transporte mitocondrial tales como
la NADH deshidrogenasa (Nohl, 1993; Turrens ef al., 1982), la ubiquinona (Boveris er al.,
1976; Chance et al., 1979}, o el citocromo & del complejo 111 (Nohl, 1993), una pequefia
cantidad de O,, aunque fisiolégicamente significativa, es reducida univalentemente, dando

lugar a la formacion de radicales libres de oxigeno.

Aunque en [a mayorfa de las células en estado basal la mitocondria es [a principal
fuente de radicales libres, estos también pueden formarse en otros organulos o situaciones,
incluyendo el metabolismo de microsomas y peroxisomas, la autooxidacion de diversas
moléeculas como catecolaminas o mioglobina, el ciclo redox de ciertos xenobidticos
(principalmente quinonas), la membrana plasmatica de fagocitos durante las infecciones o

procesos de autoinmunidad y el metabolismo de las purinas.

A. Radical superdxido

El radical superéxido carece de reactividad suficiente como para atacar directamente
a las macromoléculas, aunque es una especie potenciaimente toxica. Se forma por la adicion
de un electrén a la molécula de oxigeno. Diversas enzimas celulares catalizan reacciones de
oxidacion en las que un solo electron es transferido desde un sustrato a una molécula de O,

generando el radical superoxido:

02 + e — 02:
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Algunos ejemplos de estas enzimas son la triptéfano dioxigenasa, xantina oxidasa,

aldehido oxidasa, flavin deshidrogenasas y peroxidasas (McCord y Fridovich, 1968).

El radical O, también se produce durante la autooxidacion de las formas reducidas
de algunos compuestos presentes in vivo como la ferredoxina, la adrenalina, flavinas y
componentes de la cadena de transporte de electrones de bacterias (Shvinka e al., 1979),

cloroplastos (Asada ef af., 1974) y mitocondrias (Noh! y Hegner, 1978).

Los macrofagos y otras células fagociticas producen superoxido durante el estallido
respiratorio que sigue a su activacion (Baehner er al., 1982; Tate y Repine, 1984). Esta
produccion forma parte del mecanismo mediante el cual destruyen organismos extrafios.
Durante inflamaciones crénicas, este mecanismo normal de proteccidon puede llegar a ser
perjudicial (Halliwell, 1994).

En solucion acuosa, el radical superoxido puede actuar como un fuerte agente
reductor o como un débil oxidante, reduciéndose a H,0,. Por ejemplo, reduce al citocromo

¢ pero oxida a moléculas como el dcido ascorbico, la adrenalina y compuestos tidlicos como
el glutatién (Halliwell, 1981).

La forma protonada del Q,-, el radical hidroperoxilo HO,-, es un oxidante mas

poderoso que el O,-, aunque la cantidad de HO,- a pH fisiol6gico es baja:
HOZ. e H+ + 02;

Dos moléculas de O, pueden reaccionar en una reaccion de dismutacion. El proceso

general puede ser representado mediante la ecuacion:
02‘- + 02; + 2H+ —— HzOz + 02
La reaccion directa de dos radicales O, es muy lenta, probablemente debido a la

repulsion electrostatica. A valores de pH &cidos, necesarios para protonar al Q,-, la

dismutacion ocurre mas rapidamente que a pH fisioldgico.
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El radical O, es bastante poco reactivo en comparacion con el radical hidroxilo o
el oxigeno singlete. Sin embargo, en presencia de trazas de catalizadores metalicos como el
hierro o el cobre, ta combinacion del radical O, y del H,(3, en la reaccion de Haber-Weiss

da lugar a la formacion del radical hidroxilo “OH, el cual es aliamente reactivo.

Se ha observado que sistemas generadores de O, pueden ser letales para bacterias,
dafiar enzimas y membranas, e inducir la peroxidacidon lipidica (Fridovich, 1979),

probablemente debido a su capacidad para generar el radical -OH.

B. Perodxido de hidrégeno

L.a mayor parte del oxigeno consumido por los organismos aerobios es reducido a
agua por la adicién de 4 electrones, mediante la acciéon de la citocromo oxidasa de la
membrana interna mitocondrial. Sin embargo, diversas enzimas celulares transfieren 2

electrones a cada molécula de oxigeno utilizada, generando peroxido de hidrégeno:

02 + 2H+ + 26_ o— H202

Entre las enzimas que llevan a cabo esta reduccion divalente estan la urato oxidasa,

la D-aminodcido oxidasa y la glicolato oxidasa.

Otra via de formacion de! H,0, es la reaccion de dismutacion del O, (Halliwell,
1981). Esta reaccién ocurre en dos etapas: en la primera el radical superoxido se combina
con un proton para formar el radical hidroperoxilo v en la segunda, éste reacciona con otro

radical super6xido y un protén generando perdxido de hidrégeno:

0,” + H* —— HO,-
HO, + O,” + H* H,0, + O,

02: + 02._ + 2H+ D HgOz + sz

Esta reaccion es catalizada intracelularmente por la enzima superdxido dismutasa.
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La autooxidacion de algunos de los componentes de la cadena de transporte
electronico mitocondrial y del cloroplasto genera H,0, in vitro y, en el caso de la
mitocondria, esto también podria ocurrir ir vive (Chance ef al., 1989). Se ha observado
produccion de H,0, durante los procesos de fagocitosis. Los microsomas aislados incubados
con NADPH generan grandes cantidades de H,0, (Hildebrandt y Roots, 1975). Sin embargo,
en el reticulo endoplasmico, la tasa de produccion de H,0, in vivo parece ser mucho menor

(Sies er al., 1978).

Los cloroplastos de las plantas superiores también generan H,0, a pesar de que
concentraciones de H,0, tan bajas como 10° M inhiben en un 50% la fijacion de CO, en el

ciclo de Calvin.

No existe un patrén uniforme de la toxicidad del H,O, en los diferentes organismos
y esto se puede relacionar con las propiedades quimicas de esta molécula. El H,0, puro es
una molécula estable, poco reactiva, que puede atravesar membranas celulares y es capaz de
inactivar enzimas directamente, oxidando grupos tidlicos (-SH) esenciales, como ocurre con

la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

A pesar de que el H,O, no es un radical libre, en presencia de iones de metales de

transicion como el hierro, el H,0, se descompone para dar lugar al radical hidroxilo (-OH):
Fe2+ + H202 + H+ hnEne—— F63+ + OH“ + OH

Esta reaccion fue observada por primera vez por Fenton en 1894, por lo que se
conoce con el nombre de reaccién de Fenton. La disponibilidad de iones de metales de
transiciéon puede influir en la mayor o menor toxicidad del H,0,, al igual que la radiacion

ultravioleta, que provoca la fision homolitica del H,0,:
H202 — ZOH
La vida media del H,0, le permite difundir en la célula distancias apreciables antes

de reaccionar (Pryor, 1986), por lo que se considera al H,O, responsable de la propagacion

del danio oxidativo entre las distintas fracciones celulares.



Vitaminas antioxidantes y estrés oxidativo INTRODUCCIF)N 'I'

C. Radica) hidroxilo

El radical hidroxifo es una especie quimica de gran reactividad. Puede generarse a
partir del peroxido de hidrégeno, por rotura homolitica de esta molécula. Ademds existe otra

via de producciodn, la reaccién de Haber-Weiss:

02: + H202 —_—> 02 + OH_ + OH

Esta reaccién, que fue postulada por primera vez por F. Haber y I. Weiss en 1934,
es demasiado lenta para ser relevante biolégicamente (Sutton y Winterbourn, 1989). Sin
embargo, Ja formacion de ‘OH puede tener lugar si la reaccion de Haber-Weiss es catalizada

por trazas de iones de metales de transicién:

Fe** + 0,” —— Fe* + O,
Fe’* + H,0, — Fe’* + OH + -OH

0, + H,0, —— 0, + OH + -OH

La segunda reaccion es una reaccion tipo Fenton. En esta reaccion, el radical O,
actiia como reductor del hierro. Los metales de transicién estan ampliamente distribuidos en
los seres vivos. La extensidn en la que este proceso puede ocurrir depende de la accesibilidad
del O,- a los iones metalicos, y de la posible presencia de otros agentes reductores que

también pueden reducir al hierro. La reaccion puede ser inhibida por agentes quelantes de

iones metalicos (Halliwell, 1981).

El radical hidroxilo también es un producto de la radiacion ionizante. Actualmente
es considerado el principal iniciador del ataque a todo tipo de macromoléculas. Su electron

desapareado reacciona inespecificamente con cualquier molécula proxima a su lugar de

formacion.

El radical hidroxilo ataca casi a cualquier molécula existente en las células. Puede
hidroxilar las bases puricas y pirimidinicas del ADN favoreciendo la apariciéon de

mutaciones. Asimismo, puede provocar dafio en las membranas celulares e inactivar ciertas
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enzimas (Del Maesiro, 1980). También es responsable de la degradacion del dacido
hialurdnico in vitro y posiblemente intervenga in vivo en los cambios patologicos que se

producen durante las enfermedades inflamatorias.

La alta reactividad del radical hidroxilo impide su difusion a largas distancias a través
de Ja célula (Pryor, 1986). Pero la presencia simultdnea de O, y H,0,, o so6lo de H,0,,

asegura la generacion significativa de “OH en la mayor parte de la célula.

D. Oxigeno singlete

Existen dos estados de oxigeno singlete, 108 cuales presentan mayor reactividad que
el oxigeno en estado basal. En el oxigeno singlete la restriccion de spin es eliminada, o que

incrementa su capacidad oxidativa (figura 1.1).

Estado Reactividad
Oxigeno (estado basal) ONO. Baja
Oxigeno singlete 'AgO, @ O Alta
Oxigeno singlete 'Zg*0, @) @) Muy alta

Figura I.1. Estados y reactividad del oxigeno molecular.

El estado '£g*0, es extremadamente reactivo y se transforma rapidamente en el
estado 'AgQ,, por lo que s6lo este Gltimo suele ser considerado en los sistemas bioldgicos.
Aunque 'AgO, no es un radical libre, puede formarse en algunas reacciones de radicales y
dar lugar a otras. El oxigeno singlete podria producirse en pequefias cantidades durante la
dismutacion del O, y durante la reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro. Ademas,

el propio O, puede reaccionar con el oxigeno singlete reduciendo aun mas sus niveles:

02'_ + 1Ag02 — OZ + 02'_

Se ha sugerido que, en presencia de trazas de iones metilicos, el O,° puede

reaccionar con peroxidos lipidicos preformados para originar 'AgQ,:
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0," + LOOH —— 1Ag0, + LO- + OH

También se produce oxigeno singlete a partir de moléculas de H,0, ¢ iones hipoclorito

(OCI), que pueden ser formados por la enzima mieloperoxidasa durante la fagocitosis:
OCl' —|'_ H202 —_— Ci- + Hzo + 1Ag02

El mecanismo mas frecuente de produccion de 'Ag0, es a través de reacciones de
fotosensibilizacién tras la iluminacidén de compuestos como [a riboflavina y sus derivados
FMN y FAD, las clorofilas a y b, el pigmento biliar bilirrubina, el pigmento retinal, etc.,
con luz de una determinada longitud de onda. Una vez formado, el ‘AgQ, es capaz reaccionar

con otras moléculas presentes o puede atacar a la propia molécula sensibilizada.

El oxigeno singlete puede interaccionar con otras moléculas de dos maneras:
combinidndose quimicamente con ellas, o bien transfiriendo su energia de excitacion a estas
moléculas, volviendo a su estado basal, mientras que las moléculas entran en un estado

excitado.

El 'AgO, tiene una vida media relativamente corta en solucién acuosa, pues
rapidamente pierde su exceso de energia, pero este tiempo se prolonga cuando se encuentra
en medios hidrofébicos, como es el caso del interior de las membranas. Esto le permitiria
reaccionar con los 4cidos grasos poliinsaturados de las membranas contribuyendo a la
tormacidén de peroxidos lipidicos. El dafio a proteinas es provocado, frecuentemente, por la

oxidacién de metionina, triptéfano, histidina o cisteina esenciales.

Los radicales libres también pueden ser producidos por fuentes exégenas como la
radiacion ionizante, la luz ultravioleta y especies quimicas como el ozono, el etanoi, por
sustancias de sintesis quimica como el tetracloruro de carbono y por una gran variedad de

drogas y xenobidticos.
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2. VIDA MEDIA DE LOS RADICALES LIBRES

Los electrones desapareados de los radicales libres alteran la reactividad quimica del
atomo o molécula haciéndolos generalmente mas reactivos y por lo tanto disminuyendo su
vida media. Sin embargo, la reactividad quimica de los diferentes radicales varia

considerablemente.

Algunos radicales son suficientemente estables como para difundir determinadas
distancias en las células, mientras que otros como el “OH son tan reactivos que reaccionan

dentro de 1-5 diametros moleculares de su lugar de formacién (Pryor, 1986).

El peroxido de hidrégeno es una molécula estable. Sin embargo, como la mayoria de
los peréxidos, es muy sensible a ia descomposicidn causada por especies quimicas que
reaccionan con él. El H,0, es descompuesto enzimaticamente por la catalasa y la glutatién

peroxidasa, y por concentraciones extremadamente bajas de metales de transicién como el

hierro.,

Asi, la vida media del H,0, en las células s6lo puede ser calculada si se conocen las
concentraciones de todas las especies reactivas y las enzimas antioxidantes en el medio que
le rodea. Sin embargo, se considera que, en la mayoria de los ambientes celulares, el H,0,

tendria una vida media que le permitiria difundir distancias apreciables antes de reaccionar.

De la misma manera que ocurre con el H,(),, la vida media del superdxido no puede
ser calculada a menos que se conozca la concentracion de SOD y de todos los sustratos
reactivos. En un medio celular acuoso, se estima que la vida media del O, seria demasiado
corta como para permitir su difusioén en grandes distancias. Sin embargo, la vida media de!
radical peroxiio (LOO-) en medios organicos o lipifilicos podria ser mayor (Bielski ef al.,
1983).
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3. PROPOSITOS UTILES DE LOS RADICALES LIBRES

Con cierta trecuencia aparecen datos en la literatura que sugieren propositos (tiles de
los radicales libres derivados del oxigeno. La posibilidad de que la liberacion de estos
radicales en la cadena de transporte mitocondrial sea un proceso controlado no puede ser

descartada en la actualidad (Barja, 1993).

La modulacién de importantes segundos mensajeros celulares como el GMP ciclico
puede ocurrir debido al efecto de los radicales de oxigeno sobre la actividad guanilato ciclasa
(Haddox ef al., 1978).

La produccién de O, por la NADPH oxidasa presente en la membrana celular y en
las vesiculas fagociticas de neutrofilos, macréfagos, monocitos y eosinédfilos forma parte de

los sistemas defensivos del organismo (Ward ef al., 1988).

Algunos mensajeros quimicos cuya sintesis se ha relacionado con hidroperéxidos
organicos 0 H,0, son la tiroxina (Dix et al., 1987), prostaglandinas (Egan et al., 1979) y

feucotrienos (Samuelsson, 1987).

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

fundamentales como la diferenciacion y el desarrollo (Allen y Balin, 1989).

Otros procesos fisiologicos importantes que han sido relacionados con el radical O,
son el potencial de membrana (Scott ef al., 1988), la agregacion plaquetaria (Handin e al.,

1977} y el metabolismo de xenobidticos (Sevanian et al., 1990).

Ademds, se han descrito otros papeles especificos de los radicales libres en ciertos
tejidos o especies como el desarrollo de bioluminiscencia en invertebrados (Henry et al.,

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

Considerando todos estos datos, se puede pensar en la posibilidad que la produccion
de radicales libres evolucionara con el fin de desarrollar propdsitos dtiles relacionados con

el metabolismo celular.
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I1. EQUILIBRIO ANTIOXIDANTE-PROOXIDANTE

El mantenimiento de la homeostasis redox en los organismos es posible gracias a la

existencia de antioxidantes enzimdticos y no enziméticos.

Una amplia definicién de antioxidante es la que los describe como sustancias que,
cuando estdn presentes a bajas concentraciones comparadas con las de un sustrato oxidable,

inhiben o retrasan significativamente la oxidacidon del sustrato (Halliwell y Gutteridge,
1989b).

Las interacciones y sinergismos encontrados entre los diferentes antioxidantes sugieren
que ¢l sistema de defensa antioxidante puede ser mas versatil y eficiente que lo que indican

los estudios sobre los efectos de un sélo nutriente (Jacob, 1995).

1. ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

A. Catalasa v glutatién peroxidasa

La concentracion de peréxido de hidrogeno en las células debe ser controlada ya que
frecuentemente da lugar a la formacion del radical <OH. Existen dos tipos de enzimas que

eliminan el H,0, dentro de las células: la catalasa y las peroxidasas.

La catalasa (EC.1.11.1.6) descompone dos moléculas de H,0, mediante una reaccion
de dismutacion en la que una molécula de H,0, es oxidada y otra reducida, dando lugar a

0, en estado basal y agua:
2H20'2 _— 2H20 + 02
La enzima esta constituida por 4 subunidades proteicas cada una de las cuales contiene

un grupo hemo (Fe(11I)-protoporfirina) unido a su centro activo. El mecanismo de la reaccién

de la catalasa se puede describir de la manera siguiente:
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catalasa-Fe(lll) + H,0, ——— compuesto |

compuesto [ + H,0, —— catalasa-Fe(lll) + H,0 + O,

La estructura exacta del compuesto 1 es desconocida. La catalasa puede ser inhibida
por azida o cianuro, aunque estos tambiér inhiben otras enzimas. Otro inhibidor es el
aminotriazol (AT), que ejerce su accion inhibidora irreversible sobre el compuesto I, por
lo que solo inhibe a la catalasa si estd presente el H,0, para permitir la formacion de este

intermediario (Geerts y Roels, 1982).

La catalasa también puede llevar a cabo reacciones de tipo peroxidasa en presencia

de un agente reductor (XH,):

H,0, + XH, ——> 21,0 + X

La catalasa estd presente dentro de tos peroxisomas en la rata, pero se ha encontrado
en el citosol del cobaya (Geerts y Roels, 1982; Yamamoto et al., 1988; Maier et al., 1992)
y atgunos autores describen su presencia en preparaciones de la membrana externa

mitocondrial en cerebro de rata (Vitorica er al., 1984).

La glutation peroxidasa se ha descrito tanto en el citosol como en la matriz
mitocondrial. Esta enzima descompone H,0, o hidroperdxidos organicos (LOOH) utilizando

glutation (GSH), compuesto tidlico de bajo peso meolecular, como agente reductor:
H,0, (LOOH) + 2GSH —— GSSG + 2H,0 (H,0 + LOH)

En esta reaccion, los equivalentes de reduccidon proceden, en dltimo término, del
NADPH. La enzima, que es especifica para GSH como donador de hidrogeno, esta
constituida por 4 subunidades proteicas, cada una de las cuales contiene un atomo de selenio

en su centro activo,

Existe otra forma enzimatica en ciertos tejidos animales que no contiene selenio, es
dimérica y solo es capaz de eliminar LOOH. Esta actividad parece ser debida a algunas

enzimas glutation transferasas implicadas en la detoxificacion de sustancias extranas.
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Por dltimo, ha sido purificada una enzima dependiente de selenio, diferente de la
citosdlica, que actua sobre los hidroperdxidos de los fosfolipidos de membrana (Ursini e al.,

1982).

[a catalasa y la GSH peroxidasa desempefian papeles complementarios, ya que la
catalasa presenta valores de K, y V., casi tres ordenes de magnitud mayores que los de la
GSH peroxidasa. Esta Gltima enzima elimina cantidades de hidroperdxidos bajas pero
producidas constantemente, mientras que la catalasa es de gran importancia en situaciones

de estrés oxidativo.

Otras enzimas relevantes en el mantenimiento del balance redox son la glutatién

reductasa (GR) y las transhidrogenasas (que transfieren electrones entre NADPH y NADH).

La glutation reductasa (EC.1.6.4.2) cataliza reduccion del glutation oxidado (GSSG):

GSSG + NADPH + H' —— 2GSH + NADP*

También puede catalizar la reducciéon de ciertos disulfuros mixtos como el que se
forma entre GSH y coenzima A. El NADPH es suministrado principalmente en los tejidos

animales por la ruta metabolica conocida como via oxidativa de las pentosas fosfato.

La glutation reductasa contiene dos subunidades proteicas, cada una con la flavina
FAD en su centro activo. Parece que el NADPH reduce al FAD, que pasa sus electrones a
un puente disulfuro (-8-S-) entre dos cisteinas de la proteina. Los dos grupos -SH asi
formados, interaccionan con el GSSG y lo reducen a dos moléculas de GSH, volviendo a

formar el disulfuro proteico.

B. Superdxido dismutasa

En 1969 McCord y Fridovich identificaron la accion de la enzima superdxido
dismutasa (EC.1.15.1.1), al observar que era capaz de eliminar cataliticamente al radical

superéxido (McCord y Fridovich, 1969).
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La superdxido dismutasa (SOD) esta constituida por dos subunidades proteicas, cada
una de las cuales presenta un centro activo que contiene un iOn cobre y un ién zinc

(CuZnSOD), y cataliza la dismutacion del superdxido dando lugar a la formacion de H,O,:
0, + 0, + 2H' —— H,0, + O,

La superdxido dismutasa es la Unica enzima antioxidante que produce una de las

especies de oxigeno activo méas peligrosas, el H,0,. Elimina los radicales O, a pH

fisiologico impidiendo asi su participacion en reacciones como la de Haber-Weiss.

Los iones cobre actiian en la reaccion de dismutacion oxidandose y reduciéndose

alternativamente:

Enzima-Cu** + 0,” —— E-Cu* + O,
E-Cu* + O, + 2H" —— E-Cu** + H,0,

0," + 0,7 + 2H* —— H,0, + 0,

En otro mecamismo propuesto, el radical superdxido no reduciria al i6n cobre sino que

formaria un complejo con él.

El Zn** no actia en el ciclo catalitico, sino que su funcién consiste en estabilizar la

enzima.

La mayor parte de la CuZnSOD se encuentra en el citosol de la célula, en los
peroxisomas, algo de actividad estd presente en los lisosomas y posiblemente entre la

membranas mitocondriales interna y externa, y en el nicleo.

La CuZnSOD es inhibida por cianuro y por dietilditiocarbamato (DDC) que elimina

el 10n cobre de! centro activo de la enzima.

Existe otro tipo de superdxido dismutasa constituida por 4 subunidades proteicas que

contienen manganeso en su centro activo (MnSOD). El Mn se encuentra en estado Mn®*
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cuando la enzima estd en reposo y cataliza exactamente la misma reaccion que la CuZnSOD.

[.a MnSOD se localiza en la matriz mitocondrial. Es mucho més libil a la
desnaturalizacidn por calor o por reactivos quimicos que la CuZnSOD y no es inhibida por

cianuro o DDC.
2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

A. Hidrosoclubles

A.1 Glutatién

El glutation (GSH), es un tripéptido de Acido glutimico, cistefna y glicina, que
constituye el principal tiol no proteico celular. Su actividad antioxidante se debe a la
capacidad reductora de! grupo tidlico de su cisteina. En su forma oxidada (GSSG) dos

moléculas de GSH se unen mediante los grupos -SH de la cisteina, formando un puente

disulfuro. Su estructura se muestra en la figura 1.2.

O, 0 (a) (b)
e
H— Gy
|
N—i]
I Gly Gl
[REEI I
H
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He - o CHL—S 1 ‘
N Cys Cys 5 5T Cys
{
==t
I
Cit,
‘ - Cilu {rlu
CH-
THN= - Gilu

Figura L.2. Estructura del glutation en formas reducida (a) y oxidada (b).
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] glutatién constituye, junto con el icido ascorbico, el principal antioxidante natural
en la fraccion soluble. Se encuentra en animales, plantas y algunas bacterias, frecuentemente
en concentraciones del orden milimolar. Sin embargo, no es esencial para la vida aerobia,
ya que no estd presente en algunas cepas de bacterias aerobias, aunque en estos casos,

contienen otros compuestos tidlicos de bajo peso molecular con una funcién similar.

La mayoria del glutation libre in vivo esta presente en forma GSH, aunque hasta un
tercio del glutatién celular total puede encontrarse formando parte de disulfuros mixtos con
otros compuestos que contengan grupos ~SH, como cisteina, coenzima A y el grupo -SH de

residuos cisteina de varias proteinas.

El GSH actiia como sustrato de las enzimas glutatién peroxidasa y dehidroascorbato
reductasa. Ademads, elimina diversos radicales libres, convirtiendo especias reactivas de
oxigeno como O,, H,0,, ‘OH y radicales orgénicos alcoxilo (LO-)} y peroxilo (LOO-) en

formas mas estables, mediante la reaccion:

GSH + R- GS- + RH
2GS —— GSSG

Estos procesos dan lugar a la formacién de radicales tidlicos (GS):

GSH + OH —— GS- + H,0

Los radicales GS- también pueden formarse cuando el GSH es oxidado por
peroxidasas, o por O, en presencia de iones de metales de transicion. Los radicales GS-,
aunque son menos reactivos que el ‘OH, pueden causar algunos problemas biolégicos
(Halliwell y Gutteridge, 1989a).

También se ha descrito la capacidad del GSH para realizar reacciones de extincion

de O, singlete, devolviéndolo a su estado basal no reactivo.

El GSH puede reactivar enzimas que hayan sido inhibidas por exposicion a altas

concentraciones de oxigeno. El O, oxida grupos -SH esenciales de las enzimas, los cuales
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son regenerados por el glutation,

En diferentes rutas metabolicas, el GSH actia como cofactor de numerosas enzimas.
Puede estar implicado en la sintesis de hormonas tiroideas y en el transporte de aminodcidos
a través de la membrana, y participa en la degradacion de insulina en los animales, y también
en el metabolismo de herbicidas, pesticidas y compuestos extrafios en tejidos animales y
vegetales. En los animales, estos compuestos extrafios son conjugados con GSH, mediante
enzimas glutation-S-transferasas presentes en el higado y en otros tejidos. Los conjugados
del GSH son generalmente excretados en la bilis, utilizando el mismo mecanismo de

transporte que expulsa al GSSG cuando el higado es sometido a estrés oxidativo.

Los tejidos expuestos a altas concentraciones de especies reactivas de oxigeno,
alcanzan un punto en el cual la relacién GSH/GSSG no puede ser mantenida a sus elevados
valores normales, y el GSSG, que muestra una gran toxicidad, se acumula. El GSSG inhibe
la sintesis proteica en células animales, y puede inactivar numerosas enzimas, formando
disulfuros mixtos con eilas. Los disulfuros mixtos formados con proteinas y con otras

moléculas como la coenzima A, se acumulan en los tejidos sometidos a estrés oxidativo:
enzima-SH + GSSG —— enzima-S-S-G + GSH

En condiciones normales, las células mantienen una relacion GSH/GSSG elevada,
mediante la reduccion del GSSG por la glutation reductasa (GR) y el NADPH, o la
exportacion activa del mismo a través de la membrana. Algunos érganos como el higado vy,
en menor extension, el corazdn, liberan GSSG cuando se encuentran bajo estrés oxidativo.

La medida de la razon GSH/GSSG es un estimador del estrés oxidativo tisular.

Meister y colaboradores demostraron en una serie de estudios en animales que el
glutation y el dcido ascorbico pueden regenerarse mutuamente hasta el punto de mejorar los
sintomas carenciales, y que el GSH mantiene fisiol6gicamente a la vitamina C en su forma

reducida (Meister, 1994a; Martensson y Meister, 1992),
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A.2 Acido ascérbico (vitamina C)

El 4cido ascorbico es una sustancia de bajo peso molecular presente en todos los
compartimentos acuosos (citosol, plasma, liquido extracelular) de plantas y animales (Sies

et al., 1992).

Las plantas y la mayoria de los animales son capaces de sintetizar el 4cido ascorbico
a partir de la glucosa. Sin embargo, el hombre y otros primates, el cobaya y los murciéiagos
frugivoros perdieron durante su evolucidn una de las enzimas necesarias para su sintesis y
por lo tanto requieren la presencia del acido ascorbico en la dieta. Estas especies carecen de
la enzima que cataliza el Ultimo paso en la sintesis de acido ascorbico en el higado a partir

de glucosa por la via del acido D-glucurénico, la L-gulonolactona oxidasa (E.C.
1.1.3.2.4.8).

Tanto el hombre como el cobaya carecen del ARN mensajero especifico de esta
enzima pero sus genomas contienen una secuencia nucleotidica relacionada con la proteina
(Nishikimi et a/., 1988). Sin embargo, las ratas QDS (Osteogenic Disorder Shionogi) poseen
el ARN mensajero de {a enzima (Nishikimi ef al., 1989). El defecto genético en la secuencia
nucleotidica consiste en una mutacion puntual de G a A que da lugar a un cambio de cisteina
a tirosina en la proteina (Kawai ez al., 1992) lo que podria conferir una gran inestabilidad

a la proteina mutada (Nishikimi y Yagi, 1996).

El acido ascOrbico se requiere in vivo como cofactor de diversas enzimas de las cuales
las mejor conocidas son la prolina hidroxilasa y la lisina hidroxilasa, implicadas en la
biosintesis del colageno. El coldgeno sintetizado en ausencia de 4cido ascérbico no estd
suficientemente hidroxilado y no forma fibras adecuadamente, dando lugar a una cicatrizacion

de las heridas deficiente y fragilidad de los vasos sanguineos.

El ascorbato también se requiere para la accion de la enzima dopamina-B-hidroxilasa,
que convierte la dopamina en noradrenalina. Se ha descrito su actuacidén en hasta ocho
reacciones metabolicas (Labadie, 1991), pero en ninguna de ellas parece ser indispensable.

La deficiencia de ascorbato en la dieta causa escorbuto,



Vitaminas antioxidantes y estrés oxidativo INTRODUCCION 20

[.a propiedad quimica mdas notable del ascorbato es su capacidad de actuar como
agente reductor. La donacidn de un electrdn por el ascorbato (ASC) produce el radical
semidehidroascorbato (AFR-), que puede ser oxidado posteriormente generando

dehidroascorbato (DHA). La estructura de estos compuestos se muestra en la figura 1.3.

semidehydroascorbate ( Asc’)

dehydroascorbate { DHA )

Figura 1.3, Estructura del 4cido ascorbico y sus formas oxidadas.

El radical AFR- no es particularmente reactivo, y generalmente sufre la siguiente
reaccion reversible:

ZAFR- «<—— ASC + DHA
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El DHA es inestable (Bode er al., 1990) y se degrada rapidamente de una manera
compleja. Las soluciones acuosas de dcido ascorbico son estables, a menos que estén
presentes iones de metales de transicidn, que catalizan su rapida oxidacién a expensas de
oxigeno molecular (Halliwell y Gutteridge, 1989a). El acido turico puede unir iones hierro
y cobre, por lo que estabiliza al ascorbato en los fluidos bioldgices inhibiendo su oxidacion

catalizada por hierro (Sevanian et al., 1991).

El ascorbato reacciona rapidamente con O, y HQO, e incluso més rapidamente con
‘OH generando AFR- (Sies ef al., 1992). También elimina O, singlete, reduce radicales
GS-, y se combina con acido hipocloroso, un poderoso oxidante generado en los sitios de
inflamacion. La enzima ascorbato peroxidasa elimina H,O, utilizando ascorbato como

sustrato.

Se han descrito sistemas enzimaticos capaces de reducir las formas oxidadas del 4cido
ascorbico. La actividad DHA reductasa se ha observado en muchos tejidos como higado,
rifién, intestino y placenta (Rose y Bode, 1993). Esta enzima puede utilizar NADPH como
donador de electrones. En algunos tejidos, el GSH también es necesario para la reduccion

del DHA. En este caso, la enzima cataliza la siguiente reaccion:

DHA + 2GSH ——— GSSG + ASC

El GSSG formado seria reducido por NADPH y la glutation reductasa. La reduccién
enzimética dependiente de GSH podria ser debida a tioltransferasas y disulfuro isomerasas
(Wells y Xu, 1994). Recientemente se ha caracterizado en higado de rata una enzima que
cataliza la reduccién del DHA dependiente de GSH que es diferente a las tioltransferasas

{Maellaro et af., 1994).

En la membrana plasmadtica de diferentes tipos celulares se ha descrito una actividad
AFR: reductasa (Villalba ef al., 1996), que reduce el radical AFR- a ascorbato utilizando
NADH como donador de electrones. La reducién no enzimatica del AFR- y DHA es una

alternativa al funcionamiento de las AFR- y DHA reductasas.

El ascorbato y el glutation actiian de una manera cooperativa (Meister, 1994b). El
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ascorbato protege a cobayas y ratas recién nacidas de la mortalidad inducida por butionina
sulfoximina (inhibidor de la sintesis de glutation) {Martensson y Meister, 1991; Martenson
et al., 1991; Meister, 1994). Reciprocamente, el glutation evita el desarrollo de escorbuto

en cobayas mantenidos con dietas deficientes en ascorbato (Martenson ef al., 1993).

De la misma manera que el O,°, el ascorbato puede reducir los iones Fe’* a Fe**
y, en presencia de H,0,, puede estimular ia formacion de “OH por la reaccién de Fenton.
Este efecto prooxidante ha sido descrito en relacion con la peroxidacion de lipidos {(Dasgupta
y Zduneck, 1992), proteinas (Stadtman, 1991) y ADN (Toyokuni y Sagripanti, 1992) in
vitro. El efecto global dependera de la concentracion de ascorbato presente y de la
disponibilidad de metales libres en el medio. Concentraciones micromolares de ascorbato,
junto con la presencia de iones hierro o cobre, presentan un efecto prooxidante, mientras que
concentraciones milimolares, similares a las fisioldgicas, muestran un efecto sobre la

peroxidacion de lipidos y proteinas fundamentalmente inhibitorio (Hunt ef al., 1992).

Por ultimo, se ha sugerido un papel del ascorbato en la regeneracion de! a-tocoferol

(Niki, 1991} y como estimulador de la funcidén inmune (Bendich, 1990).

B. Liposolubles

B.1 «-Tocoferol (vitamina E)

La vitamina E fue descubierta en 1922 por Evans y Bishop. E! término vitamina E
se refiere a una familia de compuestos fendlicos estructuralmente relacionados, los
tocoferoles y tocotrienoles. Los tocoferoles se diferencian dnicamente en el ndmero y
posicion de los grupos metilo del anillo aromético. El a-tocoferol es el més abundante y el

mas activo bioldgicamente de estos compuestos.

La vitamina E es el principal antioxidante en las membranas bioldgicas. Se trata de

una molécula hidrofébica, liposoluble, cuya estructura se muestra en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Estructura de la vitamina E.

Es un componente esencial en la dieta de numerosos animales: su carencia da lugar
a una amplia variedad de sintomas incluyendo esterilidad en los machos, hemolisis y

degeneracion muscular (Halliwell y Gutteridge, 1989b).

Por su caracter hidrofobico tiende a concentrarse en el interior de las membranas, y
su concentracién es relativamente elevada en aquellas membranas que deben estar
especialmente protegidas contra la peroxidacidon in vive (membranas mitocondriales,
membranas de los tilacoides de los cloroplastos y membranas del segmento externo de los
bastones de la retina). El a-tocofero! también se encuentra en altas concentraciones en las
lipoproteinas sanguineas y en las glandulas adrenales, donde tanto corteza como médula son

susceptibles al dafo oxidativo por su alto contenido en enzimas oxidasas y catecolaminas.

La actividad del a-tocoferol suele atribuirse al cardcter reductor del grupo hidroxilo
de su anillo cromanol. Reacciona con el radical <OH y lleva a cabo reacciones de extincion

de O, singlete protegiendo a las membranas contra estas especies.

Sin embargo, su principal accion antioxidante en las membranas biol6gicas consiste
en reaccionar con radicales peroxilo (LOO-) y alcoxilo (LO-), impidiendo la propagacion

de la cadena de reacciones de la peroxidacion lipidica:

LOO* + VitE-OH —— LOOH + VitE-O-
LO- + VitE-OH —— LOH + VitE-O-
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Durante su accion, el a-tocoferol es consumido y convertido en el radical tocoferilo
(VitE-O+), el cual no es lo suficientemente reactivo como para extraer H de los lipidos de
membrana, porque ¢l electrén desapareado del atomo de oxigeno, puede deslocalizarse dentro

del anillo aromatico de su estructura, incrementando su estabilidad (Burton e Ingold, 1986).

Sin embargo, existen mecanismos in vivo para reducir el radical tocoferilo a o-
tocoferol. Se ha comprobado in vitro la existencia de un sinergismo funcional entre el
ascorbato y el a-tocoferol (Niki er al., 1985; Packer y Slater, 1979; Scarpa er al., 1984). El
ascorbato (AH") puede reducir al radical tocoferilo, lo que plantea la posibilidad de que

ambas sustancias trabajen en tandem desde el punto de vista redox:
Vitt-O- + AH" ——— VitE-OH + A~
La interaccion ocurrirfa en la interfase citosol-membrana (figura 1.5), ya que el

cardcter polar de la molécula de ascorbato dificulta su entrada al interior hidrofébico de las

membranas.

C}{?
e (o %
E LOoe
E-
X by /\- L% T e
\,—)' L 1O LDCH
LH
toogH LM
) - -\H"’*-—.\

Figura 1.5. Regeneracion de la vitamina E por la vitamina C durante la oxidacion de
membranas (Niki, 1987).
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Las interacciones entre el glutation y las vitaminas C y E se tlustran en la figura 1.6.

G536 2GSH

S
CH OH
R S
HO) OH AR g o
ascorbic acid 2e dehydro-
ascorbic acid
R LOO"  LooH R
HO ‘o |
Ol L# .
tocopherol tocopheroxyl

radical

ascorbyl  ascorbate
radical

Figura 1.6. Reciclado de las vitaminas antioxidantes C y E.

B.2 Carotenoides

Los carotenoides, que son constifuyentes importantes de las membranas de los
cloroplastos, tienen una gran capacidad para dar lugar a reacciones de extincién de O,

singlete y, por consiguiente, protegen a la clorofila y a las membranas contra el dafo

oxidativo.

La iluminacién de cepas mutantes de maiz, que no sintetizan carotenoides, bajo
condiciones aerobias, da lugar rapidamente al blanqueamiento de clorofilas y a la destruccion
de las membranas de los cloroplastos. La iluminacion bajo condiciones anaerobias causa

mucho menos dafo, porque no se puede generar O, singlete.

Ademads, los carotenoides pueden absorber directamente la energia de las clorofilas
excitadas impidiendo la formacion de O, singlete. También pueden reaccionar directamente

con radicales peroxilo y alcoxilo, interfiriendo con la cadena de reacciones de la peroxidacion

lipidica.
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Los carotenoides gque contienen los cloroplastos son de dos tipos principales:
carotenos (la estructura del B-caroteno se muestra en la figura [.7) y xantofilas, que son

derivados de carotenos que contienen oxigeno.

CH,

G, Lll{ an |

/< = "/Q‘-.\,// N N \“}M\[/\“\\,/ ’Y"\‘-\
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i 7.‘\ - CH Cil, CH,y CH,

Figura 1.7. Estructura del B-caroteno.

En los animales su concentracion es mucho menor y su funcién antioxidante natural
es menos clara. Dosis elevadas de B-caroteno disminuyen la fotosensibilidad de algunos
pacientes con acumulacién anormal de porfirinas. El B-caroteno puede actuar sinérgicamente
con el a-tocoferol inhibiendo la peroxidaciéon lipidica (Palozza y Krinsky, 1992). Se ha

propuesto que una alta ingesta de B-caroteno puede proteger contra el desarrolio de cancer
(Byers y Perry, 1992).

3. ESTRES OXIDATIVO

Debido a que las defensas antioxidantes no son completamente eficientes, al aumentar
la formacion de radicales libres en el organismo se produce un aumento del dafio oxidativo.
El término estrés oxidativo (Sies, 1985) se refiere a este efecto (figura 1.8). Si el estrés
oxidativo es suave, los tejidos responden con un incremento de las defensas antioxidantes

(Allen et al., 1983; Lopez-Torres et al., 1993b). Sin embargo, el estrés oxidativo severo

puede causar dafno celular y muerte.

Una manera de generar estrés oxidativo en los tejidos es mediante la accion de ciertas

toxinas, algunas producen radicales libres y otras eliminan las defensas antioxidantes
(Halliwell, 1994).

Algunas toxinas son radicales libres, por ejemplo el diéxido de nitrégeno (NO,-), un
gas toxico presente en el aire contaminado. Este compuesto puede iniciar el proceso de

peroxidacion lipidica. Otras toxinas se convierten en radicales libres al ser metabolizadas.
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Este es el caso del tetracloruro de carbono (CCl,) que se transforma en el radical CCl;- en
el higado por la accion del citocromo P-450. El radical CCl;- reacciona con O, y produce
un radical peroxilo (CCLO,7) el cual puede iniciar la peroxidacion lipidica (Aust et al.,
1993).

Existen toxinas que eliminan las defensas antioxidantes. El paracetamol es
metabolizado por el citocromo P-430 en el higado, generando un producto que reacciona con
el glutation y lo elimina. La pérdida del glutation produce estrés oxidativo, lo que contribuye
al fallo hepdtico en caso de sobredosis de paracetamol. El 3-amino-1,2,4-triazol (AT) inhibe
a la enzima cartalasa uniéndose al complejo catalasa-peréxido (compuesto 1) de forma

irreversible (Geerts v Roels, 1982).

ANTIOXIDANTE

0; 1,0 GPX CAT

2 GRAsC GsH

PROOXIDANTE SoD

2+ GR
OH Fe ASC URIVITE

0; H,0,

Figura 1.8. Balance antioxidante-prooxidante. Un exceso de especies activas de oxigeno y
metales de transicion en relacién con los antioxidantes produce estrés oxidativo. La situacion
contraria se observa en presencia de niveles relativamente altos de antioxidantes. SOD:
superdxido dismutasa; CAT: catalasa; GPX: glutatién peroxidasa; GR: glutation reductasa;
GSH: glutation; URI: 4cido drico; ASC: ascorbato; VITE: vitamina E (Barja, 1996).
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La disminucion del estrés oxidativo es tedricamente posible mediante el incremento
de la capacidad antioxidante de los tejidos. En el hombre, el aumento de las enzimas
antioxidantes endogenas o del glutation (que se encuentra bajo control "feed-back” celular),
10 es una aproximacion posible. El equilibrio antioxidante-prooxidante solo es modulable en
el hombre mediante antioxidantes exdgenos vitaminicos, cuya ingestion en la dieta puede ser

controlada de una manera sencilla y segura.

III. PEROXIDACION LIPIDICA

Los constituyentes esenciales de las membranas biol6gicas son los lipidos y las
proteinas, estas ultimas en una cantidad que aumenta a medida que lo hace el nimero de

funciones que la membrana realiza.

Los lipidos de membrana son generaimente moléculas anfipaticas, que contienen
regiones hidrocarbonadas con poca afinidad por el agua y regiones polares hidrofilicas. En
las membranas de células animales los lipidos mas abundantes son los fosfolipidos, siendo
el mas comin la fosfatidilcolina. A diferencia de lo que ocurre en las membranas de los
organulos subcelulares como la mitocondria, algunas membranas contienen cantidades

significativas de esfingolipidos y de colesterol.

En las células animales, las cadenas laterales de los acidos grasos de lipidos de
membrana son cadenas hidrocarbonadas lineales que contienen un nimero par de dtomos de

carbono, generalmente entre 14 y 24, y los dobles enlaces poseen configuracion cis.

A medida que el nimero de dobles enlaces en un acido graso aumenta, su punto de
fusion disminuye. Por ejemplo, el 4cido estedrico (18:0) es solido a temperatura ambiente,
mientras que el 4cido linoléico (18:2) es liquido. Los dcidos grasos con ninguno, uno o dos
dobles enlaces son mds resistentes al ataque oxidativo que los acidos grasos poliinsaturados;

sin embargo, los 4cidos grasos poliinsaturados estin presentes en muchas moléculas de

fosfolipidos de membrana.
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La fluidez de las membranas es debida, en parte, a la presencia de cadenas laterales
de acidos grasos insaturados y poliinsaturados en muchos lipidos de membrana, que reducen
el punto de fusion del interior de la membrana. El dafo a los 4cidos grasos poliinsaturados
tiende a reducir la fluidez de la membrana, caracteristica esencial para el funcionamiento

adecuado de las membranas bioldgicas.

1. PROCESO DE PEROXIDACION

La peroxidacion lipidica es un proceso autocatalitico mediado por radicales libres por
el cual los acidos grasos poliinsaturados forman hidroperoxidos lipidicos (Sevanian y

Hochstein, 1985). Este proceso consta de tres etapas: iniciacién, propagacion y terminacion
(figura §.9).

AN O 2 A a AN OO0
Initiation

PUFA

{conmugated diene} (R7)

Propagation \/\:/W\ cooH > \/g\/-\/\ COOH
Y VaVaVaVAte

V\g\/\/\ COOH l

1

Lipnd hydroperoxyl radical {RO ;")

RV VAV Vel
\/\g\/\/\ cooH ‘

H
Lipid hydroperoxide

Termination 2R — RA
2 ROz — 0; + ROOR
RO, + R*—ROOR

Figura 1.9. Diferentes etapas en el proceso de peroxidacién (Southorn, 1988).
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A. Iniciacion

La iniciacion de una secuencia de peroxidacion en una membrana o en un acido graso
poiliinsaturado se produce por el ataque de cualquier especie suficientemente reactiva como
para abstraer un atomo de hidrégeno de un grupo metileno (-CH,-). El radical hidroxilo

puede iniciar el proceso de peroxidacion (Halliwell y Gutteridge, 1989b):

CH,- + OH — -CH- + H,0

Sin embargo, el O, no es suficientemente reactivo como para abstraer H de los
lipidos y ademds su carga negativa le impide acceder al interior hidrofébico de las
membranas. La forma protonada del radical superéxido, el HO,-, es mas reactivo y puede
extraer H de algunos acidos grasos, aunque todavia no se ha demostrado su capacidad para

iniciar la peroxidacion en las membranas celulares:

CH,- + HO," —— --CH- + H,0,

La abstraccion de un H de un grupo metileno deja un electrén desapareado en el
atomo de carbono (-<CH-). La presencia de un doble enlace en el acido graso debilita el
enlace C-H en el dtomo de carbono adyacente al doble enlace y por lo tanto facilita la
abstraccion de H. El radical formado, tiende a ser estabilizado por un reordenamiento

molecular para formar un dieno conjugado.

Los dienos conjugados pueden reaccionar de diversas maneras. Si dos de ellos entran
en contacto dentro de la membrana, pueden formar enlaces cruzados entre las moléculas de
dcidos grasos. También pueden reaccionar con otros componentes de la membrana como las
proteinas. Sin embargo, con mayor frecuencia los dienos conjugados en condiciones aerobias
reaccionan con O, dando lugar a la formacion de radicales peroxilo LOO- (Halliwell y
Gutteridge, 1989b):

~CH- + 0,

-CHOQ,~



Vitaminas antioxidantes y estrés oxidativo INTRODUCCION 31

B. Propagacion

La formacion de radicales peroxilo es de gran importancia debido a que son capaces

de abstraer H de otra molécula lipidica, por ejemplo de un acido graso adyacente.
-CHO,~- + -CH- —— -CHO,H- + --CH-

Los autores utilizan el término de estimulacion de la peroxidacion lipidica para

describir la abstraccién continua de H por parte de los radicales peroxilo.

El nuevo radical formado puede reaccionar con O, para formar otro radical peroxilo
y asi la reaccién en cadena de la peroxidacion lipidica puede continuar. De esta manera, la
iniciacion de una secuencia de peroxidacion puede dar lugar a que muchas moléculas de

lipidos sean oxidadas a hidroperéxidos lipidicos (Niki, 1987).

La cantidad de radicales formados como respuesta a un determinado nivel de estrés
oxidativo depende de la disponibilidad de 4cidos grasos poliinsaturados en los lipidos de
membrana (North et al., 1994).

Los radicales peroxilo se combinan con el dtomo de hidrégeno que abstraen dando

tugar a un hidroperéxido lipidico LOOH. Los radicales peroxilo también pueden formar

peroxidos ciclicos.

El oxigeno singlete puede reaccionar directamente con dobles enlaces carbono-carbono
generando LOOH. Sin embargo, esta adicion directa del O, singlete a los lipidos de
membrana no causa la propagacion del proceso de peroxidacion, a menos que tos LOOH sean
descompuestos, por ejemplo mediante fa accion de iones metélicos, formando radicales

alcoxilo y peroxilo.

l.a abstraccion inicial de H de un acido graso poliinsaturado puede ocurrir en
diferentes puntos de la cadena hidrocarbonada. Asi, la peroxidacion del 4cido araquidénico
da lugar a la formacion de al menos seis hidroperdxidos lipidicos asi como perdxidos ciclicos

y otros productos como malondialdehido (MDA).
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C. Terminacién

El ciclo de propagacion se rompe cuando tienen lugar reacciones de terminacion, en
las que los radicales libres son destruidos. La reaccién de dos radicales contiguos, por
ejemplo de tipo alquilo L-, da lugar a la formacién de puentes cruzados (L-1.) estables. Los
perdxidos ciclicos formados en los dcidos grasos pueden fragmentarse en diversos productos

como el MDA, cuya estructura se muestra a continuacion:

f.as sustancias que eliminan radicales libres también contribuyen la terminacion del

proceso de peroxidacion.

Como consecuencia de la peroxidacion lipidica, la membrana aumenta su viscosidad
y disminuye su resistencia eléctrica, se facilita el intercambio de fosfolipidos entre las dos

monocapas y las proteinas de membrana forman enlaces cruzados disminuyendo su movilidad

lateral y rotacional (Richter, 1987),

2. PAPEL DE LOS IONES METALICOS EN EL PROCESO DE PEROXIDACION
LIPIDICA

En general, los metales de transicion pueden cambiar su estado de oxidacién debido

a su valencia variable. Esto les permite participar en reacciones con otros radicales libres.

Los 1ones hierro pueden tomar parte en reacciones de transferencia de electrones con

el oxigeno molecular:

Fe'* + 0, «— (Fe’* -0, «—— Fe’* -0,") «——— Fe’* + 0,
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El ion Fe'* puede reaccionar con H,0, dando lugar a la formacion de radicales

hidroxilo en la reaccion de Fenton:

Fe?* + H,0, — Fe’* + ‘OH + OH"

El i6n Fe’” también puede reaccionar con H,0,, aunque esta reaccién ocurre muy

fentamente a pH fisiolégico:

Fe’* + H,0, — Fe*' + 0,7 + 2H*

Los iones cobre también pueden reaccionar con H,0, generando radicales hidroxilo:

Cu* + H,0, —— Cu** + OH + OH

Debido a las bajas concentraciones de H,0, y O, que existen in vivo, la reaccion
de Haber-Weiss, en ia que el radical superoxido y ei peroxido de hidrégeno producen

radicales hidroxilo, no puede ocurrir a no ser que sea catalizada por iones de transicién:

Fe’* + 0, — Fe** + O,
Fe?* + H,0, —— Fe’* + -OH + OH

H,0, + 0,; — 0, + OH + OH'

El radical ‘OH formado puede iniciar el proceso de peroxidacion.

Los hidroperoxidos lipidicos son estables a temperaturas fisiologicas, sin embargo,

metales de transicion como el hierro y el cobre, aceleran su descomposicion:

LOOH + Fe!* — LO- + OH + Fe**
LOOH + Fe*t —— LOO- + H' + Fe?t

Los radicales LO- y LOO:* pueden abstraer H y estimular la peroxidacién lipidica.

Por esto, la eliminacion de LOOH de las membranas es esencial para evitar la propagacion
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del proceso de peroxidacion, La enzima GSH peroxidasa de membrana descrita por Ursini
y colaboradores (1982) puede eliminar LOOH. La liberacion de LOOH de la membrana
mediante la fosfolipasa A, (Sevanian er af., 1983), seguido por el metabolismo del grupo

hidroperéxido mediante GSH peroxidasas citosdlicas, constituye un mecanismo alternativo.

Los iones hierro unidos a proteinas como la transferrina, no pueden generar radicales
OH a pH 7,4. Sin embargo, pueden producir estos radicales cuando las condiciones
celulares provocan la liberacién del hierro de las proteinas. Esto puede ocurrir en presencia
de agentes quelantes como el ATP, el ADP y el citrato, a valores 4cidos de pH, y también
cuando se produce la reduccién de Fe** a Fe?' mediante agentes reductores como el dcido

ascOrbico o el radical superéxido.

Los iones hierro que estaban unidos a la proteina, al ser liberados puden reaccionar
con H,0, para formar el radical “OH. Este dltimo, por su alta reactividad puede atacar a
componentes de la proteina cercanos a su lugar de formacioén. Asi, la naturaleza quimica del
dafio celular producido por H,0, podria depender de la localizacion especifica de los iones

metalicos que pueden generar -OH a partir de H,0,.

Algunos autores han observado que se produce peroxidacion a pesar de que el H,O,
y el radical ‘OH hayan sido eliminados, lo que ha llevado a postular que el propio hierro,
en la forma de un complejo Fe?*-oxigeno-Fe**, es el responsable de la iniciacién de la
peroxidacion lipidica (Minotti y Aust, 1987). Sin embargo, este complejo no ha podido ser

aislado ni caracterizado.

3. PROTECCION FRENTE A LA PEROXIDACION LIPIDICA

L.os organismos aerobios estan protegidos frente a la toxicidad del oxigeno mediante
un conjunto de sistemas de defensa. Se pueden clasificar en dos categorias: los antioxidantes
que reducen la tasa de iniciacidon y los que interrumpen la propagacion del proceso de

peroxidacion lipidica (Niki, 1987).

Los antioxidantes que reducen la tasa de iniciacion eliminan las especies activas y

los posibles precursores de radicales libres. Por ejemplo, la  descomposicion de
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hidroperdxidos lipidicos y perdxido de hidrégeno por iones de metales de transicion como

el hierro y el cobre puede ser una via importante de generacion de radicales libres in vivo:

LOOH (H,0,) + Fe** —— LO- (HO?) + OH" + Fe**
LOOH (H,0,) + Fe** —— LOO- (HO,) + H* + Fe?*

Las enzimas glutatién peroxidasa y catalasa descomponen hidroperoxidos y peroxido
de hidrogeno respectivamente, sin generar radicales libres y por lo tanto reducen su
formacion. Los compuestos que unen iones metdlicos y reducen la tasa de las reacciones

anteriores, también se consideran antioxidantes.

El oxigeno singiete oxida a los dtomos de carbono que forman dobles enlaces
generando hidroperéxidos lipidicos. Por consiguiente, el B-caroteno, que extingue al 'O,,

también reduce la tasa de iniciacion.

Existen antioxidantes hidrosolubles y liposolubles que interrumpen el proceso de
propagacion de la peroxidacién lipidica. Entre los primeros se encuentran el 4cido ascorbico
y el glutation. El principal antioxidante liposoluble en células animales es la vitamina E,

aunque existen otros como el B-caroteno, la bilirrubina y los estrégenos.

La union de iones metalicos también constituye un mecanismo de proteccion frente
a la peroxidacion lipidica (Halliwell y Gutteridge, 1989a). La transferrina y la ferritina,
ademas de transportar y almacenar hierro, pueden considerarse defensas antioxidantes, ya que
el hierro unido a proteinas no esta disponible para estimular reacciones de radicales libres.
Asimismo, el 4cido drico puede unir iones hierro y cobre in vitre evitando su participacion

en reacciones de radicales libres.

La mayoria del cobre plasmatico estd unido a la ceruloplasmina. Esta proteina tiene
propiedades antioxidantes y es capaz de oxidar el Fe** a Fe’*, menos reactivo, disminuyendo
la produccion de ‘OH dependiente de Fe** a partir de H,O, y la peroxidacion lipidica
dependiente de Fe’*. La pequefa cantidad de cobre plasmatico no unido a ceruloplasmina

estd unido a histidina, péptidos pequefos y albimina.
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Los tres antioxidantes no enzimdaticos principales, glutation, acido ascoOrbico y «-
tocoferol, pueden actuar de manera complementaria frente a la peroxidacion de lipidos

insaturados de las membranas (figura 1.10).
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Figura 1.10. Relacion entre el glutatién y las vitaminas C y E durante la peroxidacién
lipidica. ASC: ascorbato; AFR-: radical del ascorbato; VEOH: vitamina E; VEO: radical
toferilo (Barja, 1996).

4. MEDIDA DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Las técnicas de cuantificacion de la peroxidacion lipidica son variadas. Los métodos
utilizados mas comunmente son: a) cromatografia gas-liquido de etano y pentano, b)
absorbancia UV de dienos conjugados, c) cromatografia gas-liquido de acidos grasos, d)
colorimetria y fluorimetria de MDA tras la aplicacion del test del acido tiobarbitirico (TBA})
y ¢) determinacion de diversos productos de peroxidacion lipidica mediante cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).
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La peroxidacion de membranas genera pequefias cantidades de MDA libre que pueden
reaccionar en el test del TBA dando lugar a la formacion de un producto coloreado. Ademas
del MDA, otros compuestos relacionados (hidroperoxidos) o no (glucosa, ciertos
aminoacidos) con la peroxidacion lipidica, reaccionan con el TBA formando productos que

absorben a longitudes de onda proximas a 535 nm (Halliwell y Gutteridge, 1989b).

Asi, la medida espectrofotométrica a 535 nm (TBA in vive) podria incluir las
contribuciones de esas sustancias, aunque la medida fluorimétrica puede distinguir mejor esos

productos del verdadero MDA.

La incubacién en presencia de sistemas generadores de radicales (TBA in vitro)
minimiza esas interferencias. En este caso, los resultados se interpretan como la sensibilidad

de ese tejido a la peroxidacion lipidica.

La cuantificacién de productos de peroxidacion lipidica mediante técnicas de HPLC
presenta una alta sensibilidad y especificidad. La determinacion de hidroperoxidos lipidicos
proporciona informacion sobre los primeros estados de la peroxidaciéon y ta medida del
MDA, sobre las etapas finales. Sin embargo, estos métodos tienen la limitacion de que se

detecta solo uno de los muchos productos resultantes del proceso peroxidativo.

IV. DANO OXIDATIVO A PROTEINAS

El proceso de peroxidacion lipidica ha recibido mucha atencidn, aunque también se
producen ataques similares por parte de los radicales libres a las proteinas y a los 4cidos
nucleicos. Los productos de estas peroxidaciones se acumulan en proporciones menores, 1o
que ha dado lugar a que hayan pasado desapercibidos durante mucho tiempo. Sin embargo,
estos procesos pueden ser de extrema importancia por el caracter cualitativo del dafio y por

la mayor dificultad de reparacién del mismo, como ocurre en el caso del ADN.

Davies y colaboradores han realizado diversos estudios sobre el posible papel de las
especies de oxigeno activo en el dafio y degradacion de proteinas, indicando una sensibilidad

general de las proteinas a los radicales de oxigeno.
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Las modificaciones inducidas por el radical hidroxilo ‘OH o por una combinacion de
OH + 0O,” + 0,, que refleja mejor la exposicién bioldgica a los radicales de oxigeno,
incluyen alteraciones del peso molecular (agregacion o fragmentacion), alteracion de la carga

eléctrica neta, pérdida de triptéfano y produccion del bifenol bitirosina.

Debido a que el radical O, no tiene efectos medibles en ninguno de estos
parametros, se ha propuesto que el radical ‘OH es la especie iniciadora de estas alteraciones,
mientras que el O, y el O, parecen modificar significativamente el dafio inducido por el
radical -OH (Davies, 1987).

Estudios realizados en albimina bovina indican que todos sus aminoacidos son
susceptibles de modificaciéon por OH y ‘OH + O, + O,, aunque el triptofano, la

tirosina, la histidina y la cisteina son particularmente sensibles (Davies et al., 1987).

Ef radical ‘OH puede modificar cualquier aspecto de la estructura primaria proteica.
El O, y el O,7 pueden actuar transformando los productos iniciales de la reaccion del -OH
incrementando en el dafio (pérdida de triptdfano) o reparandolo (prevencion de la formacion

de bitirosina).

El radical O, previene la formacidn de bitirosina mediante la reduccion de radicales
tirosilo, y por lo tanto inhibe la formacién de agregados. Sin embargo, no puede deducirse
que el O, es inofensivo. Primero, el O,” reduce los puentes bisulfuro de la cisteina a
grupos sulfidrilo, 10 que provoca la desnaturalizacion de la proteina y su pérdida de funcion.
Segundo, las proteinas que poseen grupos prostéticos hemo, con hierro-azuire o cobre,
pueden sufrir daiios mds graves y permanentes cuando son expuestas a O, (Davies et af.,
1987).

Estas modificaciones oxidativas de la estructura primaria dan lugar a grandes
alteraciones en las estructuras secundaria y terciaria (Davies y Delsignore, 1987). la
exposicion de albimina bovina a “OH causa desnaturalizacion (desdoblamiento) de la
proteina e incrementa su hidrofobicidad. A continuacion tiene lugar la formacion progresiva
de enlaces covalentes cruzados que dan lugar a dimeros, trimeros y tetrimeros, parcialmente

debido a la formacion de bitirosina intermolecular.
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La combinacion de “OH + O, + O,- también causa desnaturalizacion. Sin embargo,
a diferencia del ‘OH, da lugar a la fragmentacién espontinea de la albumina bovina,
produciendo nuevos grupos carbonilo sin aumentar los grupos amino libres. Este patron

general ha sido observado en una gran variedad de proteinas.

La fragmentacion podria implicar la adicién de O, a radicales inducidos por el -OH
en el o-carbono de los aminodcidos, para formar radicales peroxilo cuya descomposicion
produciria la escision de la cadena polipeptidica. El enlace peptidico permaneceria intacto

durante este proceso.

La exposicion al radical O, no revela cambios medibles en la estructura de la
proteina. El ‘OH es la especie responsable de la aiteracion de las estructuras secundaria y
terciaria de la albdmina bovina. E! O, y el O, modificarian posteriormente los productos

de reaccion del OH (Davies y Delsignore, 1987).

La modificacién oxidativa de la de la estructura proteica primaria, secundaria y

terciaria estd directamente relacionada con una susceptibilidad proteolitica incrementada.

Las proteinas desnaturalizadas representan un excelente sustrato para los sistemas
proteoliticos celulares. La desnaturalizaciéon implica un desdoblamiento, lo cual incrementa
la accesibilidad de las proteasas a los enlaces peptidicos. Asi, el proceso de desnaturalizacion

puede significar una sefal universal para la degradacion de proteinas oxidadas.

Las proteinas modificadas oxidativamente son degradadas rapida y selectivamente por
sistemas proteoliticos intracelulares. En eritrocitos humanos y E. coli, 1a degradacion parece

llevarse a cabo mediante enzimas proteoliticas solubles, no lisosomales, e independientes de
ATP (Davies, 1987).

Estas observaciones pueden tener importantes implicaciones en la regulacion dei
"turnover" o recambio de proteinas en todos los organismos aerobios. Los mecanismos por

los cuales los sistemas proteoliticos celulares reconocen las proteinas oxidativamente

modificadas son todavia poco conocidos.
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Algunos autores han descrito la existencia de un nimero de sistemas enzimaticos y
no enzimaticos, a los que denominan sistemas oxidativos de funcion mixta (MFO) o sistemas
de oxidacion catalizada por iones metdlicos (MCOQO), que son capaces de modificar
oxidativamente a las proteinas (Oliver ef al., 1981; Fucci et al., 1983; Stadtman, 1990). Los
sistemas mds relevantes fisioldgicamente son la NADH y la NADPH oxidasas, la xantina
oxidasa y las reductasas citocromo P-450, los cuales, en presencia de Fe** | O, y sus sustratos
especificos donadores de electrones (NADH, NADPH, xantina) son capaces de catalizar la

oxidacion de las cadenas laterales de ciertos aminoacidos de las proteinas.

Ademis, existen sistemas no enzimdticos que son capaces de catalizar la oxidacion
dependiente de O, de las proteinas, en presencia de Fe’*™ y de donadores de electrones como

el ascorbato (Stadtman, 1991).

La actividad prooxidante del ascorbato (AH") se debe a su capacidad de reducir los
metales de transicion, Fe*' y Cu**, mediante la transferencia de un electron, generando el

radical semidehidroascorbato (A):

AH + Fe’* (Cu*t) —— A + Fe** (Cu?)

Bl ascorbato también puede reducir al O, por transferencia de dos electrones

produciendo perdxido de hidrogeno y dehidroascorbato (A):

AH_+02+H+—'—;H202+A

Todos los sistemas MFO catalizan la reduccion del O, a H,Q,, y del Fe’™ a Fe*™, por
via dependiente o independiente de Q,-. La produccién de H,0O, y Fe** es la tinica funcién
que tienen en comun los sistemas MFO y que se requiere para la oxidacion de proteinas
(Stadtman et af., 1992).

La oxidacion de enzimas catalizada por MFO estd acompafiada por una pérdida de
actividad catalitica y por la conversion de la enzima a una forma altamente susceptible a la
degradacion proteolitica, especialmente a la degradacion por proteasas citosdlicas neutras o

alcalinas (Roseman y Levine, 1987).
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Las reacciones de oxidacién catalizadas por iones metdlicos son de naturaleza sitio-
especifica. Las dianas mds frecuentes de fos sistemas MCO son los aminoédcidos histidina,
arginina, lisina, prolina y cisteina (Amici er al., 1989) y también los centros de union de

hierro no heminico de las proteinas (Turnbough y Switzer, 1975).

La oxidacion de proteinas por los sistemas MFQ proporciona un mecanismo general

por el cual las proteinas son marcadas para su degradacion (Oliver et al., 1981).

Se ha observado que muchas de las enzimas que son tacilmente oxidadas por sistemas
MFOQO se acumulan como formas inactivas 0 menos activas, y mas termolabiles durante el

envejecimiento (Stadtman er al., 1992).

La oxidacion de proteinas por sistemas MCO conduce a la conversion de las cadenas
laterales de algunos aminoécidos en derivados carbonilo. Mediante la utilizacion de técnicas
altamente sensibles para la medida del contenido en carbonilos de las protefnas, se ha

encontrado que existe un incremento con la edad en el nivel de proteinas oxidadas.

El nivel de proteinas oxidadas en una célula depende de las tasas relativas de
oxidacion de proteinas y de degradacion de proteinas oxidadas. Ambas tasas son funciones
complejas de numerosos parametros. La acumulacion de proteinas oxidadas que ocurre con
Ja edad es debida, en parte, a la pérdida de actividad proteasa (Starke-Reed y Oliver, 1989;
Carney ef al., 1991).

La acumulacion de proteinas oxidadas se ha asociado con la manifestacion de
disfunciones fisiologicas relacionadas con la edad, como la pérdida de agudeza de la memoria
espacio-temporal. Estos cambios pueden ser revertidos mediante tratamiento crénico con

agentes quimicos terapéuticos (Carney er af., 1991).
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V. DANO OXIDATIVO AL ADN

La exposicion de células a un estrés oxidativo implica la alteracion de macromoléculas
celulares como el ADN, el ARN, las enzimas, y proteinas y lipidos estructurales.
Recientemente se ha dedicado mucha atencién al ADN debido a su papel central en la

transferencia de informacién entre generaciones de células somaticas (Saul ef al., 1987).

Se han propuesto dos mecanismos mediante los cuales el estrés oxidativo podria dafiar
al ADN (Halliwell y Aruoma, 1991). De acuerdo con el primero de ellos, es posible que el
dafio sea debido a la formacién del radical ‘OH. El H,0,, que cruza facilmente las
membranas biolégicas, puede penetrar en el nicleo y reaccionar con lones hierro o cobre
para formar ‘OH. Debido a la alta reactividad del -OH y a su incapacidad para difundir
distancias significativas dentro de la célula, este mecanismo sélo es posible si el ‘OH fuera

generado a partir del H,O, por reaccion con iones metélicos unidos al ADN o muy proximos

a este.

Una posibilidad es que estos iones metalicos estuvieran siempre presentes unidos al
ADN in vivo. Por ejemplo, se cree que existen iones cobre presentes en los cromosomas.
Otra posibilidad es que los iones metélicos fueran liberados dentro de las células como
resultado del estrés oxidativo. Asi, el estrés oxidativo aumentaria los niveles intracelulares
de los iones hierro y cobre libres, que podrian unirse al ADN convirtiéndolo en diana del

dafio oxidativo.

Una segunda explicacion de la capacidad del estrés oxidativo de causar dafio al ADN
es que el estrés oxidativo da lugar a una serie de procesos metabolicos dentro de la célula
que conducen a la activacion de enzimas nucleasas, la cuales cortan la estructura def ADN.
El estrés oxidativo causa aumentos en el Ca’* libre intracelular, el cual puede activar

endonucleasas dependientes de Ca®* que fragmentarian el ADN.

Estos dos mecanismos (dafio al ADN por el radical ‘OH y por la activacion de
nucleasas) no son excluyentes, sino que ambos pueden tener lugar. Su importancia relativa

depende del tipo de células utilizado y de la manera en que se produce el estrés oxidativo
(Halliwell y Aruoma, 1991).
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El estrés oxidativo, generado mediante una gran variedad de mecanismos, produce
efectos mutagénicos en bacterias y diversos tipos celulares de mamiferos. l.os cambios
quimicos que se producen en el ADN pueden conducir al desarrollo de cancer, aunque las

relaciones precisas no se conocen todavia (Floyd, 1990).

La especies reactivas del oxigeno producen una serie de modificaciones quimicas en
el ADN. El radical O,* y el H,0, no reaccionan con el ADN a menos que estén presentes
jones metalicos para permitir la formacién de ‘OH. Sin embargo, el radical “OH es tan
reactivo que puede atacar a todos los componentes del ADN (Cadet y Teoule, 1978;

Hutchinson, 1985 Dizdaroglu, 1991).

El radical ‘OH puede extraer atomos de hidrogeno de la desoxirribosa, dando lugar
a un radical derivado del azgcar, que puede fragmentarse de diversas maneras. También
puede reaccionar conduciendo a la liberacidn de bases pilricas o pirimidinicas del ADN

(produciendo sitios abdsicos), y a la rotura de las hebras.

Se han caracterizado cambios quimicos en las bases que constituyen las cadenas
polinucleotidicas, que dan lugar a bases modificadas (Kasai et al., 1986) como son la 8-
hidroxiguanina, la 8-hidroxiadenina y la timina glicol. La figura 1.11 muestra algunos de

estos productos.

En la orina de humanos y otros mamiferos se¢ han detectado nucledsidos y bases
modificadas del ADN (Ames, 1989b; Shigenaga er al., 1991). A diferencia de las bases
modificadas, sus nucledsidos respectivos pueden ser utilizados como biomarcadores de dafio
oxidativo al ADN ya que no son absorbidos a través del tracto digestivo a partir de la dieta
(Cathcart et al., 1984).

Mediante técnicas de HPL.C con deteccion electroquimica de alta sensibilidad vy
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, se¢ han detectado diversos

productos generados por el dafio oxidativo al ADN (Dizdaroglu, 1991; Floyd er al., 1986;
Shigenaga y Ames, 1991).
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Figura L.11. Estructura de algunos productos formados por la reaccion del radical hidroxilo
con las bases del ADN.

La exposiciéon de células completas o cromatina aislada a radiacién ionizante, puede
dar lugar a la aparicién de enlaces cruzados entre bases del ADN y aminoacidos de proteinas
nucleares. Asi, se han identificado enlaces timina-tirosina, timina-aminodcidos alifaticos y

citosina-tirosina en la cromatina de timo de ternera sometida a radiacion (Gajewski et al.,
1990).

Algunas de estas modificaciones pueden tener efectos mutagénicos in vivo por la
induccion de errores en la lectura de las bases modificadas o de las adyacentes (Kuchino et
al., 1987). La fragmentacion de los aniilos de las bases puede incluso bloquear la replicacion

del ADN (Halliwell y Aruoma, 1991).

El oxigeno singlete es capaz de producir rotura limitada de las hebras de ADN aislado
y su capacidad para modificar las bases del ADN también es limitada, modificando

preferencialmente la guanina mediante hidroxilacién en C8 (Epe, 1991).

Los lipidos en proceso de peroxidacion producen una serie de especies reactivas de
oxigeno como OH, H,0,, oxigeno singlete, radicales peroxilo y alcoxilo, que son capaces

de dafiar al ADN, aunque la contribucion exacta de cada una de ellas se desconoce (Park y
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Floyd, 1992; Fraga y Tappel, 1988; Hruszkewycz, 1988). Los peréxidos lipidicos también
se descomponen para dar numerosos productos, incluyendo compuestos carbonilos como el
malondialdehido vy el 4-hidroxi-2-trans nonenal, que muestran efectos mutagénicos en células

de mamiferos (Halliwell y Aruoma, 1991).

Para limitar los niveles de especies reactivas del oxigeno y el dafio que inducen, han
evolucionado numerosos mecanismos de defensa enziméticos y no enzimaticos dentro de las
células. En el caso del ataque de estas especies contra las moléculas de ADN nuclear, las

células de mamiferos poseen otros tres mecanismos mas de defensa (Saul er al., 1987).

Primero, el ADN nuclear esti compartimentalizado en el nicleo, alejado de las
mitocondrias y [os peroxisomas donde se generan la mayoria de los radicales. Segundo, la
mayor parte del ADN (cuando no se estd replicando) estd rodeado por histonas, las cuales
pueden protegerle contra los radicales. Finalmente, la mayoria de los tipos de dafio

producidos en el ADN pueden ser reparados por eficientes sistemas enzimaticos.

Los sistemas de reparacion eliminan al menos algunas de las lesiones del ADN que
resultan del ataque del radical ‘OH y otras especies reactivas de oxigeno. Las roturas en
hebras simples son reparadas rapidamente. La 8-hidroxiguanina es eliminada lentamente del
ADN celular (Breimer, 1984),

Otras lesiones, incluyendo la formacion de timina glicol, pueden ser eliminadas de
las células humanas por accion de una enzima ADN glicosilasa que corta el enlace base
desoxirribosa produciendo un sitio abésico. Este sitio es reconocido por la actividad
endonucleasa, en la misma enzima, que elimina la zona dafada. A continuacion, se

resintetiza €l ADN y la hebra es unida de nuevo mediante una enzima ADN ligasa.

Una lesion concreta puede ser eliminada a través de diferentes vias de reparacion. La
participacion de una via determinada depende de la competitividad cinética entre ellas y de
la extension en la que estdn empleadas en corregir otras lesiones de la misma célula (Ramotar
y Demple, 1993).
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La tasa metabdlica y la ingesta de calorias en la dieta pueden alterar la tasa de dano
al ADN. El dafio oxidativo al ADN podria descender mediante la disminucion de la tasa

metabolica o la reduccion de la ingesta de calorias (Simic, 1992).

A pesar de los mecanismos de reparacion enziméticos y las demés defensas, el daio
continuo al ADN puede alterar progresivamente la secuencia gendémica (Shibutani et al.,
1991). La acumulacion del dafio puede contribuir al desarrolio de enfermedades como el

céncer (por activacién de oncogenes o inactivacion de genes supresores) y al envejecimiento
(Simic, 1992).

Experimentos realizados en diversas especies indican la existencia de una correlacion
lineal entre la tasa metabolica especifica y la excrecidén de productos de reparaciéon de
modificaciones oxidativas del ADN como la 8-OHdG y Ia timina glicol (Adelman ef al.,
1988; Shigenaga et al., 1989; Loft et al., 1993; Loft et al., 1994). Se ha observado un
aumento en los niveles de 8-OHdG con la edad segin algunos autores (Fraga ef al., 1990;

Rattan ef al., 1995), pero no segun otros (Kasai et al., 1995).

Algunos autores han propuesto que el envejecimiento en células postmitoticas resulta
del ataque de los radicales fibres al ADN mitocondrial (Fleming er al., 1982), el cual es
particularmente vulnerable al ataque por radicales libres debido a que la mitocondria es la
principal fuente de produccion de radicales libres y a que algunas de las defensas y
mecanismos de reparacion del ADN presentes en el nicleo pueden ser menos efectivos, o
inexistentes. en la mitocondria (Richter e al., 1988). Recientemente se ha descrito un
aumento de 8-OHdAG con la edad en corazdén humano (Ozawa, 1995) y en varios 6rganos de

ratas y ratones (Asuncion et al,, 1996).

El dafo al ADN mitocondrial transformaria la mitocondria de un estado de division
a un estado de no division y la harfa mas vulnerable al dafio progresivo de ia membrana. Esta
teoria explica la disminucién en la cantidad de mitocondrias funcionalmente intactas
relacionada con la edad, lo cual podria contribuir a un deterioro de las funciones celulares

por disminucion de la produccion de ATP y la sintesis de proteinas dependiente de energia.
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V1. SHOCK ENDOTOXICO Y RADICALES LIBRES
1. ENDOTOXINAS BACTERIANAS

La membrana externa de las bacterias Gram-negativas se compone de proteinas,
fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS). Estos dltimos, que se disponen exclusivamente en Ja
cara exterior de la membrana externa y son su principal constituyente, participan en diversas

funciones y son indispensables para el ensamblaje e integridad de la pared bacteriana.

La presencia de moiéculas de LPS juega un papel importante en la interaccion de las
bacterias Gram-negativas con los organismos superiores, y constituye el punto de

reconocimiento de dichos organismos por el sistema inmune.

Tras la fagocitosis y lisis bacteriana (o cuando la bacteria se multiplica), los
lipopolisacéridos liberados e introducidos en el torrente circulatorio, son capaces de inducir
un shock circulatorio profundo denominado shock endotéxico o séptico, de ahi que esta
sustancia toxica y termoestable fuese denominada endotoxina, para diferenciarla de las

exotoxinas que son proteinas segregadas activamente por las bacterias y que se inactivan por

calor (Westphal et al., 1986).

El LPS de las enterobacterias estd constituido por un polisacérido (cadena O-especifica
u O-antigénica) que es la parte mds externa de la molécula, responsable de la reaccion
inmunoespecifica y estd unido a un nicleo de oligosacarido (core) el cual a su vez esti unido
covalentemente mediante enlace cetosidico a una porcion lipidica denominada lipido A. Las

propiededes toxicas del LPS residen principalmente en el lipido A (Galanos er al., 1977).

Debido a su naturaleza anfipdtica, las moléjulas de LPS se agregan y forman
estructuras complejas en solucion acuosa. Mediante la técnica de criofractura, que permite
una mejor preservacion de las muestras bioldgicas ¢ introduce menos artefactos que la tincién
negativa, se ha observado que los agregados de LPS son principalmente esféricos o elipticos

y de tamano més bien homogéneo (Risco et al., 1993).
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2. SHOCK ENDOTOXICO

El término shock endotéxico, shock séptico o septicemia designa un estado de
disfuncion metabolico-circulatorio grave producido por la liberacidn en el torrente
circulatorio del organismo de endotoxinas bacterianas (Berry, 1977) o subsiguiente a la

administracion experimental de endotoxinas aisladas (Weil ef al., 1956).

Los lipopolisacaridos permanecen inactivos si no se liberan de la superficie bacteriana,
lo cual ocurre durante periodos de crecimiento activo y durante la lisis bacteriana tras la

fagocitosis por macrofagos o la terapia con antibidticos.

El shock endotdxico inducido por las endotoxinas o lipopolisacaridos es un fendémeno
sistémico que se caracteriza por fiebre, hipotension, coagulacion intravascular diseminada,

fallo respiratorio agudo, fallo orgénico generalizado y en altimo término la muerte (French
et al., 1994).

La activacion de las células fagociticas mononucleares (monocitos, células de Kupffer,
macréfagos peritoneales y otros macrdfagos tisulares) es una de las respuestas mas tempranas
frente a la intoxicacién por LPS. Como consecuencia de esta activacion, los macréfagos
liberan una seric de mediadores inflamatorios como las citoquinas, metabolitos del dcido
araquidonico, enzimas lisosomales y radicales libres de oxigeno. Estos mediadores ayudan

a proporcionar una homeostasis metabélica Optima para las defensas sistémicas del huésped.

Asi, cuando una bacteria invade un tejido y libera cantidades moderadas de
endotoxina, éstas son reconocidas por el organismo y el conjunto de mediadores liberados
por los macrdofagos facilita la eliminacion de la infeccion, generando una respuesta
inmunitaria local y controlada. Cuando la infeccion se agrava, y se liberan grandes cantidades
de endotoxina al torrente circulatorio, se produce una activacién de macrdfagos general e
incontrolada en todo el organismo, con la consecuente liberacion de cantidades elevadas de
mediadores inflamatorios (factor de necrosis tumoral, interleuquina-1 e interleuquina-6,
principalmente), que se vierten a la circulacidn general para ejercer efectos sistémicos que

colectivamente constituyen el sindrome del shock séptico.
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Durante el shock endotoxico tienen [ugar una serie de alteraciones en los pardmetros
plasmaticos (Cowley ef al., 1969; Hinshaw et al., 1977; Traber, 1985) y se produce dano
en la estructura de varios organos diana internos como las glandulas adrenales, el corazon,

el higado (McGovern, 1982) y los pulmones (Clowes e al., 1974).

En la instauracion y progresion de este tipo de shock se pueden distinguir dos fases,
considerando tanto las caracteristicas cardiovasculares como las metabdlicas: una fase inicial
compensadora o shock hiperdindmico, con elevacion de la potencia cardiaca y aumento de
la resistencia vascular, movilizacién de sustratos metabdlicos, hiperglucemia y aumento de
la concentracién de acidos grasos libres; y una fase final, descompensadora o shock

hipodinamico con disminucion de la potencia cardiaca y aumento de la resistencia vascular
(Hinshaw, 1985).

Si el proceso continda, se agotan las reservas de glucOgeno y aparece una marcada
hipoglucemia como consecuencia de un consumo acelerado de glucosa por los tejidos
periféricos y de la inhibicion de la gluconeogénesis hepdtica; también se produce hipoxia,
como consecuencia de la cual y de la hipoperfusion tisular se desarrolla una acidosis

metabdlica que refleja un metabolismo anaerobio celular que da lugar a la produccién de

lactato.

La alteracion de los parameiros plasmaticos que ocurre en ratas sometidas a shock
endotoxico reversible se muestra en ia figura [.12 (Garcia er af., 1990). E! shock endotoxico
reversible se caracteriza por la presencia de una fase aguda (2-4 horas) y una fase de
recuperacion. 1.os niveles de glucosa plasmatica aumentan inicialmente de una manera rapida
y transitoria, que revierte a hipoglucemia a las 2 h. Esta hipoglucemia es mis pronunciada

6 h después de la inyeccion de endotoxina de E. coli y retorna progresivamente a los niveles

normales.

La actividad aspartato aminotransferasa (GOT) aumenta notablemente a las 2 h,
alcanzando sus valores maximos a las 6 h. Seguidamente, los niveles de GOT disminuyen
hasta sus niveles normales a las 72 h. La concentracién plasmatica de albimina disminuye
progresivamente en los animales tratados durante al menos 72 h tras la intoxicacion, lo que

indica un proceso de shock. Este descenso puede ser explicado por una disminucion de su
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sintesis {Koj et al., 1985) o por un incremento en la permeabilidad de los capilares que

conduce a la extravasacion de la proteina (Traber, 1985).
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Figura 1.12. Variacion temporal de pardmetros plasmaticos durante el shock endotoxico
reversible in vivo (Garcia et al., 1990).

Las principales alteraciones macroscdpicas aparecen en las glindulas adrenales, cuyo
peso aumenta progresivamente desde las 6 hasta las 24 h tras la inyeccion de endotoxina y,

aunque disminuye con el tiempo, permanece por encima de los niveles basales.

Los cambios histologicos que se producen en las glandulas adrenales, el higado y los
pulmones, se pueden observar ya a las 4 h de la administracion de la endotoxina. El 6rgano
mas afectado es el higado, que presenta coagulacién intravascular diseminada y degeneracion
celular alrededor de las venas centrales, mientras que las dreas periportales permanecen
inalteradas. A las 6 h, las dreas afectadas muestran también un aumento del reticulo
endopldsmico rugoso, lo que puede explicarse por alta actividad de sintesis de proteinas

durante la fase aguda del shock.

Algunos estudios in vitro han demostrado una accién directa del LLPS sobre diferentes
tipos de células aisladas de rata, modificando la propiedades y funcionalidad de la membrana
(Aracil er al., 1985; Garcia ef al., 1985; Portoiés et af., 1987). §in embargo, las aiteraciones

observadas in vivo pueden ser mejor explicadas mediante la liberacion de algunos mediadores
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endbgenos (Bosch e al., 1988). También se ha descrito un descenso en los niveles de
citocromo P-450 en glindulas adrenales, higado y pulmoén de animales tratados con LPS

{Bosch et al., 1988).

Estudios realizados in vitro en pneunocitos tipo H, que son las células pulmonares
implicadas en Ja sintesis y secrecién del surfactante pulmonar (Dobbs ef al., 1982), que el
LPS forma agregados en el citoplasma y se observa en las mitocondrias y en el reticulo
endoplasmico y puede eventualmente entrar en el nicleo, donde se acumula tras tiempos de

incubacion largos (Risco ef al., 1991).

3. IMPLICACION DE LOS RADICALES LIBRES EN EL SHOCK ENDOTOXICO

El shock endotdxico estd asociado con un aumento del estrés oxidativo y el dafio
celular subsiguiente (Kunimoto ef af., 1987; Ohtake y Ogawa, 1984; Sakaguchi et al., 1991).
La patogénesis que tiene lugar durante el shock endotdxico esta relacionada con la produccion

de especies reactivas de oxigeno (Arthur er al., 1985; Flohé y Giertz, 1987; Yoshikawa,
1990,

Los radicales libres de oxigeno son generados principalmente por las células
fagociticas activadas y producen daito tisular durante el proceso endotéxico (Pilaro y Laskin,
1986). Aunque la liberacion de estos compuestos esti asociada con mecanismos
antimicrobianos, también pueden liegar a resultar toxicos para los tejidos, puesto que inician
la peroxidacion lipidica (Bautista ez al., 1990; Fantone y Ward, 1982; Freeman y Crapo,
1982; Portolés et al., 1993) e inducen modificaciones irreversibles en la estructura y funcion
de la membrana celular (Sakaguchti er al., 1991). Estas alteraciones incluyen cambios en la

organizacion de fos lipidos de membrana, fluidez y permeabilidad al Ca** (Comporti, 1985).

Recientemente se ha observado que, tras la incubacién con LPS, se produce un
aumento de la concentracién de Ca** intracelular en las células hepaticas endoteliales y de
Kupffer, y un aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno en estas ltimas

células (Portolés er al., 1994).

Los neutréfilos contienen la enzima mieloperoxidasa, que cataliza la oxidacion de
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iones halogenos utilizando perdxido de hidrégeno (Weiss, 1989). Los resultantes acidos
hipohalogenados (principalmente hipoclorito) son poderosos agentes oxidantes que reaccionan
con numerosas moléculas bioldgicas produciendo alteraciones similares a las que pueden

producir los radicales libres.

Se ha sugerido que {a induccion de la peroxidacion lipidica puede producir la
inactivacién del citocromo P-450 (Plaa y Witson, 1976; Wang y Kimura, 1976). Por otra
parte, la actividad metabélica del citocromo P-450 es capaz de generar radicales libres a

partir del oxigeno molecular (O’Brien, 1978).

Diversos estudios han demostrado que antioxidantes como la superoxido dismutasa
(Koyama et al., 1992), la catalasa (Milligan et al., 1988; Seekamp et al., 1988}, el acido
ascorbico (Dwenger et al., 1994), la dimetiltiourea (Olson er al., 1987) y la N-acetilcisteina
{Bernard et al., 1984) atentian el dafio pulmonar causado por la endotoxina. Estas
observaciones confirman el importante papel de las especies reactivas del oxigeno en el dafio

producido por la endotoxina,

VII. VITAMINAS ANTIOXIDANTES Y ENFERMEDADES DEGENERATIVAS EN
HUMANOS

L.a implicacion de los radicales libres de oxigeno en estados patoldgicos tiene lugar
en situaciones en las que el estrés oxidativo celular (el balance entre factores prooxidantes
y antioxidantes) se descontrola. Esto puede suceder como consecuencia de un aumento en ia
produccion de radicales de oxigeno, un descenso de los antioxidantes, o un aumento en la

cantidad de macromoléculas especialmente susceptibles al dafio oxidativa (Barja, 1993).

Los radicales libres estdn claramente implicados en el desarrollo de diversos estados
patologicos tales como el dafio producido al perfundir tejidos isquémicos (McCord, 1985) o
en procesos Inflamartorios (Flohé, 1988). También se sospecha su implicacién en otras
enfermedades degenerativas como el cancer (Cerutti, 1985; Bandy y Davison, 1990), la
arterioesclerosis (Steinbrecher et al., 1990) y las enfermedades de Alzheimer y Parkinson
(Adams y Odunze, 1991).
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Durante los lltimos afios se han realizado numerosos estudios epidemiolégicos sobre
la posible relacion entre los antioxidantes naturales presentes en la dieta y enfermedades

degenerativas como el cancer y la arterioesclerosis.

En cuanto a la vitamina C, en un estudio de casos-controles realizado en Utah en 672
individuos se ha observado una relacion inversa entre la ingesta diaria de vitamina C y el

desarrollo de cancer de cuello uterino (Slattery ef al., 1990).

Una revision reciente que incluye 17 estudios epidemiologicos independientes
realizados a partir de 1987, describe, en 11 de los 17 estudios, un riesgo mayor de desarrollo
de cancer en individuos pertenecientes al cuarto o al tercio de menor ingesta de vitamina C,
incluyendo cdncer de pulmdn, mama, cuello uterino, ovario, pancreas, piel, colon, recto y

estomago (Byers y Perry, 1992).

En otra revision que incluye 90 estudios epidemiolégicos, se ha observado una clara
asociacion negativa entre la ingesta de vitamina C en humanos y la incidencia de cincer de
esOfago, estdmago, cavidad oral y pancreas (Block, 1991) y también evidencia de su efecto

protector frente al cancer de cuello uterino, recto, mama, y pulmén.

El efecto sobre los cinceres relacionados con el tracto gastrointestinal puede ser
debido a la capacidad del acido ascorbico de inhibir la formaciéon de nitrosaminas

intragastricas (O’Connor, 1985) ademés de a sus propiedades antioxidantes.

Los resultados de los estudios epidemioldgicos sugieren, en conjunto, un efecto
positivo de la vitamina C en la prevencion frente a diversos canceres, y esto coincide con los
estudios de canceres inducidos en amimales de laboratorio. Sin embargo, los estudios
epidemiologicos no pueden demostrar una relacion causa-efecto. Esto ha aumentado el interés

sobre los estudios prospectivos longitudinales.

Un total de 11.580 ancianos que no padecian cincer inicialmente, fueron estudiados
durante 8 afos y se observd una relacién inversa entre la ingesta de vitamina C y la

incidencia de cdncer de vejiga en hombres y de colon en mujeres (Shibata e al., 1992).
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En un estudio de 12 afios de duracién, realizado en Basilea (Suiza) con 2.974
participantes, se observd un efecto protector de 1a ingesta de vitamina C frentc al cancer dc

estomago y gastrointestinal (Eichholzer ef al., 1992).

Un estudio prospectivo més reciente, llevado a cabo en 29.584 adultos en Linxian,
China, muestra el efecto protector frente a la muerte causada por cdncer tras 5 afios de
suplementacion con vitamina E, B-caroteno y selenio pero no con vitamina C y molibdeno
(Blot ef al., 1993). No resulta ficil obtener conclusiones directas de este estudio debido a la

utilizacion de suplementos combinados en lugar de un solo antioxidante.

Existe una situacidn similar a la del cancer, respecto a la vitamina C, y la otra causa
principal de muerte en los paises industrializados, las enfermedades cardiovasculares. Una
revision de diferentes estudios en animales y humanos, sugiere una disminucién del riesgo
producida por la vitamina C y otros antioxidantes (Gaziano ef al., 1992). Otra revisién que
incluye 37 estudios en humanos sugiere que existe una asociacion entre la ingesta de vitamina

C y la proteccion frente a las enfermedades cardiovasculares (Simon, 1992).

Los resultados de dos estudios realizados en la Universidad de Harvard, sugieren que
la suplementacion con vitamina E reduce el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares
tanto en mujeres (Stampfer ef al., 1993) como en hombres (Rimm et al., 1993). En ambos
estudios, derivados de dos grandes investigaciones epidemiologicas, se observd el efecto
protector de la vitamina E en individuos suplementados con mas de 100 IU de vitamina E

diarias. Dosis superiores a 400 IU diarias no produjeron una mayor reduccion de! riesgo.

Entre los posibles mecanismos protectores de la vitamina C frente a las enfermedades
cardiovasculares se encuentra la inhibiciéon de la oxidacion de lipoprotefnas (Rifict y
Khachadurian, 1993), la regulacién de los niveles de colesterol (Jacques, 1992; Simon, 1992)

y el descenso de la presion sanguinea (Jacques, 1992; Simon, 1992},

En el estudio longitudinal de Basilea, se ha observado una mayor incidencia de
cardiopatia isquémica, infarto y accidentes cerebrovasculares en individuos con una
concentracion plasmatica baja de B-caroteno y vitamina C (Eichholzer et al., 1992).

Actualmente se considera que el riesgo de cardiopatia isquémica disminuye cuando las
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concentraciones plasmaticas de vitamina C en humanos son mayores de 50 uM (Gey ef al..
1993).

Las vitamina C también puede resultar beneficiosa en las cataratas, la principal causa
de ceguera en las poblaciones occidentales (Rosenberg, 1994). La suplementacion con
vitamina C aumenta los niveles de ascorbato en el cristalino (Taylor et al., 1991) e
incrementa la resistencia de las proteinas y de las enzimas proteoliticas del cristalino al estrés

fotooxidativo in vitro (Davies, 1990).

Epidemiologicamente, el riesgo de desarrollar cataratas aumenta cuatro veces en
individuos con una ingesta 0 unos niveles plasmaticos de vitamina C bajos (Taylor et al.,
1992) aunque otros estudios no han encontrado ninguna relacion entre la incidencia de

cataratas y los niveles plasmaticos de antioxidantes (Wong ef al., 1993).

Se ha observado una incidencia menor de cataratas en individuos suplementados con

vitamina C en un estudio prospectivo realizado con 50.000 enfermeras durante 4 afios
(Hankinson, 1992).

La vitamina C también puede ser beneficiosa en relacion con otras patologias como
la diabetes (Sinclair et al., 1992), la enfermedad de Parkinson (Rabey y Hefti, 1990} y otras

enfermedades relacionadas con la edad (Ames et al., 1993}

Diversas revisiones muestran la importancia de las vitamina C en relacion con el
funcionamiento optimo del sistema inmune (Bendich, 1990; Rosenberg, 1994) vy la resistencia

a las infecciones (Hemild, 1992).

En relacion con la vitamina E, también se han realizado un gran nimero de estudios

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

cardiovasculares.

En el estudio de Basilea se ha observado una relacion inversa entre los niveles

plasmaticos de vitamina E y la incidencia de canceres de pulmdn, estomago y colon (Stihelin
et al., 1984).
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En un estudio realizado en 5.004 mujeres del Reino Unido, se observo un riesgo 5
veces menor de incidencia de cdncer de mama en las mujeres que presentaban niveles

plasmaticos de vitamina E elevados (Wald er al., 1984).

En un estudio casos-controles realizado en mujeres y hombres no fumadores de Nueva
York, se observo una disminucién en la incidencia de cancer de pulmodn en individuos que

tomaban suplementos de vitamina E (Mayne ef al., 1994).

También se ha observado un riesgo menor de cancer oral en individuos que tomaban
suplementos de vitamina E, aunque los complejos multivitaminicos y la vitamina E de la
dieta no mostraron ningin efecto significativo. Estos resultados se obtuvieron en un estudio

casos-controles realizado en Nueva Yersey, Georgia y California (Gridley et al., 1992).

La utilizacién de suplementos de vitamina E disminuyd en un 84 % el riesgo de cancer
de colon en mujeres de lowa entre 55 y 59 afios, en un 63% entre 60 y 64 afios, y ningln

efecto entre 65 y 69 anos (Bostick et al., 1993).

En un estudio llevado a cabo en Finlandia, se detectd una incidencia mayor de cancer
en los individuos pertenecientes al tercio de menor ingesta de selenio y a-tocoferol (Salonen
et al., 1985). También en Finlandia, se ha observado un riesgo menor de incidencia de
cancer en estudios realizados en 15.093 mujeres (Knekt, 1988) y en 21.172 hombres (Knekt
et al., 1988).

En el estudio prospectivo realizado en mas de 30.000 adultos en Linxian (China), el
grupo suplementado diariamente con vitamina E (40 mg), B-caroteno (15 mg) y selenio (50
pg) duranie 5 afios, mostraron un descenso del 21% por cancer de estdmago, junto con un

descenso en la mortalidad total (Blot et al., 1993).

Sin embargo, en un estudio realizado en 29.133 varones en Finlandia durante una
media de 6,1 anos, la suplementacién con B-caroteno (20 mg) aumenté en un 18% los
canceres de pulmoén, mientras que la vitamina E (50 mg) no mostré ningin efecto (The o-
tocopherol, B-carotene cancer prevention study group, 1994). Sin embargo, algunos

cientificos piensan que los resultados de este estudio estan condicionados por haberse
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realizado s6lo en fumadores, un grupo de alto riesgo en relacion con el cancer de pulmon,

Se han realizado numerosos estudios en relacion con la vitamina E y las enfermedades
cardiovasculares. Existe evidencia importante que asocia a las especies reactivas de oxigeno
con el desarrollo de arterioesclerosis, puesto que estas especies pueden oxidar a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL oxidadas han sido encontradas en las paredes
arteriales danadas y se ha observado que pueden contribuir al inicio y progresion del dafio
arterial. La inhibicion de la oxidacién de las LDL por parte del «-tocoferol constituye un

mecanismo de prevencion frente al desarrollo de arterioesclerosis.

Dos estudios epidemiolégicos principales, realizados por investigadores de Harvard,
han asociado la utilizacién de suplementos de vitamina E con una disminucion en el riesgo

de desarrollar enfermedades coronarias (Stampfer ef al., 1993; Rimm et al.. 1993).

En un estudio realizado en 87.245 enfermeras de Estados Unidos, 552 de las cuales
desarrollaron enfermedades coronarias durante los ocho afios de seguimiento, se observé que
la suplementacion con vitamina E durante dos o mas afios disminuyd en un 41% las
enfermedades coronarias (Stampfer et al., 1993). Sin embargo, la utilizacidn de otros tipos

de suplementos o la vitamina E de la dieta no presentaron efectos protectores.

De manera similar, en el estudio realizado en 40.720 profesionales de la salud
varones, de los cuales 880 desarrollaron enfermedades coronarias durante los cuatro afios de
seguimiento, se ha demostrado que la suplementacion con 100 IU o méas de vitamina E
diarios durante al menos dos afios, causd un descenso del 37% en el riesgo coronario (Rimm

el al., 1993). Tampoco en este caso fueron efectivos otros suplementos.

Un estudio epidemiolégico realizado en unos 100.000 individuos de 12 poblaciones
diferentes en Europa, indica una correlacién inversa entre la mortalidad por cardiopatia

isquémica y los niveles cardiacos de a-tocoferol (Gey et al., 1991).

La suplementacién con 100 mg de vitamina E diariamente durante 6 afios, en un
estudio realizado en 161 individuos adultos de Hirosaki, Japon, disminuyé la aparicion de

alteraciones coronarias (Takamatsu er al., 1996). Los autores de este trabajo concluyen que
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la suplementacion crénica con 100 mg de vitamina E diarios puede prevenir los primeros

estadios de la aterogénesis coronaria, mediante la disminucion de la peroxidacion de LDL.

En un estudio realizado en Dallas, la suplementaciéon de varones con 800 1U de
vitamina I diarias durante 12 semanas, resulté en una disminucion en la susceptibilidad de

las LDL a la oxidacion, sin producir ningidn efecto secundario (hialal y Grundy, 1992).

La vitamina E parece ser beneficiosa en otros estados patolégicos como las cataratas
(Robertson et af., 1989) y en el mantenimiento del sistema inmune durante el envejecimiento

{Meydani ef al., 1990).
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Actualmente se considera al estrés oxidativo como un factor importante en el
desarrollo de diversas enfermedades degenerativas. Entre los factores capaces de modificar
el estrés oxidativo, existe un gran interés en las vitaminas antioxidantes C y E, cuya ingesta

puede ser controlada de un manera sencilla y segura a través de la dieta.

A pesar de la importancia de las vitaminas C y E en el mantenimiento de la salud,
existe poca informacion sobre los niveles 6ptimos de estas vitaminas en la dieta de humanos
o de otros animales. Una amplia evidencia experimental apoya la idea de que los niveles
Optimos de vitamipas C y E para proteger contra el estrés oxidativo in vivo es
sustancialmente mayor que la administracion diaria recomendada (RDA), necesaria para
evitar los sindromes carenciales. En humanos adultos, el RDA es 50 mg de vitamina C y 15

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

En este trabajo nos planteamos el estudio de la capacidad de diferentes cantidades de
vitaminas C y E en la dieta, separada o conjuntamente, para reducir el dafio oxidativo a
lipidos, proteinas y ADN en tejidos vitales. Ademas, estudiamos el balance entre el glutation
reducido y oxidado (GSH/GSSG), y realizamos un anélisis de la composicion en acidos
grasos en diferentes fracciones lipfdicas, como complemento al estudio de peroxidacion
lipidica. La suplementacion conjunta con las vitaminas C y E nos permitié estudiar el posible

efecto sinérgico de ambas vitaminas in vive, que ya ha sido demostrado in vitro (Packer et
al., 1979).

El estudio fue realizado en varios modelos in vive e in vitro. Los modelos in vivo
incluyeron al cobaya y a la rata ODS por su incapacidad, como en el caso de los humanos,
de sintetizar el ascorbato y el a-tocoferol. Incluimos también un estudio de los productos de

peroxidacion lipidica en la orina humana tras fa suplementacién con vitaminas C y E.

Los tejidos estudiados en el cobaya fueron el higado y el corazén. El higado fue
seleccionado por ser uno de los érganos que presenta una mayor tasa de generacion celular
de radicales libres in vivo. El misculo cardiaco posee un metabolismo aerobio elevado,

basado en el consumo de oxigeno en las mitocondrias (una de las principales fuentes de
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produccion de radicales de oxigeno en los tejidos). Ademds, el corazon es un Organo
particularmente pobre en antioxidantes y su caracter post-mitético dificulta la reparacion del
tejido dafiado a largo plazo. Por otra parte, las entermedades cardiacas constituyen una de

las principales causas de mortalidad en los paises industrializados.

Ademas de los estudios en individuos intactos, en el caso del cobaya realizamos
también investigaciones en animales tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (un inhibidor de la
actividad catalasa) y con lipopolisacarido (LPS) de E. coli, que pueden alterar el equilibrio

redox celular,
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I. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio llevado a cabo en el presente trabajo consta de tres experimentos

complementarios.

1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y «-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE EL DANO OXIDATIVO A LIPIDOS,
PROTEINAS Y ADN, LA RAZON GSH/GSSG Y LA COMPOSICION EN ACIDOS
GRASOS EN EL HIGADO Y EL CORAZON DE COBAYA.

En este estudio se utilizaron cobayas (Cavia porcellus) por ser animales de laboratorio

incapaces de sintetizar, como en el caso de los humanos, acido ascorbico y «-tocoferol.

El experimento consta a su vez de tres apartados, que se realizaron en tres afios

COnsecutivos.

1.1 Estudio del efecto de la suplementacion con acido ascorbico en la dieta y del 3-

amino-1,2,4-triazol (AT) en el higado y el corazon de cobaya.

En este experimento utilizamos 21 cobayas Dunkin-Hartley macho (200-250 g) a los

que se dividio en tres grupos de peso medio similar.

Los cobayas fueron alimentados durante 5 semanas con una dieta basal de laboratorio
(U.A.R., Francia) deficiente en vitamina C, que contenia 15 mg vitamina E/kg dieta y cuya

composicion detaliada se muestra en la tabla M. 1.

Las dietas con diferentes niveles de vitamina C se obtuvieron mediante 1a adicidon de

las siguientes cantidades de acido L-ascOrbico a la dieta basal:



Tabla M.1. Composicion de la dieta basal (U.A.R., Francia) deficiente en vitamina C.

COMPOSICION DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD
g/100 g

Proteinas 19,5
Grasa 3.1
Hidratos de carbono 68
Minerales y vitaminas 4.5
Humedad 12
Fibra 4.4

ki

El contenido en minerales y vitaminas por kg de dieta fue: fosforo, 6.791 mg; calcio,
9.450 mg; potasio, 6.700 mg; sodio, 1.900 mg; magnesio, 2.003 mg; manganeso, 90,7 mg;
hierro, 252 mg; cobre, 30,6 mg; zinc, 113,4 mg; cobalto, 1,61 mg; iodo, 0,9 mg; vitamina
A, 19.000 U.L.; vitamina Dy, 1.500 U.L.; vitamina D,, 1.150 U.I.; tiamina, 18,5 mg;
riboflavina, 18 mg; acido pantoténico, 16,5 mg; piridoxina, 3,15 mg; «-tocoferol, 15 mg;
menadiona, 2,5 mg; niacina, 190 mg; 4cido félico, 0,5 mg:; biotina, 0,04 mg; colina, 1.600
mg; y vitamina B,,, 0,02 mg,.
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- C BAJA: 33 mg vitamina C/kg dieta (6)
- C MEDIA: 660 mg vitamina C/kg dieta (8)
- C ALTA: 13.200 mg vitamina C/kg dieta (7)

El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.

Paralelamentie, 5 cobayas recibieron la dieta de 33 mg vitamina C/kg dieta y otros 5
la de 13.200 mg vitamina C/kg dieta y se utilizaron para el estudio del efecto de la vitamina
C y del 3-amino-1,2,4-triazol (AT) sobre los pardmetros analizados. A estos 10 cobayas se
les administré una inyeccidn intraperitoneal de AT (1 mg/g peso) preparado a una
concentracion de 2,5 g AT por cada 50 m} NaCl al 0,9%, 3 horas antes de ser sacrificados.

A estos dos grupos los denominamos C BAJA +AT y C ALTA +AT respectivamente.

1.2 Estudio del efecto de la suplementacién con a-tocoferol en la dieta en el higado y el

corazon de cobaya.

En este experimento utilizamos 21 cobayas Dupkin-Hartley macho (200-250 g) a los

que se dividié en tres grupos de peso medio similar.

Los animales recibieron durante 5 semanas dietas preparadas por U.A.R. (Francia)
mediante la adicion de diferentes cantidades de vitamina E (dl-a-tocoferol acetato) a una dieta

de cobaya estandar {dieta 114, U.A.R.) gue contenia 660 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 nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.

Estas cantidades fueron confirmadas por medio de HPLC-UV en dos muestras de cada

dieta en nuestro laboratorio. La composicién de la dieta basal se muestra en la tabla M.2.



Tabla M.2. Composicion de la dieta basal (U.A R., Francia) deficiente en a-tocoferol.

COMPOSICION DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD
e/100 ¢

Proteinas 18,5
Grasa 2.9
Hidratos de carbono 46,9
Minerales 8,4
Vitaminas 1,4
Humedad 11
Fibra 10.9

El contenido en minerales y vitaminas por kg de dieta fue: fésforo, 8.600 mg; calcio,
10.600 mg; potasio. 12.000 mg; sodio, 3.450 mg; magnesio, 3.130 mg; manganeso, 100 mg;
hierro, 320 mg; cobre, 26 mg; zinc, 85 mg; cobalto, 1,61 mg: vitamina A, 19.000 U.1.;
vitamina Ds, 2.031 U.I.; tiamina, 22,5 mg; riboflavina, 21 mg; 4cido pantoténico, 123 mg;
piridoxina, 10,7 mg; menadiona, 55 mg; niacina, 1.930 mg; dcido félico, 7,3 mg; biotina,
0,275 mg; colina, 1.740 mg; M-inositol, 250 mg; selenio, 114 pg; y vitamina C, 660 mg.
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1.3 Estudio del efecto de la suplementacién con dcido ascorbico y e-tocoferol en la dieta
en el higado y el corazén de cobayas sometidos a shock endotéxico inducido por

lipopolisacarido de E. coli.

Utilizamos 23 cobayas Dunkin-Hartley macho (200-250 g) a los que se dividié en §

grupos de peso medio similar.

Los animales recibieron durante 5 semanas dietas suplementadas con diferentes
cantidades de vitaminas C y E, que fueron preparadas por U.A.R. (Francia) a partir de una
dieta de cobaya estindar (dieta 114, U.A.R.) deficiente ambas vitaminas, cuya composicion

se muestra en la tabla M. 3.

Las siguientes cantidades de vitaminas C y E se afiadieron a la dieta basal para

obtener las 4 dietas experimentales:

- C BAJA E BAJA: 33 mg vitamina C y <15 mg vitamina E/kg dieta (11)

- 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 [50 mg vitamina E/kg dieta (4)

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

El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.

Todos los cobayas, excepto 5 animales del grupo C BAJA E BAJA que fueron
inyectados con solucidn salina, recibieron una inyeccion intraperitoneal de lipopolisacarido
(LPS) de E. coli serotipo 0111:B4 (1,6 mg LPS/100 g peso) preparado a una concentracion
de 1,6 mg LPS por cada 0,1 ml de solucién salina, 4 6 5 horas antes de ser sacrificados. A

estos 4 grupos se les denomind +LPS, +LPS +C, +LPS +E y +LPS +C+E,

respectivamente.

En estos tres experimentos, los animales fueron mantenidos a una temperatura de 20
+ 2°C y un fotoperiodo luz:oscuridad de 12 h. Las jaulas se colocaron en el interior de
cabinas de presion positiva de aire aséptico (A 130 SP, Flufrance, Cachan, Francia)

equipadas con un filtro de aire HEPA (99,999% para particulas >0,3 um) a la entrada.



Tabla M.3. Composicion de la dieta basal {(U.A.R., Francia) deficiente en vitaminas C y E.

COMPOSICION DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD
2/100 g

Proteinas 18,5
CGrasa 2.9
Hidratos de carbono 46.9
Minerales 8.4
Vitaminas 1,4
Humedad 11
Fibra 10,9

El contenido en minerales y vitaminas por kg de dieta fue: fésforo, 8.600 mg; calcio,
10.600 mg; potasio, 12.000 mg; sodio, 3.450 mg; magnesio, 3.130 mg; manganeso, 100 mg;
hierro, 320 mg; cobre, 26 mg; zinc, 85 mg; cobalto, 1,61 mg; vitamina A, 19.000 U.1.;
vitamina D, 2.031 U.1.; tiamina, 22,5 mg; riboflavina, 21 mg; dcido pantoténico, 123 mg;
piridoxina, 10,7 mg; menadiona, 55 mg; niacina, [.930 mg; acido félico, 7,3 mg; biotina,
0,275 mg; colina, 1.740 mg; M-inositol, 250 mg; y selenio, 114 ug.
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El peso corporal v la ingesta de alimento se determinaron tres veces a lo largo del
periodo experimental. Al finalizar los tratamientos de 5 semanas, los animales fueron
sacriticados mediante decapitacion. A continuacion, se extrajeron el higado y los ventriculos
del corazdn, que fueron inmediatamente congelados a -25°C (primer afio) 0 -75°C (segundo
y tercer afio) hasta su posterior analisis bioquimico. Se separaron distintas fracciones de cada

organo que serian utilizadas para las distintas medidas y valoraciones.
En estos tres experimentos se estudiaron los parametros:

- 4acido ascorbico (HPLC-UV)

- a-tocoferol (HPLC-UV)

- razén GSH/GSSG como estimador del estado redox citosdlico (método enzimatico)

- peroxidacion lipidica in vivo e in vitro mediante la valoracion de sustancias acido
tiobarbitirico (TBA) positivas (UV y fluorescencta)

- malondialdehido (MDA) libre (HPLC-UYV)

En las muestras de higado, ademas de los pardmetros citados anteriormente, se

determinaron los niveles de:

- acidos grasos e indices de insaturacion de las principales fracciones lipidicas de
membrana y de triglicéridos (HPLC-CGj)
- carbonilos proteicos como estimador del dafio oxidativo a proteinas (UV)

- 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) como estimador del dano oxidativo al ADN
(HPLC-EC)

2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y «-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS Y

LA PEROXIDACION LIPIDICA EN EL HIiGADO Y EL PLASMA DE RATAS ODS.

Este estudio se llevd a cabo en la Facultad de Agricultura (Departamento de

Bioquimica Aplicada) de la Universidad de Tohoku, Sendai, Japon.

En este experimento utilizamos 45 ratas ODS macho de 6 semanas de edad (100-120
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g). lLas ratas se colocaron en jaulas de acero inoxidable con fondo alambrado y fueron
mantenidas a una temperatura de 23 + 1°C, una humedad relativa de 55 + 5% y un

fotoperiodo luz:oscuridad de 12 h.

Los animales fueron alimentados con una dieta estindar deficiente en vitamina C
(Clea Japan, Inc., Tokio) suplementada con 1 mg de acido ascérbico por cada ml de agua
de bebida durante 1 semana. A continuacidn, las ratas fueron divididas al azar en 9 grupos
de 5 ratas cada uno y alimentadas con una dieta basal en polvo deficiente en vitaminas C y

E (Oriental Yeast Co., Tokio). l.a tabla M.4 muestra la composicion de la dieta basal.

Las dietas experimentales se obtuvieron mediante la adicion de 5, 50 6 250 mg «-
tocoferol/kg dieta basal y 150, 300 6 900 mg acido ascorbico/kg dieta basal. Las ratas fueron

alimentadas durante 21 dias con las siguientes dietas:

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Los animales accedieron libremente a la comida y al agua. El peso corporal y la

ingesta de alimento se determinaron semanalmente entre 17:00 v 18:00 h.

Después de las 3 semanas experimentales, y tras retirar el alimento a las ratas durante
la noche, la sangre heparinizada fue extraida mediante puncién cardiaca bajo anestesia suave
con €ter. A continuacion, el higado fue perfundido in situ con NaCl 150 mM frio y
seguidamente fue extraido y pesado. El plasma se obtuvo mediante centrifugacién de la

sangre a 1.500 X g durante 15 min a 4°C.



Tabla M.4. Composicién de la dieta basal (Oriental Yeast Co., Tokio) deficiente en
vitaminas C y E.

COMPOSICION DE LA DIETA BASAL

COMPONENTE CANTIDAD
g/l g
Caseina 25,0
Minerales 3.5
Vitaminas 1,0
Bitartrato de colina 0,2
Aceite de soja 5.0
Celulosa 5,0
Fécula de maiz:sacarosa (2:1) 60,0
DL-Metionina 0,3

La dieta basal contiene los siguientes minerales (mg/kg dieta): AIN-76 mineral
mixture CaHPO,, 17.500; NaCl, 2.590; K,C,H,0,-H,0, 7.700; K,SO,, 1.820: MgO, 840:
MnCO;, 122.5; Fe-citrate (Fe 17%), 210; ZnCO,, 56; CuCO,-Cu(OH),'H,0, 10,5;
Na,Se0,-5H,0, 0,35; KIO,, 0,35; y CtK(80,).12H,0, 19,25.

La dieta basal contiene las siguientes vitaminas (mg/kg dieta): AIN-76A vitamin
mixture vitamina By,, 0,01; vitamina D, 0,027; vitamina K, 0,05; D-biotina, 0,2; acido
folico, 2; vitamina B;-HCI, 6; vitamina B,, 6; vitamina B,-HCI, 7; vitamina A acetato, 8;
acido pantoténico-Ca, 16; y acido nicotinico, 30.
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Las muestras de higado y plasma fueron inmediatamente congeladas a -84°C hasta

su posterior analisis bioquimico, que se realizd durante las 4 semanas siguientes.
En este experimento se determinaron los siguientes parametros:

- acido ascorbico (UV)

- a-tocoferol (HPLC-FL)

- hidroperéxidos lipidicos (HPLC-CL)

- peroxidacion lipidica in vivo e in vitro mediante la valoracion de sustancias TBA

positivas (UV)

3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y «-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS NIVELES DE SUSTANCIAS
REACTIVAS AL ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS) EN LA ORINA HUMANA.

Se ha descrito en animales y en humanos que los niveles de TBARS en plasma y orina
aumentan significativamente por diversos factores como el ejercicio, €l alcoholismo, las
hormonas relacionadas con ¢l estrés (Kosugi er al., 1994), el ayuno (Dhanakoti y Draper,
1987), enfermedades como el hipertiroidismo (Ferndndez y Videla, 1989), la diabetes ¢
enfermedades hepdticas (Yagi er af., 1981) y diversos xenobidticos (Kosugi ef al., 1994,

Ekstrom et al., 1986, Gavino et al., 1985, Bagchi et al., 1992).

La posible influencia de otros factores como la edad ¢ el sexo han sido descritos de
forma controvertida (Knight et al., 1987) o bien no han sido encontrados (Yagi et al., 1981).
Respecto a la dieta, se han descrito aumentos en los niveles de TBARS en orina en ratas que
recibieron dietas enriquecidas (10-15%) en 4cido grasos n-3 (Dhanakoti y Draper, 1987;
Nelson er al., 1993) mientras que el paso de una dieta rica en vegetales a una dieta rica en

carne no alterd {os niveles de productos de peroxidacion lipidica en orina (Yagi et al., 1981).

Este estudio se disefid con el fin de minimizar estos efectos demostrados 6 sugeridos.
En una primera seleccion, los voluntarios rellenaron el siguiente cuestionario: 1) fecha de
nacimiento; 2) altura; 3) peso; 4) enfermedades recientes; 5) enfermedades crdnicas; 6)

régimen de alimentacion; 7) farmacos; 8) suplementos de vitaminas o minerales; cantidad en
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el caso de las vitaminas C y E: 9) deportes practicados y frecuencia; 10) consumo de tabaco:

11) ingesta de alcohol y frecuencia.

Esta informacion se utilizé para seleccionar a 21 varones jovenes entre 23 y 28 afos
de edad, en buen estado de salud. Los individuos seleccionados no eran fumadores ni cbesos,
no habian padecido ninguna enfermedad inmediatamente antes ¢ durante el estudio, no
segufan ningdn régimen alimenticio, no tomaban suplementos de vitaminas O minerales ni
farmacos, no practicaban deportes fuertes y no ingerfan una cantidad de alcohol superior a

80 m! por semana.

Los individuos seleccionados fueron codificados con numeros y asignados al azar a
diferentes grupos de suplementacion. Cada individuo recibié dos hojas de instrucciones. En

la primera de ellas se les indicaba ingerir una cdpsula cada dia. Las capsulas contenjan:

- VITAMINA C: 1 g de 4cido L-ascdorbico (7)
- VITAMINA E: 100 mg de di-a-tocoferol (7)
- CONTROL: ninguna vitamina (7)

El namero de individuos en cada grupo aparece entre paréntesis.

La capsula debfa tomarse inmediatamente después de la comida del mediodia (que en
Espafia culturalmente es la mas tuerte). Esto es importante en el caso de la vitamina E con

el fin de asegurar su absorcion intestinal efectiva debido a la presencia de grasa y sales

biliares en el intestino.

Si los sujetos olvidaban tomar la cipsula, debian tomarla después de la cena, excepto
en el caso de que al dia siguiente tuvieran que entregar una muestra de orina. Si habian
tomado la cdpsula después de la cena 6 habian olvidado tomarla durante todo el dia, debian

hacer una marca en el lugar correspondiente de la segunda hoja.

Todos los individuos comenzaron a tomar las cipsulas el dia 8 de Marzo de 1995 y
las muestras de la primera orina de la maflana, antes del desayuno, se recogieron en

contenedores estandar esterilizados fos dias 8 y 22 de Marzo y 6 de Abril. Estos tres dias
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eran miércoles y se seleccionaron con el fin de minimizar la posible influencia de cambios

de habitos durante los fines de semana.

Los 30 dias del periodo experimental eran dias de trabajo normal sin incluir
vacaciones para los sujetos seleccionados para el estudio. Las muestras de orina fueron

rapidamente congeladas y mantenidas a -80°C hasta su analisis.

Dos dias antes de la toma de muestras, los sujetos no debian beber alcohol. Si no
dormian bien la noche anterior a la toma de muestras, debian postponer la obtencién de la
muestra uno O incluso dos dias si era necesario. Se han descrito aumentos en los niveles de
sustancias reactivas al dcido tiobarbitarico (TBARS) en la orina humana tras permanecer

despiertos durante toda la noche (Kosugi ef al., 1994).

L.a segunda hoja contenia 30 casillas, correspondientes a los dias del estudio, las
cuales debian ser marcadas cada dia después de tomar la cipsula. Asimismo, se les indico
describir en esta hoja cualquier incidencia adicional si consideraban que podia afectar a los
resultados del estudio. Todos los sujetos debian traer al laboratorio esta hoja de control,

debidamente cumplimentada, junto con la dltima muestra de orina.

Entre los 21 voluntarios, el cumplimiento de las instrucciones se llevé a cabo en un

96% de los casos y so6lo un sujeto del grupo de vitamina E abandoné el estudio.

Todos los voluntarios firmaron un documento dando su consentimiento escrito para
la suplementacion con vitaminas a las dosis y tiempos seleccionados asi como para la toma
de muestras de orina.

En las muestras de orina se determinaron los niveles de:

- sustancias reactivas al TBA (TBARS) por fluorimetria y espectrofotometria

- creatinina (UV)
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II. MATERIAL
1. PRODUCTOS QUIMICOS

- Acetato sédico (Merck)

- Acetato de etilo (Aldrich)

- Acetonitrilo (Carlo Erba)

- Acido acético (Panreac, Merck)

- Acido ascorbico (Merck, Wako)

- Acido bérico (Wako)

- Acido clorhidrico (Merck)

- Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (Sigma)
- Acido metafosférico (Wako)

- Acido ortofosférico (Merck)

- Acido perclorico (Merck, Wako}

- Acido picrico (Merk)

- Acido sulfarico (Panreac)

- Acido 2-tiobarbitirico (TBA) (Sigma)

- Acido tricloroacético (Panreac)

- Albimina bovina (Sigma)

- Alcohol isoamilo (Merck)

- Aminotriazol (3-amino-1,2,4-triazol} (Sigma)
- Amidol (dihidroclururo de 2,4-diaminofenol) (Wako)
- Aprotinina (Sigma)

- Bromuro de miristiltrimetilamonio (Aldrich)
- n-Butanol (Merck)

- Butilhidroxitolueno (Sigma, Wako)

- Carbonato sddico (Merck, Wako)

- Citocromo ¢ de corazdn de caballo (Sigma)
- Cloroformo (Wako, Romil)

- Cloruro de estaio (Kanto)

- Cloruro de zinc (Merck)

- Cloruro potasico (Wako)
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- Cloruro sodico (Panreac, Wako, Merck, Riedel deHéen)
- 2’-Desoxiguanosina (Sigma)

- Digitonina (Sigma)

- 2 6-Diclorofenol-indofenol (Wako)

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

- Dodecilsulfato sodico (SDS) (Merck)

- EDTA Na, (Sigma, Riedel deHaen)

- Estreptomicina (Sigma)

i

Etanol (Panreac, Scharlau)
Etanol 96% (e Danske Spritfabrikker)
n-Etilmaleimida (NEM) (Sigma)

1

- Fécula de patata

- Fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (Sigma)

- Fostfatasa alcalina de intestino de ternera (Sigma)
- Fosfatidilcolina (Nippon Oil & Fats)

- Fosfato bipotasico (Panreac)

- Fosfato monopotdsico (Panreac, Wako)

- Fosfato monosodico (Scharlau)

- Fosfato disédico (Scharlau)

- Glicerol (Sigma)

- Glutatién reducido (Sigma)

- Glutatidon reductasa tipo 111 de levadura (Sigma)
- Helio (Carburos metilicos)

- n-Hexano (Carlo Erba)

Hidrocloruro de creatinina (Sigma)

Hidrocloruro de guanidina (Sigma)
- Hidréxido potdsico (Panreac)

- Hidréxido sédico (Merck, Kanto)
- Homocisteina (Sigma)

- loduro potasico (Wako})

- Isopropanol (Wako})

- Leupeptina (Sigma)

- Lipopolisacarido de £. coli serotipo 0111:B4 (Sigma)
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- Luminol (3-aminoftaloil hidracina) (Wako)

- Malondialdehido (Merck)

- Metanol {Scharlau, Wako)

- Molibdato amonico (Wako)

- NADPH (Boehringer Mannheim})

- Nitrogeno (SEO)

- Nucleasa Pl de Penicillium citrinum (Sigma)
- 2.2,5,7,8-Pentamethyl-6-hydroxycromano (PMC) (Wako)
- Pepstatina (Sigma)

- Perclorato sodico (Merck)

- Perdxido de hidrégeno (Merck)

- Reactivo de Folin-Ciocalteau (Panreac)

- Sulfato de cobre (Probus)

- Sulfato de hierro (Panreac)

- Sulfato monosédico (Wako)

- Tartrato sddico-potasico (Merck)

- Tiosulfato sodico (Wako)

- a-'Tocoferol (Sigma, Eisai)

- Tris (Merck, Sigma)

- Triton-X-100 (Sigma)
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2. EQUIPO INSTRUMENTAL

- Agitador magnético Framo-Geritetechnik (Holm & Halby)

- Agitadores vortex HEIDOLPH reax 1D y Labinco 146 (Holm & Halby)

- Balanzas de precision SAUTER 404 y SARTORIUS

- Balanza Mettier PM460 (Delta Range)

- Bafio termostatizado Hetofrig (Heto Birkerod Denmark)

- Bafio termostatizado con agitacidon GRANT INSTRUMENTS ss 30 A-13838

- Bomba para HPLC JASCO PU-980

- Bomba para HPLC MERCK-HITACHI L-6000

- Bomba para HPLC Waters 510 MILLIPORE

- Cabinas con filtracion de aire (0,3 pm) con carbdn activo y presion positiva para
mantenimiento de animales. A 130 SP, FLUFRANCE

- Centrifuga refrigerada KONTRON Hermle ZK 365

- Centrifuga refrigerada SORVALL INSTRUMENTS RC5C

- Centrifuga Minifuge T (HERAEUS)

- Cromatografo de gas SHIMAZDU GC14A

- Destiladores de agua MERIT W4000 y ELGA

- Detector de fluorescencia JASCO 821-FP

- Detectores de quimioluminiscencia JASCO 825-CL y TOHOKU CDL-100

- Detector electroquimico Coulochem II ESA

- Detector UJV para HPLC GILSON 115

- Detector UV para HPLC JASCO UV-970

- Detector UV para HPLC MERCK-HITACH! L-4000

- Lspectrofotometro JASCO Ubest-35

- Espectrofotémetros MILTON ROY spectronic 1201 y 601

- Fluorimetro PERKIN-ELMER LS50B

- Homogeneizador mecanico WHEATON INSTRUMENTS

- Incubador con agitacion DUBNOFF PRECISION SCIENTIFIC

- Integrador Waters 746 MILLIPORE

- Inyector automatico MERCK-HITACHI AS-2000A

- Micro pH-metro CONSORT P314

- Multiagitador magnético con placa térmica SBS A-08
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- Pipetas automaticas GILSON, KARTELL y VARI

- pH-metro PHM62 (Radiometer Copenhagen)

- pH/mV-metro CRISON D-501 13145

- Sonicador VIBRA CELL SONICS MATERIALS

- Termostatizador con agitacion B. BRAUN 3656 y P. SELECTA tectron 3000543
- Termostatizador para HPL.C JASCO CO-965

- Termostatizador para HPLC MERCK L-5025
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3. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los cobayas (Cavia porcellus) Dunkin-Hartley macho, de 2-3 semanas de edad (200-

250 g), utilizados en esie trabajo se obtuvieron de Iffa-Credo (Lyon, Francia).

El cobaya es el animal de laboratorio ideal para realizar experimentos de
suplementacién con vitaminas C y E ya que carece de la capacidad de sintetizar

enddgenamente el dcido ascorbico, ademés del «-tocoferol.

Recientemente se ha establecido una colonia de ratas Wistar mutantes que poseen un
detecto hereditario en la capacidad de sintetizar cido L-ascorbico. Se denominan ratas ODS
(Osteogenic Disorder Shionogi) y en ellas esta caracteristica estd controlada por un gen

autosomico recesivo (Horio ef af., 1985; Makino y Katagiri, 1980; Mizushima er al., 1984).

Las ratas mutantes ODS, al igual que los cobayas y los primates, carecen de la
actividad enzimatica 1.-gulonolactona oxidasa (EC 1.1.3.8) que cataliza la conversion de L-
gulono-7-lactona en dcido L-ascobico en el iltimo paso de [a biosintesis del dcido L-ascorbico
y por tanto requieren un suplemento de vitamina C en la dieta. Las ratas ODS macho de 6

semanas de edad (100-120 g) utilizadas en este trabajo se obtuvieron de Clea Japan, Inc.

(Tokio, Japdn).
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111. METODOS ANALITICOS
1. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO POR HPLC

La cromatografia iiquida de alta resoluciéon (HPLC) ofrece la combinacion de una

gran sensibilidad y selectividad evitando la interferencia de otras sustancias endogenas.

El método utilizado (Barja de Quiroga et al., 1991) permite una cuantificacion
eficiente del 4cido ascorbico en los tejidos utilizados, mediante HPLC de pares idnicos en

fase reversa con deteccion UV (figura M. 1),

A. Preparacién de muestras

Las muestras fueron homogeneizadas en frio, en acido perclorico 50 mM a una
concentracién de 100 mg de tejido por cada ml, en homogeneizadores de vidrio tipo Pobel.
Los homogeneizados se centrifugaron a 3.000 X g durante 10 minutos a 5°C. A
continuacion, los sobrenadantes se filtraron a través de filtros de membrana de didmetro de

poro 0,5 pm,

Una alicuta de cada muestra fue neutralizada con K,HPO, al 45%. Inmediatamente
después, se afadio a las alicuotas DL-homocisteina al 1% para reducir al icido ascorbico y
se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, 20 ul de muestra se

inyectaron directamente en la columna.

B. Solucién estindar

I.a solucidn estindar se preparaba cada dia inmediatamente antes de ser utilizada.
Antes de cada serie de analisis, se inyectaba directamente en la columna una solucién de

acido ascorbico 0,4 mM en 4cido perclorico 50 mM.

C. Condiciones cromatograficas

La cromatografia de pares i0nicos en fase reversa se llevo a cabo isocraticamente



5 .40
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Figura M.1. Separacion cromatografica (HPLC-UV) de &cido ascorbico en higado (a) y
corazon (b) de cobaya.
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utilizando una bomba Waters 510, un inyector Rheodyne {7125) con un puerto de inyeccion
de 20 p! y una columna Macherey-Nagel C,, (nucleosil) de 7 um (15 cm X 4,6 mm) 6 una

columna Supelcosil LC-18 (tetracloruro de carbono) de 3 p (15 cm X 4,6 mm).

La fase movil fue acetonitrilo:agua (12,5:87.5; v/v) y contenia fosfato disédico 4,3
mM y bromuro de miristiltrimetilamonio 1,07 mM como contraion. El pH se ajusté a 5,5
con acido fosforico. Seguidamente se filtro con filtros Phenomenex (Millipore) AFO-0503
(47 mm; 0,2 um). La fase moévil fue bombeada isocraticamente a un flujo de 0,75 {columna
Macherey-Nagel) 6 1,1 (columna Supelco) ml/min. La presion media de la columna era de

26 bares. La separacion cromatografica se llevo a cabo a 25 £+ 2°C.

L.a absorbancia se registro a 280 nm con un detector UV Gilson 115 de longitud de
onda variable (sensibilidad 0,02 unidades de absorbancia a fondo de escala) y se utilizé un

integrador Waters 746.

El cilculo de la concentracion del dcido ascorbico se llevd a cabo por relacidon con

el 4rea de la solucion estindar, mediante la siguiente expresion:

drea muestra _ 1

Acido ascérbico (umoles tejido) = _: - .S,
(v /9 J ) area estandar = x

siendo:
- 81 concentracion del estindar (0,4 pmoles/mi)

- x: g de tejido por cada ml de acido empleado en la homogeneizacion
2. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO POR ESPECTROFOTOMETRIA
La concentracion de 4cido ascérbico en las muestras de higado y plasma de ratas ODS

se determind mediante el método de la 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) (Arakawa et al.,
1982).

Las muestras de higado fueron homogeneizadas en frio en dcido metafosférico al 2%

a una concentracion de 250 mg por cada ml. A cada mi de plasma se afiadieron 4 ml de
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HPO, al 2%. Las muestras se agitaron en el vortex durante 30 s y se centrifugaron a 1.500

X g durante 10 min a 4°C.

El sobrenadante se dividié en dos alicuotas de 1 ml a cada una de las cuales se
anadieron 2 gotas de 2,6-diclorofenol-indofenol al 0,2% y seguidamente 1 mi de una solucion
de SnClal 1% y HPO, al 5%. A una de las dos alicuotas se le afiadid una solucion de DNPH

(20 mg/mi) en H,S0,. Las muestras se incubaron en un bafo de agua con agitacion a 37°C

durante 3 horas.

Al finalizar el periodo de incubacién, se aiadieron a las muestras 2,5 mi de H,S0O,
al 85% vy a continuacion 0,5 ml de DNPH a la alicuota a la que no se le habia afiadido

anteriormente. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30

min.

LLa concentracion de acido ascorbico se midid a 540 nm utilizando un

espectrofotometro UV/VIS (JASCO Ubest-35, Japan Spectroscopic Co. Ltd.).

Diariamente se realizd una curva de calibracion. Se prepard una solucion estandar de
acido ascorbico a una concentracion de 20 ug por cada ml de HPO; al 2% y a partir de ésta
tres diluciones 2:1, 2:2 y 1.2 (v/v) con HPO,. La solucién de HPO; al 2% se utilizdé como

blanco.

La concentracion de &cido ascorbico en el higado se calculd utilizando la siguiente

expresion:

Acido ascérbico (ug/g tejido) = D%‘a_ 1_0%014‘{

m

y la concentracion en plasma se calculdé mediante la expresion:

S,
?
A3

Acido ascérbico (pg/ml plasma)
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siendo:

- DO: absorbancia a 540 nm

- a: ordenada en el origen

- b: coeficiente de regresion

- V,: volumen de muestra (1000 ul)

~ x: g de tejido por cada ml de HPO, empleado en la homogeneizacion

- = factor de dilucion de Ia muestra en HPO,

3. DETERMINACION DE o-TOCOFEROL POR HPLC CON DETECCION UV

[.a concentracion tisular de a-tocoferol se determind utilizando HPLC en fase reversa

con deteccién UV a 292 nm, mediante el método de Vatassery et al. (1988) (figura M.2).

A. Preparacion_de muestras

Para realizar el procedimiento de saponificacion, de cada muestra se pesaron 50 mg
aproximadamente, que se colocaron en tubos que contenian 0,2 ml de una solucion al 15%
de acido ascorbico. Bajo atmoésfera de nitrégeno se ahadieron 2 ml de etanol que contenia

0,025% de butilhidroxitolueno (BHT).

Las muestras se calentaron en un bafio de agua a 55°C con agitacion durante 10 min.
A continuacion, de nuevo bajo atmoésfera de N,, a cada muestra se le anadio | mi de

hidroxido potasico al 40% y se incubaron a 55°C durante 30 minutos agitando cada pocos

Minutos.

Al finalizar el periodo de incubacion, los tubos se enfriaron y se afiadieron 2 ml de
H,0 destilada y 2 ml de hexano que contenia 0,025% de BHT. Tras agitar durante 2 min y
centrifugar a 430 x g durante 10 min, se recogié 1 mi de la fase de hexano que se evapord
bajo atmdstera de N,. El residuo se redisolvid en 0,5 ml de metanol y se inyectaron 20 pl

en la columna.



i .
T 17 | a-tocoferol
N\ 7]
‘&_‘ ¥ '38 7_69
D ——

It 4

-+—— a-tocoferol

. 7 .84

Figura M.2. Separacion cromatografica (HPLC-UV) de a-tocoferol en higado (a) y corazon
(b) de cobaya.
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B. Solucién estandgar

Se preparé una solucion estindar de a-tocoferol a una concentracion de 4 mg/dl en
etanol con 0,025% de BHT. De esta solucidn se procesaron diariamente 50 ! de la misma

manera que las muestras y se inyectaron en la columna antes de cada serie de analisis.

C. Condiciones cromatogrificas

La cromatografia en fase reversa se llevé a cabo utilizando una bomba Waters 510,
un inyector Rheodyne (7125) con un puerto de inyeccién de 20 ul y una columna Macherey-
Nagel C,; (nucleosil) de 7 pm (10 cm X 4.6 mm} 6 una columna Supelcosil LC-18

(tetracloruro de carbono) de 3 u (15 cm X 4,6 mm).

La fase movil fue metanol al 100% que fue bombeada isocraticamente a un flujo de
0,5 (columna Macherey-Nagel) 6 0,9 (columna Supelco) ml/min. La presion media de la

columna era 2,5 PSI (26 bares). La separacién cromatografica se llevd a cabo a 25 £+ 2°C.

La absorbancia se registré a 292 nm con un detector UV Gilson 115 de
longitud de onda variable (sensibilidad 0,02 unidades de absorbancia a fondo de escala) y se

utilizé un integrador Spectra-Physics.

El célculo de la concentracion de o-tocoferol se llevd a cabo por relacién con el area

de la solucion estandar. mediante la siguiente expresion:

a~Tocoferol (ug/g tejido) = _2LE4 muestra _}S.{

area estandar

siendo:
- 5. png de estandar (2 ug)
- x: g de tenido
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4. DETERMINACION DE «TOCOFEROL POR HPLC CON DETECCION
FLUORIMETRICA

La concentracion de a-tocoferol en las muestras de higado y plasma de la ratas ODS

se determind mediante HPLC con deteccion fluorimétrica (Abe et al., 1976) (figura M.3).

A. Preparacion de muestras

Las muestras de higado fueron homogeneizadas en NaCl 150 mM frio a una
concentracion de 100 mg por cada ml. En el caso del plasma se utilizaron 200 ul a los que

se anadieron 2 ml de NaCl.

Se tomaron 2 ml de homogeneizado hepético 6 2 ml de plasma diluido y se afiadieron
2 ml de etanol que contenia 2 pg de 2,2,5,7,8-pentametil-6-hidroxicromano (PMC) como

estandar interno.

A continuacion, se llevé a cabo la extraccion del «-tocopherol con 5 ml de n-hexano.
Las muestras se agitaron en el vortex durante 2 min y seguidamente se centrifugaron a 700
X g durante 5 min. La capa de hexano obtenida tras la centrifugacion se evaporé utilizando
un rotavapor y finaimente bajo atmosfera de nitrogeno. El residuo se redisolvid en 100 ul

de n-hexano agitando suavemente con la mano y 20 ul se inyectaron en el HPLC.

B. Solucién estandar

Se prepard una solucidn de a-tocoferol en n-hexano a una concentracion de 0.2 pg/ul.
Asimismo, se prepar0 una solucién de PMC en n-hexano a la misma concentracién. La

solucion estandar definitiva se preparé mezclando ambas soluciones a partes iguales.
C. Condici i
La fase mévil fue n-hexano:isopropanol (99,5:0,5; v/v) y se bombed a un flujo de 1

ml/min utilizando una bomba JASCO PU-980. La separacién cormatografica se llevo a cabo

mediante una columna de 5 pm JASCO Finepak SIL-5 (4,6 mm X 25 cm).
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Figura M.3. Separacion cromatografica (HPLC-FL) de «-tocoferol en higado (a) y plasma
(b) de ratas QDS.
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La concentracion de «-tocoferol se determind utilizando un detector de fluorescencia

(Ex. 298 nm: Em. 325 nm) JASCO 821-FP (Japan Spectroscopic Co., L.id.).

Para caicular la concentracion de o-tocoferol en higado y plasma se utilizd la

sigulente expresion:

a-Tocoferol (pg/g & 100 ml) = S.(A/B).f.(1/x}

siendo:
- S: concentracion del estandar interno (ug/m!)
- A: area del a-tocoferol en la muestra
- B: area del PMC en la muestra
- x: g de tejido 6 ml de plasma

- f = (ug a-toc/ug PMC)/(4rea a-toc/area PMC)

5. ESTUDIO DEL BALANCE ENTRE LOS NIVELES DE GLUTATION REDUCIDO
Y OXIDADO

El contenido en glutation de las muestras se determind mediante el método de
reciclado enzimdtico basado en la glutation reductasa (GR) (Tietze, 1969). El cociente entre

el glutation reducido y el oxidado se obtuvo como estimador del estado redox citosélico.

A. Preparacion de muestras

Para la determinacion del glutation total (reducido y oxidado) los drganos fueron
pesados y homogeneizados rapidamente en acido tricloroacético (TCA) al 5% que contenia
HCI 0,01 N para evitar la oxidacién del GSH, a una concentracion de 50 mg de tejido/ml
de TCA, en homogeneizadores de vidrio tipo Pobel y en frio. La solucién de TCA fue

previamente desoxigenada mediante el burbujeo de nitrégeno durante 10 minutos.

Otra fraccion de las muestras se utilizo para la determinacion del glutatién oxidado

(GSSG). Para ia derivatizacidn del GSH, se utilizé la N-etilmaleimida (NEM), que reacciona
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rapidamente con el GSH formando un complejo estable y evitando. de esta manera, la

participacidén del GSH en la medida enzimdtica, asi como su posibie oxidacion a GSSG.

Las muestras fueron pesadas, homogeneizadas en tampoén fostato 50 mM pH 7,4 con

EDTA | mM y NEM (2,5 mM e incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente.

El exceso de NEM que no ha reaccionado, debe ser eliminado completamente de la
muestra ya que es un inhibidor de la GR y por tanto podria interferir en la medida
enzimatica. El método utilizado para eliminar la NEM fue el de la hidrolisis alcalina

(Sachetta er al.. 1986) modificado en nuestro laboratorio.

Para alcalinizar las muestras, afiadimos a cada una 25 ul de KOH al 10% por cada
ml de homogeneizado y dejamos actuar durante 5 minutos. Utilizando un micro pH-metro
comprobamos que el pH era proximo a 11 ya que a un pH superior a 12 el GSSG no es
estable. Finalmente, anadimos en frio 0,56 ml de TCA por cada ml de homogeneizado inicial

y comprobamos que el pH era cercano a 1,65.

Tras la homogeneizacion, las muestras fueron centrifugadas a 3.200 X g durante 5

minutos y a 5°C, bajo atmosfera de nitrégeno.

B. Medida del glutation

Tanto el glutation total como el oxidado se analizaron por el método de Tietze (1969).
Se trata de un procedimiento de reciclado enzimdtico en el que el glutatiobn es
secuencialmente oxidado por el 5,5 -ditiobis-(2-dcido nitrobenzoico) (DTNRB) ¢ reactivo de

Ellman y reducido por el NADPH en presencia de glutation reductasa (GR):

DTNB _ 2 GSH NADPT
X
2 TNB « GSSG — NADPH + H*
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La forma reducida del DTNRB, acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB), tiene un miximo
de absorcion a 412 nm por lo que el andlisis se realizo siguiendo el cambio de absorbancia
a 412 nm en presencia de DTNB 6 mM, NADPH 0,3 mM y 10 U de GR por ml, en tampdn
fosfato 50 mM, pH 7.4 que contenia EDTA 6,3 mM. La adicién de EDTA previene la

oxidacion del GSH. Todas las medidas espectrofotométricas se realizaron a 25°C.

También se realizaron reacciones control substituyendo la muestra por TCA-HCI (en
el caso del glutation total) y por tampdn fosfato con EDTA y NEM procesado de la misma
manera que las muestras (en el caso del GSSG) para evitar sobrevalorar la concentracion de

glutation en las muestras y comprobar el estado de reactivos quimicos como el DTNB.

Los valores de glutation total y oxidado se corrigieron restando la reaccion espontanea
en ausencia de muestra y fueron llevados a la siguiente expresidon mediante la cual se

obtuvieron los resultados definitivos expresados en pmoles de equivalentes de GSH por g de

teiido:

(a+b.ADO/min) .£.1000/x

Glutatidon (umoles/qg teiido) =

siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia por minuto
- a: ordenada en el origen
- b: coeficiente de regresion
- f: factor de dilucion de la muestra
- V1 volumen de muestra (0,07 ml)

- x: mg de tejido por cada ml de tampdn empleado en la homogeneizacion

Los valores a y b se obtuvieron tras construir una recta de regresion. Esta curva de
calibracion se construyé a partir de una solucién madre de GSH comercial a una
concentracion de 16 mg de GSH/250 m! de TCA al 5%-HCl 0,01 N. La serie de

concentraciones fue desde 14 hasta 448 ng de GSH/cubeta.
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Los valores obtenidos para el GSSG se multiplicaron por un factor de correccion 1,56
debido a la dilucidn de las muestras con TCA. Los valores del GSH fueron calculados tras
sustraer del glutation total los obtenidos para el GSSG. Finalmente, se calculd la tasa

GSH/GSSG como estimador del estrés oxidativo de los tejidos.
6. ACTIVIDAD CATALASA

A. Preparacién de muestras

Las muestras se homogeneizaron en tampdén fosfato 50 mM, pH 7.4 a una
concentracién de 50 mg de tejido por cada ml de tampon. El proceso de homogeneizacion
se realizo en frio, utilizando un homogeneizador automatico Wheaton y homogeneizadores
teflon-vidrio tipo Pobel. Los homogeneizados asi obtenidos se sonicaron, también en frio,
con un sonicador Vibra-Cell durante tres periodos de 10 segundos separados por dos

intervalos de 20 segundos.

A continuacién fueron centrifugados a 3.200 X g durante 20 minutos a 5°C.
Seguidamente se recogieron los sobrenadantes y se separé una alicuota a la que se afiadieron
0,1 ml de Triton-X-100 por cada mi para solubilizar la enzima. Después de 30 min se

realizaron las medidas espectrofotométricas.

B. Medida de la actividad catalasa

La valoracién de la enzima se realiz6é por el método de Beers y Sizer (1952). Este
método se basa en el descenso de absorbancia por unidad de tiempo que se observa a 240 nm

debido a la descomposicion del H,0, por la catalasa.

l.as reacciones enzimdticas se llevaron a cabo en un espectrofotémetro termostatizado

a 25°C uulizando microcubetas se cuarzo que contenian:

- 0,67 ml de H,0, 14 mM en tampén fosfato S0 mM pH 7.4 y
- 30 ul de muestra
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[:t ensayo duraba ! min a partir de la adicion de la muestra. Se prepararon blancos

que contenian 0,67 ml de tampon fosfato 50 mM, pH 7.4 y 30 ul de muestra.

La actividad total de la enzima se calculd a partir de la expresion:

ADO/min.V_. £

ACT. TOTAL (umoles H,0,/min.mg tejido) = T

siendo:
- ADO/min: incremento de absorbancia por minuto
- V,: volumen total en la cubeta (0,7 ml)
- f: factor de dilucién de la muestra
- ¢: coeficiente de extincién molar del H,0, (43,6 x 10° uM™.cm™)
- V..: volumen de muestra (30 ul)

- x: mg de tejido por cada ml de tampon utilizado en la homogeneizacion

Para calcular la actividad especifica de la enzima se determind la cantidad de

proteinas de las muestras mediante el método de Lowry ef al. (1951)

7. ANALISIS DE LA PEROXIDACION LIPIDICA (SUSTANCIAS TBA POSITIVAS)
IN VIVO E IN VITRO

A. Preparacion de_muestras

Las muesiras fueron pesadas en una balanza de precision y homogeneizadas en
tampon fosfato 50 mM, pH 7,4 a una concentracién de 50 mg de tejido por cada ml de
tampon. El proceso de homogeneizacion se levd a cabo en frio. Se utilizd un
homogeneizador automéatico Wheaton y homogeneizadores teflon-vidrio tipo Pobel. Los
homogeneizados asi obtenidos se sonicaron, también en frio, con un sonicador Vibra-Cell

durante tres periodos de 10 segundos separados por dos intervalos de 20 segundos.

A continuacion fueron centrifugados a 3.200 X g durante 20 minutos a 5°C. Los

sobrenadantes que fueron mantenidos en frio hasta el momento de su utilizacion.
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B. Peroxidacion lipidica ir vive. Método del dcido tiobarbitirico

l.a concentracion de productos de peroxidacion lipidica se estimo por ¢l método del

acido uobarbitirico (TBA) descrito por Uchiyama y Mihara en 1978, con algunas

modificaciones.

Durante el proceso de peroxidacion lipidica se generan pequeiias cantidades de
malondialdehido (MDA) que reacciona con el TBA dando lugar a la formacion de un

compuesto de color rosa mediante {a siguiente reaccion:

HS. N OH CHO

o) rl} ];/ + (lel —

T CHO

Ol

fBA
: - . H
S\B/N\ oH HO. )//,,N\”/S e

N\\\;:(.‘}{——CH:CH—%/N e
OH OH

product

Este compuesto coloreado presenta un maximo de absorcion a 535 nm.,

Para lievar a cabo el ensayo del TBA, tras la preparacion de la muestras, se tomaron

140 ul de cada muestra y se mezclaron con los siguientes reactivos:

- 1 ml de 4cido fosforico al 1%
- 33 ul de butithidroxitolueno (BHT) al 0,01% en alcoho! etilico
- 0,3 ml de acido tiobarbitirico (TBA) al 0,6 %

El blanco se prepard con 140 pl de fosfato potisico en vez de muestra.

La adicion del antioxidante BHT previene la autoxidacion de la muestra durante la fase

de calentamiento en presencia de aire, evitando la obtencién de valores de TBA

artificialmente altos (Pikul et af., 1983).
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Las muestras fueron calentadas durante 45 minutos en un bafio de agua hirviendo y
iras ser cnitiadas se realizd una exfraccién con n-butanol. A cada muestra se afiadio 1,4 ml
de n-butanol. mezclindose vigorosamente, A continuacion se centrifugd a 1.700 X g durante

15 minutos a 5°C, se recogio la fase organica y se midi6 la absorbancia a 535 nm.

Para el calculo de la peroxidacion lipidica en las muestras se utilizo la siguiente

expresion:

DO-a 1000/x
b

m

MDA (nmoles/g tejido) =

siendo:
- DO: absorbancia a 535 nm
- a: ordenada en el origen
- b: coeficiente de regresién
- V. volumen de muestra (0,14 ml)

- x: mg de tejido por cada ml de tampén empleado en la homogeneizacion

Se realizd6 una curva patrén a partir de una solucidon madre de MDA a una
concentracion de 200 nmoles/ml de tampdn fosfato 50 mM pH 7.4 que contenia HCI IN. La

serie de concentraciones de la curva patrén fue desde 9,88 hasta 0,077 nmoles de MDA/tubo.

En las muestras de higado y corazdén de cobaya del tercer afio y en las de orina
humana también se estimé la concentracién de productos de peroxidacion lipidica mediante
fluorimetria. Se realizaron medidas de prebarrido de fluorescencia en las muestras que

establecieron 503 nm como la longitud de onda dptima de excitacion y 548 nm la de emision.

En cada muestra se realizaron espectros completos de fluorescencia entre 500 y 600
nm. Los valores obtenidos fueron referidos a una curva estindar construida al realizar la

medida con diferentes concentraciones conocidas de MDA puro (figura M.4).

La concentracion de productos de peroxidacion lipidica de las muestras de plasma de

ratas ODS se determind mediante el método fiuorimétrico de Yagi (1976).
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Figura M.4. Curva patrén de estindar de MDA obtenida por fluorimetria. Se observa un
primer pico de excitacion (503 nm) y un pico de emision (548 nm) para concentraciones
crecientes de MDA puro.



Vitaminas antioxidantes y estrés oxidative MATERIAL Y METODOS 98

C. Peroxidacion lipidica inducida {in vitro

La sensibilidad de los extractos tisulares a la peroxidacion inducida in vitro se estimé
incubando los sobrenadantes de las muestras en un bafio de agua a 37°C con agitacion, en
presencia de ascorbato 0,4 mM y FeSO, 0,05 mM en tampon fosfato 50 mM, pH 7.4, La

incubacion se llevo a cabo a distintos tiempos segln las muestras:

- 30, 60 y 90 min para las muestras de cobaya del primer afio
- 90 y 180 min, y 22 h para las muestras de cobaya de los afios segundo y tercero

- 180 min para las muestras de higado de ratas ODS

Una vez transcurrido el periodo de incubacion se tomaron 140 ul de cada tubo y se

llevd a cabo el ensayo del TBA de la manera descrita en el apartado anterior.

8. DETERMINACION DEL MALONDIALDEHIDO POR HPLC

Los valores de MDA libre fueron estudiados dado su potencial interés por tratarse de
uno de los productos del proceso de peroxidacién presente normalmente en los tejidos in

vivo.

El método utilizado es una modificacion del descrito por Bull y Marnett (1985). Se
trata de un método de HPLC de pares i6nicos en fase reversa. La deteccion se realiza

mediante la absorbancia del MDA a 267 nm (figura M.5).

A. Preparacion de muestras

Las muestras se homogeneizaron en tampoén Tris 30 mM, pH 7.4 a una concentracion
de 100 mg de tejido por cada ml de tampon. El homogeneizado fue inmediatamente diluido
(1:1; v/v) con acetonitrilo y, tras agitar en el vortex durante 30 segundos, se centrifugd a

3.000 X g durante 10 minutos a 5°C.

Los sobrenadantes se filtraron a través de filtros de membrana con didmetro de poro

de 0,45 pm (acetato de celulosa) y seguidamente se inyectaron 20 ul en el cromatografo.
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Figura M.5. Separacion cromatografica (HPLC-UV) de MDA libre en higado (a) y corazén
(b) de cobaya.
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B. Solucién estandar

La soiucidn estindar se obtenfa por hidrolisis dcida segln describen Esterbauer er al.
(1984). Se preparaba una solucién madre de malondialdehido-bis(dimetilacetal) 10 mM en
H,S0, al 1% y después de dos horas a temperatura ambiente, a partir de la solucion madre
se preparaba una segunda sofucion de MDA 40 uM en tampdén Tris 30 mM, pH 7.4. A
continuacion, se mezclaba esta solucion con tampén Tris y acetonitrilo (1:3:4; v/v) para
obtener la solucién estandar definitiva de MDA 5 uM que era inyectada directamente en el

cromatografo.

C. Condiciones cromatograficas

La cromatografia de pares ionicos en fase reversa se llevé a cabo isocraticamente,
utilizando el mismo equipo instrumental que en el caso del dcido ascérbico y con una
columna Macherey-Nagel C,, (Nucleosil) de 7 um (10 cm X 4,6 mm) 6 una columna

Supelcosil L.C-18 (tetracloruro de carbono) de 3 p (15 cm X 4,6 mm).

[a fase movil fue acetonitrilo:agua (25:75; v/v) y contenia fosfato disddico 10 mM
y bromuro de miristiltrimetilamonio 2,5 mM como contraién. El pH se ajusté a 7,4 con
acido fosforico o sosa. A continuacion se filtrd la fase mdvil. En este caso el flujo fue de 0,5

ml/min (columna Macherey-Nagel) 6 0,8 ml/min (columna Supelco) y la presion media de
19 bares.

L.a separacion se llevd a cabo a 25 + 2°C y la deteccidn se realizé mediante la
absorcion del MDA a 267 nm utilizando un detector UV con una sensibilidad de 0,02

unidades de absorbancia a fondo de escala.

El célculo de la concentracién tisular de MDA se realizé por relacion con el 4rea de

la solucion estdndar de MDA, mediante la siguiente expresion:

MDA (nmoles/g tejido) = jarea mue;stra .82, 1
area estandar b’y
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siendo:
- 51 concentracion del estandar (5 nmoles/ml)

- x: g de tejido por cada ml de tampon empleado en la homogeneizacion
Se multiplica por 2 debido a la dilucion 1:1 del extracto con acetonitrilo.

9. DETERMINACION DE HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS

El procedimiento de preparacién de muestras seguido para la determinacion de
hidroperdxidos lipidicos mediante HPLC con deteccion de quimioluminiscencia se muestra

en la figura M.6.

A. Extraccion de los lipidos

Los lipidos fueron extraidos de las muestras de higado y plasma de ratas ODS con
una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 (v/v) de acuerdo con el método de Folch er al.

(1957).

Las muestras de higado (500 mg) fueron homogeneizadas en frio, en 2 ml de NaCl
150 mM que contenia BHT al 0,002% como antioxidante. Se utilizd un homogeneizador
automatico vidrio-teflon. A continuacién, se afadieron al homogeneizado 5 ml de
cloroformo:metanol 2:1 (v/v) con BHT al 0,002 % y se agitaron en el vortex durante 1 min.

Seguidamente, las muestras se centrifugaron a 1.500 X g durante 15 min a 4°C.

Tras la centrifugacion, se recogid la capa inferior de cloroformo. Se lievé a cabo una
segunda extraccion en {a capa superior de metanol-agua con cloroformo:metanol y

posteriormente se realizd una tercera extraccidon con cloroformo.

La capa de clorotormo, que contiene los lipidos totales, fue deshidratada con 2 g de
sulfato sddico y se dejo en la nevera a 4°C durante toda la noche. A la mafana siguiente,
las muestras fueron filtradas a través de papel de filtro N°5C (Advantec, Toyo Roshi Kaisha,
Lid.) y el residuo lavado tres veces con 2 mi de cloroformo. El solvente se eliminé utilizando

un rotavapor y finalmente bajo atmoésfera de nitrogeno.



HIGADO (500 mg)

; - Homogeneizar en NaCl 150 mM
! (BHT 0,002%) 2 ml
[ - CHCI3:MeQOH (2:7; viv)
! {BHT 0,002%) 5 ml
‘ - Agitar 1 min
- Centrifugar 1.500 x g, 15 min, 4°C
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- Filtrar con papel de filtrec Toyo 5C

- Evaporar en rotevapor y secar con
‘ nitrégeno
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LIPIDOS TOTALES

’ - Redisolver en 200 gl de CHCI3:MeQH
i {(2:1; viv)

HPLC-CL {20ul)

Figura M.6. Esquema del protocolo seguido en la preparacidn de muestras de higado de
ratas ODS para la determinacion de hidroperdxidos lipidicos mediante HPL.C-CL,
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Los lipidos totales obtenidos fueron inmediatamente disueltos en 200 ul de
cloroformo:metanol 2:1 (v/v) y se tomaron 20 ul para la determinacion de hidroperoxidos
mediante HPL.C' con deteccion de quimioluminiscencia (CL.). La cantidad restante se utilizd

para la determinar la concentracién de fosforo.

Previamente se ha confirmado que la formacion de hidroperdxidos como artefacto no

tiene lugar durante el procedimiento de extraccion descrito (Miyazawa, 1989).

Los lipidos totales de las muestras de plasma se extrajeron de manera similar a los
de las muestras de higado. A cada m! de plasma se afiadieron 5 ml de cloroformo:metanol
2:1 (v/v} que contenia BHT al 0,002%, se agitd en el vortex durante 1 min y se centrifugd

a 1.500 X g durante 15 min a 4°C.

L.a capa inferior de cloroformo se recogié y la extraccion (sin BHT) se repitié por
segunda vez en la capa superior. Las muestras fueron secuencialmente deshidratadas,

filtradas, lavadas con cloroformo y evaporadas de la manera descrita anteriormente.

Los lipidos totales se redisolvieron en 100 ul de cloroformo:metanol 2:1 (v/iv) y 20
pl se inyectaron en el HPLC-CL. La cantidad restante se utilizd para determinar la

concentracion de fésforo.

B. Solucion estindar

Se realizaron curvas de calibracién de hidroperdxidos de fosfatidilcolina (PCOOH)
y fosfatidiletanolamina (PEOOH) tras la determinacién del valor de peroxidacion (POV) del
estandar de PC (Nippon Oil & Fats Co. Ltd., Tokio, Japén) segin se describe en el siguiente
apartado.

Diariamente se inyectaron por triplicado 20, [0 y 5 pl de estindar de PCOOH a una
concentracion de 240 pmoles/20 pl, al inicio y al final de cada serie de analisis. Utilizando
tos valores de concentracion del estindar y el drea obtenida mediante HLPC se realizé una

curva de calibracion.
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C. Determinaciéon del valor de peroxidacion

El valor de peroxidacion del estandar de PC (Nippon Oil & Fats) se determind

mediante el procedimiento de titulacion yodométrica (Senzel et al., 1975).

Se prepararé una solucién estandar de PC a una concentracidon de 1 g/25 ml en

cloroformo: metanol 2:1 (v/v) y se mantuvo en frio hasta el momento de su utilizacion.

A continuacion se disolvid 1 g de fécula de patata en 100 ml de agua destilada. Esta
solucion se calentd en un bano de agua con agitacion durante 2 min aproximadamente hasta
alcanzar la transparencia e inmediatamente después se filtrd con papel de filtro n°2. Esta

solucion se mantuvo a temperatura ambiente y se utilizé como indicador de color.

Finalmente, se preparé una solucion saturada de ioduro potisico a una concentracion

de 1,6 g/ml que fue mantenido a temperatura ambiente y en oscuridad.

Se tomaron 6 ml de solucidn estandar de PC que se colocaron en un erlenmeyer y se
aihadieron 34 ml de una solucion de cloroformo:acido acético (2:3; v/v) y se agitd con la
mano. A continuacion se afiadid 1 ml de KI saturado y transcurrido 1 min, la mezcla se
mantuve en condiciones de oscuridad durante 5 min. Seguidamente se afiadieron 75 ml de

agua destilada para detener la reaccion.

Después de la adicién de agua, se afiadieron 2 ml de la solucién de fécula de patata
y se comenzé a afadir lentamente Na,5,0, 0,01 N mientras la mezcla fue agitada

constantemente con la mano para eliminar todo el yodo de la capa de cloroformo hasta la

total desaparicion del color azul.

En el procedimiento descrito tienen lugar las siguientes reacciones:

LOOH + 2KI + 2H* ~—— LOH + 2K* + H,0 + I,
I, + 2Na,S,0, —— 2Nal + Na,S5,0,
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Este proceso se realizé por triplicado en el estandar. También se prepard un blanco

sin solucidn estandar.

El valor de peroxidacién del estandar de PC se calculé utilizando la siguiente

expresion:

POV (milieguiv/kg) = §.N.1000/x

siendo:
- S: ml de Na,S,0, empleados (corregidos con el blanco)
- N: normalidad de la solucidén de Na,S;0, (0,01 N)
- x: g de estindar de PC utilizados (0,24 g)

Debido a que la estequiometria de la reaccién entre LOOH y Na,S,0; es 1:2, el valor
de POV se dividio entre 2 para obtener el valor definitivo (nmoles/mg), que multiplicado por
la concentracion del estindar de PC (0,04 mg/ul) nos daria la concentracion de

hidroperdxidos en el estandar de PC (nmoles/ul).

D. Condiciones cromatograficas

L.a concentracion de hidroperéxidos fosfolipidicos (PCOOH and PEOOH) se
determind en la fraccion de lipidos totales de higado y plasma mediante HPLC-CL. El
sistema analitico consistente en HPLC y deteccion de quimioluminiscencia ha sido descrito

por Miyazawa ef al. (1994). La figura M.7 muestra un diagrama esquematico del sistema de
HPLC-CL.

Utilizamos una colunma JASCO Finepak SIL NH,-5 (4.6 mm X 25 cm) de 5 pm
(Japan  Spectroscopic  Co., Tokio, Japon). La fase movil fue hexano:2-

isopropanol:metanol:agua (5:7:2:1; v/v) con un flujo de 1,0 ml/min (bomba JASCO PU-
980).
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Figura M.7. Esquema del sistema de HPLC-CL utilizado para Ia determinacion de PCOOH
y PEOOH en higado y plasma de ratas ODS. A, fase mévil; P, y P,, bombas; [, puerto de
inyeccion; S, muestra; C, columna; U, detector UV; J, mezclador; B, reactivo de

quimioluminiscencia; Q, célula espiral de teflon (200 ul); PM, fotomutiplicador; CL, detector
de quimioluminiscencia; R, integrador; W, desecho.
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El eluyente de la columna pasé a través de un detector JASCO UV-970 para detectar
los dienos conjugados a 234 nm. A continuacion el eluyente fue mezclado con un reactivo
de guimioluminiscencia{(CL) en un mezclador situado detrds de la columna (tipo Y; Kyowa
Seimitsu, Tokio, Japon). La temperatura de la columna y del mezclador se mantuvo constante

a 35°C mediante un termostatizador (JASCO CQO-963).

El reactivo de guimioluminiscencia se preparo disolviendo 10 ug/ml de citocromo ¢
y 2 pg/mL de lumino! (3-aminoftaloil hidracina) en tampon H,BO; 50 mM, KCl 50 mM y
Na,CO, 72 mM, pH 10, y se mantuvo en condiciones de oscuridad para evitar la

fotooxidacion del luminol. Este reactivo fue bombeado a 1,1 mi/min con una bomba JASCO
PL-980.

Los hidroperdxidos lipidicos (LOOH) reaccionan con el grupo hemo del citocromo
¢ y producen radicales peroxilo (LO,). La degradacion de los radicales peroxilo da lugar
a la formacién de oxigeno singlete ('0O,) que oxida al luminol y éste emite
quimioluminiscencia. Las reacciones de los hidroperoxidos lipidicos con el reactivo de

quimioluminiscencia s¢ muestran a continuacion:

LOOH + citocromo ¢ —— L.O,-
2L0,- ——— 'O, + alcohol + cetona
'0, + luminol ——— luminol endoperdxido

fuminol endoperéxido —— aminoftalato excitado + N, + hv

La quimioluminiscencia generada por la reaccién entre los hidroperdxidos con el
reactivo de quimioluminiscencia se midié con un detector JASCO 825-CL ¢ un detector
CLD-100 CL (Tohoku Electronic Industries Co., Sendai, Japdn) equipado con una célula

espiral de teflon de 200 ul de volumen (figura M.8).

La concentracion de PCOOH y PEOOH en las muestras de higado y plasma se

calculd mediante la siguiente expresion:

A-a V. /x

PCCOOH ¢ PEOOH (pmoles tejido o ml plasma) = )
p /9 tej p e ==
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Figura M.8. Separacion cromatogréfica (HPLC-CL) de PCOOH y PEOOH en higado de
ratas ODS.
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siendo:
- a: ordenada en el origen
- b: coeficiente de regresion
- A, area de la muestra
-V, volumen de resuspension (200 ul higado; 100 ul plasma)
- V;: volumen de inyeccion (20 pl)

- x: g de tejido 6 ml de plasma

10. ESTUDIO DE 1A COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS

Este estudio fue realizado por el grupo del Dr. Reinaldo Pamplona en la Facultad de

Medicina (Departamento de Ciencias Médicas Basicas) de la Universidad de [érida.

El andlisis de los lipidos de las muestras de higado de cobaya y en concreto, su

composicion en acidos grasos, se llevé a cabo mediante el procedimiento siguiente:

- extraccion de los lipidos de la muestra de higado

- separacion de las diferentes fracciones lipidicas: fosfolipidos, triglicéridos y ésteres
de colesterol

- extraccion de los &cidos grasos de las diferentes fracciones lipidicas

- andlisis (identificacion y cuantificacion porcentual) de los diferentes acidos grasos

obtenidos

A. Extraccién de los lipidos

Las muestras (200-250 mg) fueron homogeneizadas en solucion fisiolégica acidificada
con actdo férmico (pH 1,58) a una concentraciéon de 1 mg/ul. A continuacion, se llevéd a
cabo la extraccion de los lipidos de la muestra mediante una modificacion del método de
Folch etf af. (1957).

A cada 200 pl de muestra se afiadieron 5 m! de 2-propanol. Tras agitar durante 15
min, se centrifugé a 1.500 X g durante 15 min. Seguidamente se recogieron los

sobrenadantes, que fueron burbujeados con N, para evitar la oxidacién de los dcidos grasos,
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y se guardaron a -20°C en oscuridad.

B. Separacién de las fracciones lipidicas

Las fracciones lipidicas fueron separadas mediante cromatogratia en capa fina. Para
ello se aplicaron 1,5 ml de 2-propanol (que contiene el extracto lipidico) a unas placas de
silica que se prepararon utilizando 20 gr de silicagel 60H y 60 ml de etanol por cada 4 placas
de 20 X 20 cm.

Estas placas se desarrotlaron, pasindolas por tres cubetas que contenfan diferentes

solventes, permitiendo [a separacion de las distintas fracciones:

- 2-propanol (hasta 1 ¢m) y secar

- n-hexano, 1,2-dicloroetano, metanol, 4c. férmico (16:14:8:1; v/v) (hasta 7 cm) y
secar: separacion de los lipidos polares (fosfolipidos)

- dicloroetano (hasta el extremo superior) y secar: separacion de los lipidos apolares

(ésteres de colesterol, triglicéridos, colesterol libre)

Estas fracciones se visualizaron con luz UV gracias a un spray de acido p-

anilinonaftalensulfénico ,02% en etanol (1/100). Asi, las fracciones que se¢ separaron

fueron:

- fosfolipidos (lipidos de membrana): fosfatidiletanolamina, lisofosfatidilcolina,
fostatidilcolina y esfingomielina

- colesterol (que no contiene acidos grasos)

- triglicéridos (lipidos citoplasmaticos)

- ésteres de colesterol (que no se pudieron valorar debido a su escasez)

Posteriormente se pasaron las diferentes fracciones a tubos individuales con tapon de
rosca y teflon (previamente limpiados con acetona para eliminar cualquier resto de grasa) y

se procedid a la transesterificacion de los acidos grasos.
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C. Obtencién de los ésteres metilicos de los dcidos grasos (transesterificacién

Los lipidos fueron transesterificados con 2 ml de HCl al 5% en metanol. Las muestras
se calentaron a 75°C durante 90 min en el caso de los fosfolipidos y ésteres de colesterol,

y durante 30 min en el caso de los triglicéridos.

Después de la esterificacion, los ésteres metilicos de los acidos grasos fueron
extrafdos con 2 ml de n-pentano y 1 ml de NaCl saturado. La solucion saturada de NaCl
aumenta la fuerza idnica del medio y favorece la recuperacion de los acidos grasos gracias
al pentano. Tras agitar vigorosamente durante 15 min, las muestras fueron centrifugadas

durante 10 min y seguidamente se recogi6 la fase de pentano.

Se tom6 | ml de la fase de pentano que fue evaporado bajo atmdsfera de nitrdgeno

y redisuelto en 40 ul de CS,. De esta solucion se inyectaron 8 ul en el cromatégrafo.

D. Analisis en el cromatografo de gases

L.os ésteres de 4cidos grasos obtenidos fueron separados y analizados utilizando un
cromatografo de gas Shimazdu GC14A. El gas conductor fue N, a un flujo de 60 ml/min.
El detector de ionizacién de llama recibia H, a un flujo de 50 ml/min y aire sintético a 500
ml/min. La temperatura del inyector y el detector era de 250°C. Los tiempos de retencion

y €l 4rea de los picos se registraron en un integrador Spectra-Physics SP4400.

Se utiliz6 una columna capilar de silice Supelcowax TM 10 (Supelco, Inc., Bellefonte,
PA; 30 m x 0,53 mm). Para favorecer la separacion de los diferentes dcidos grasos fue
imprescindible programar una rampa de temperaturas desde 135°C hasta 235°C: a partir de
un tiempo inicial de 0 min, desde 135°C hasta 195°C, a 4°C/min; desde 195°C hasta
215°C, a 1°C/min; y desde 215°C hasta 235°C, a 4°C/min; con un tiempo final de 5 min,

mantenido a 235°C.

La identificacion de los ésteres se llevd a cabo mediante la comparacién con
estdndares de acidos grasos (Sigma). Los resultados que obtenidos indican el porcentaje de

los distintos acidos grasos de una determinada fraccién lipidica.
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11. DETERMINACION DE CARBONILOS PROTEICOS

A. Preparacién de muestras

Las muestras de higado fueron homogeneizadas en tampon fosfato potasico 100 mM,
pH 7.4 que contenia digitonina al 0,1%, EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (36
pg/ml) y los inhibidores de proteasas leupeptina (0,5 pg/ml), pepstatina (0,7 ug/ml) y
aprotimna (0,5 ug/ml). Las muestras se incubaron durante 15 min y depués fueron

centrifugadas a {.300 X g durante 10 min.

[os 4cidos nucleicos se eliminaron de las muestras mediante la adicion de
estreptomicina al 10% a una concentracion final del 1%. Tras una incubacion de 15 min se

centrifugd a 1.700 x g durante 10 min.

El sobrenadante se dividié en dos alicuotas de 1 ml a las que se ahadieron 2,5 ml de
HCI1 2M 6 2 4-dinitrofenilhidracina (DNPH) 10 mM disuelta en HC1 2M respectivamentie y
se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. La solucién de DNPH fue mantenida en

oscuridad ya que puede ser destruida por la luz.

Las dos alicuotas fueron secuencialmente precipitadas en frio con 4 ml de acido
tricloroacético (TCA) al 20%, incubadas durante 10 min y centrifugadas a 1.700 X g durante
5 min y posteriormente con 4 ml de TCA al 10%, agitadas en el vortex durante 10 segundos

y centrifugadas otra vez a 1.700 X g durante 10 min.

Los pellets fueron lavados 3 veces con 4 ml de etilacetato:etanol (1:1, v/v)
centrifugando cada vez a 1.700 X g durante 10 min, excepto la dltima vez que fueron 15 min

con el fin de obtener pellets mas compactos.

Finalmente, los pellets se redisolvieron en 2 ml de hidrocloruro de guanidina 6M
disuelta en fosfato potasico 20 mM, pH 2,3. Por dltimo, se centrifugaron a 1.700 X g

durante 10 min y se realizaron las lecturas espectrofotométricas en los sobrenadantes.
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B. Medida de los carbonilos proteicos

En cada muestra de DNPH se realizo en el espectrofotdmeiro un barrido desde 320
hasta 410 nm frente al correspondiente blanco de HCI. El maximo de absorbancia se utilizo

para calcular los carbonilos proteicos (coeficiente de extincion 22.000 M™* cm™).

La concentraciéon de proteinas se determind en las muestras de HCl utilizando como

blanco hidrocloruro de guanidina 6M a 280 nm.

La concentracion de carbonilos proteicos se calculd en nmoles carbonilos por mg de

proteina utilizando la siguiente expresion:

A .10°

Carbonilos (mmoles/m roteinay = %@
( /mg p ) A 178 ¢

siendo:
~ A, Maximo de absorbancia entre 320 y 410 nm
~ A,y absorbancia a 280 nm de las muestras de HCI

- e: coeficiente de extincién molar (22.000 M cm™)

Para obtener el valor de la concentracion de proteinas se realizd una curva patron a
partir de una solucién de albimina bovina a una concentracion de 2 mg/ml de guanidina-HClI
6 M. La serie de concentraciones fue desde (1,2 hasta 2 mg alblimina/ml, obteniéndose una

pendienie de 1,8 mg de proteina por unidad de absorbancia.

12. DETERMINACION DE 8-OHAG

Los efectos inducidos por las especies reactivas de oxigeno sobre el ADN incluyen
enlaces cruzados entre ADN y proteinas, rotura simple y doble de cadena, liberacion de

bases y modificaciones oxidativas de bases, algunas de las cuales han sido caracterizadas
(Dizdaroglu, 1991).
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Una de las bases del ADN mas facilmente oxidable es la guanina (Steenken, 1989)
y la modificacion oxidativa conocida mas abundante es su hidroxilacion en C-8 dando lugar
a la formacion de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG). Mientras que el andlisis de la
mayoria de las bases modificadas requiere cromatogratia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS), la 8-OHdAG puede ser detectada mediante HPLC con deteccion
electroquimica (EC) (Floyd et al., 1986).

Ademas, recientemenie se ha demostrado que la deteccidon mediante HPLC-MS da
lugar a valores artificialmente altos de 8-OHdG (Ravanat et al., 1995). Por tanto, la técnica
de eleccién actual es la determinacién por HPLC con deteccion electroquimica de alta

sensibilidad {(coulométrica).

El balance entre 8-OHdG y la base no modificada, desoxiguanosina (dG), es un
marcador ampliamente utilizado como medida del dano oxidativo al ADN, tanto en ADN

aislado como en diferentes sistemas celulares y tejidos animales.

Este estudio se realizé en la Facultad de Ciencias de la Salud (Departamento de

FFarmacologia) de la Universidad de Copenhague, Dinamarca.

El procediminento de preparacidn de muestras seguido para la determinacién de 8-

OHdG y dG por HPLC se muestra en el esquema de la figura M. 9.

A. Aislamiento del ADN

Las muestras de higado fueron pesadas y homogeneizadas en NaCl al 0,9% a una
concentracién de 1 mg por cada pul de NaCl. Se utilizaron homogeneizadores de vidrio tipo
Pobel. A cada 200 pl de homogeneizado se afadieron 1,8 mi de tamp6n Tris 10 mM con

NaCl 150 mM y Na,EDTA 10 mM, pH §.,0.

A continuacion, se abadieron a cada muestra 200 u! de dodecilsulfato sodico (SDS)
al 10% y se agitaron en el vortex durante 20 s. Las muestras se colocaron en un banco de
extraccion giratorio durante 15 min y posteriormente se incubaron en un bano de agua a
37°C durante 10 min.



HIGADO {500 mg)

Aislamiento del ADN

- Homogeneizar en NaGCl 180 mM
{600 wl)

- Tampan Tris-EDTA pH 8,0 (1.8 ml)

- 5DS 10% (200 ul). Agitar 20 s

- Extraccién 15 min

- Bado a 37°C, 10 min

- Tampén NaAc 3 M, pH 5,2 {200 ui

- NaCi04 5 M {550 ub

- CHCI3:isoamitalcohal {24:1; v/iv)
{2 mb)

- Extraccion 10 min

- Centrifugar 2.100 x g, 10 min, 4°C

- Repetir extraccién de CHCI3

v

Precipitaciéon del ADN

Etanot 96% fric (6 mi)
Mezclar por inversion
- Guardar a 0°C durante ta noche
- Transferir et ADN a 1 ml de etanol

70% frio
- Centrifugar a 1.500 x g, % min, 4°C
- Eliminar sobrenadante. Afadir b mi
de etanol 70% frio
Centrifugar a 1.500 x g, b min, 4°C
Eliminar sobrenadante. Evaporar
i con nitréogenoc

- Resuspender en tampdn NaAc 20 mM,

pH 4,8, Incubar a 37°C, 1 h

v

Digestion del ADN

- Nucleasa P1 {5U/muestra)

- Incubar a 37°C, 30 min

- Fosfatasa alcalina (1U/muestra}

- fncubar a 37°C, 1 h

- Filtrar {tubos Whatman)

- Centrifugar 5.200 x g, 15 min, 4°C

HPLC-EC {25 ul)

Figura M.9. Esquema del protocolo seguido en ia preparacion de muestras de higado de
cobaya para la determinacion de 8-OHdG mediante HPLC-EC.
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Las proteinas se eliminaron de las muestras mediante extraccién con cloroformo
(Marmur, 1961). A cada muestra se afiadieron 200 ul de tampdn acetato sédico 3 M, pH 5,2
y seguidamente 350 ul de NaClQ, 5 M. Las muestras se transfirieron a {ubos de polietiteno,
se afladieron 2 ml de cloroformo:alcohol isoamilo (24:1; v/v) y se colocaron en el banco de
extraccion durante 10 min. A continuacion se centrifugaron a 2.100 X g durante 10 min, a
4°C. Tras la centrifugacion, las proteinas quedaron confinadas a la capa de interfase y el

ADN a la capa superior no organica.

Se recogidé la capa superior y se realizd una segunda extraccion con 2 ml de
cloroformo:alcohol isoamilo (24:1; v/v). Después de rotar y centrifugar las muestras de la
misma manera que anteriormente, la capa superior se transfirid a tubos coOnicos de

polipropileno,

B. Precipitacidon del ADN

Para precipitar el ADN se afiadieron lentamente a cada muestra 5 ml de etanol al 96%
enfriado a 0°C y se mezclé por inversion. 1.as muestras se guardaron en el congelador a 0°C

durante toda la noche.

A la mafana siguiente, el ADN fue transferido a tubos de plastico que contenian 1
m! de etanol al 70% enfriado a 0°C. Se centrifugd a 1.550 X g durante 5 min a 4°C. Tras
eliminar el sobrenadante se afadieron 5 ml de etanol al 70% a 0°C y se centrifugd por

segunda vez a 1.550 X g durante 5 min a 4°C. De nuevo se elimind el sobrenadante.

El etanol remanente se evapord bajo atmdsfera de N, durante 10 min
aproximadamente. El residuo se redisolvid en 200 ul de tampdn acetato sédico 20 mM, pH

4.8 y se mcubd en un bafo de agua a 37°C durante 1 h.

C. Digestién del ADN

La digestion de 200 ul de muestra se realizé primero con 20 ul de nucleasa P1
(SU/muestra) disuelta en tampon acetato sédico 20 mM pH 4.8 que contenia ZnCl, 10 mM

y 15% de glicerol. Las muestras se incubaron en un bafo de agua a 37°C durante 30 min.
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A continuacion se afiadieron 20 ul de fosfatasa alcalina (1U/muestra) diluida en
tampoOn Tris 1 M pH 8,0. Las muestras se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante |

hora.

Finalmente, se transfirieron 200 ul de muestra a tubos Whatman y se filtraron
mediante centrifugacién a 5.200 X g, durante 15 min a 4°C. Los filtrados se colocaron un

inyector automdtico Merck-Hitachi AS-2000 A y 25 ul fueron inyectados en el HPLC.

l.a digestion del ADN, asi como su extraccidon y precipitacion, se realizaron en

condiciones de luz tenue para evitar la posible oxidacion de la desoxiguanosina.

Todas las muestras se prepararon por duplicado y para los célculos se utilizo la media

de los valores obtenidos.

D. Solucion estandar

La cuantificacién de 8-OHdG se realizd mediante la inyeccidon de concentraciones
conocidas de 8-OHdG pura. Diariamente, antes de cada serie de analisis y después de las
mismas, se inyectaron tres soluciones estindar de 8-OHdG 400, 40 y 4 nM diluido en acetato
sodico 20 mM pH 4,8 v Tris 1 M pH 8,0 (11:1; v/v) a partir de una solucion de 8-OHdG
8 uM. Seguidamente se inyectd un estandar de dG 100 pM diluido en acetato sédico 20 mM
pH 4.8y Tris 1 M pH 8,0 (11:1; v/v) a partir de dG 2 mM.

E. Condiciones cromatogrificas

Una vez digerido el ADN con nucleasa Pl y fosfatasa alcalina hasta el nivel de
desoxinucledsidos, se determinaron los niveles de 8-OHd(G y dG. Tras su separacion por
HPLC, el desoxinucledsido no modificado (dG) fue ficilmente cuantificado utilizando un

detector ultravioleta Merck-Hitachi L-4000 a 254 nm (figura M.10).

Aunque el coeficiente de extincidén molar para 8-OHdG es igual que para dG, la
absorcidn ultrvioleta no es suficientemente sensible para la determinacion de 8-OHdAG, debido

a que la base modificada estd presente sélo en muy pequefias cantidades, siendo su nivel
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basico in vive 0,5-5 8-OHAG/1° dG. Por esto, la concentracion de 8-OHAG en el ADN se
determiné utilizando un sistema de HPLC con deteccidn electroquimica coulométrica descrito

originalmente por Floyd ef al. (1986) (figura M. 10).

Para determinar el potencial de voltaje Optimo para el compuesto especifico y el
equipo utilizado, se generd un voltamograma (medida de intensidad de la corriente en funcién

del voltaje).

l.a cromatografia en fase reversa se llevo a cabo utilizando una columna Ultrasphere
(25 cm X 4,6 mm) Beckman y un detector Coulochem II (ESA, Inc. Bedford, MA) con una
célula analitica ESA modelo 5011 (E1 = 140 mV/100 nA; E2 = 180 mV/100 nA). El
potencial preanalitico (E1) es demasiado bajo como para oxidar 8-OHdG y se utilizo para

oxidar sustancias irrelevantes posiblemente presentes en las muestras.

La fase movil fue H,PO, 50 mM y 4% de acetonitrilo. El pH se ajusté a 3,2 con
NaOH 5 M. A continuacion, la fase movil se filtré a través de filtros Millipore HVLP de
0.45 um y fue bombeada por una bomba Merck-Hitachi L-6000. El flujo fue de 1 ml/min
y la presion media de 98 bares. La temperatura de la columna se mantuvo constante a 30°C

mediante un termostatizador Merck 1.-5025.

A partir del area de los estindares de 8-OHdG se calcul6 un factor de calibracion (8-
OHdG):

£{8-0HdG) = (400/8,,+40/S,,+4/85,,+400/8,,+40/5,,+4/S.,) /6

siendo:
- S} 4rea del estindar de 8-OHdG 400 nM inicial y final
- S, drea del estandar de 8-OHdG 40 nM inicial y final
- S, drea del estandar de 8-OHdG 4 nM inicial y final

Los datos de 8-OHdG se obtuvieron multiplicando el drea de la muestra por el factor
de calibracién f(8-OHdG).
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A partir de los estindares de dG se calculd un factor de calibracion f(dG):

£(dG) = 200/(S8,+8,)

siendo:

- S, ¢ drea del estdndar de dG 100 M inicial y final

Los datos de dG se obtuvieron multiplicando el 4rea de la muestra por el factor de
calibracton f{dG).

Finalmente, se calculd la razén 8-OHAG/10° dG mediante la expresion:

8 -0OHdAG/10°dG = 100.C{(8~-0HdG) /C{dG)

siendo:
- C(8-OHdG): concentracion de 8-OHAG de la muestra (nM)
- C(dG): concentracion de dG de la muestra (uM)

13. DETERMINACION DE CREATININA EN ORINA

La concentracion de productos de peroxidacion lipidica en orina se refirid a la
concentracion de creatinina con el fin de eliminar las variaciones debidas a cambios en el

volumen de orina excretada.

La creatinina se determiné en las muestras de orina diluida después de aplicar la
reaccion de Jaffé. Esta reaccion consiste en la formacion de picrato de creatinina en medio

alcalino, formandose una sustancia de color Ambar cuantificable espectrofotométricamente.

[as muestras de orina se centrifugaron a 3.615 X g durante [0 min a 4°C. Los

sobrenadantes se recogieron y se mantuvieron en frio.

Con anterioridad al momento del ensayo experimental se preparé una solucién de
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4cido picrico 1 mM y NaOH 1,6 M mezclando al 50% cada reactivo.

Las muestras de orina se diluyeron (1:49; v/v) con agua destilada. Se tomaron 0,5 ml
de muestra y se anadio 1 ml de la solucion de dcido picrico y NaOH, se mezclaron bien y
se incubaron durante 20 min a 25°C. También se preparé un blanco con 3,5 ml de agua

destilada y un estindar con 0,5 mi de creatinina a una concentracion de 2 mg/100 ml.

Al finalizar la incubacidn, se midid la absorbancia de las muestras y del estindar

frente al blanco a 520 nm.

La concentracion de creatinina se obtuvo aplicando la siguiente expresion:

Creatinina (mg/100 ml) = C_.A/A_.f

siendo:
- C,: concentracion del estindar (2 mg/100 ml)
- A: absorbancia de 1a muestra
- A,: absorbancia del estandar

- f: factor de dilucién de la muestra (50)

14. VALORACION DE PROTEINAS

Para la valoracion de proteinas se sigui6 la técnica colorimétrica descrita por Lowry
et al. (1951). La técnica se basa en la reaccion del reactivo de Folin (fosfomolibdotiingstico)
con los grupos fendlicos de la tirosina, aminodcido que se encuentra a intervalos regulares
de muchas proteinas, dando lugar a la formacién de compuestos hemiquindnicos coloreados.

La intensidad de color es directamente proporcional a la concentracién de proteina.

Previamente las proteinas se desnaturalizan de forma que todos los restos de tirosina
quedan expuestos al medio acuoso. Para ello es necesaria la presencia de iones cobre que se
unen a las proteinas formando un complejo Cu-proteina que deja accesibles las tirosinas al
reactivo de Folin. Este complejo reduce al reactivo de Folin dando un compuesto coloreado,

cuya intensidad se detecta por colorimetria.
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Se utilizaron los siguientes reactivos:

- reactivo A: Na,CO; al 2% en NaOH 0,1 N
- reactivo B: CuSO,.4H,0 al 1%
- reactivo C: C,H,KNaQ,.4H,0 (tartrato Na-K) al 2%

Una vez preperadas las muestras como se ha explicado en el apartado 4.A., se
tomaron 0,05 ml de muestra a los que se afiadieron 0,95 ml de agua destilada. En el caso de

los blancos se utilizd 1 ml de agua destilada.

Se mezclaron 100 partes del reactivo A, 1 parte del reactivo B y 1 parte del C
afadiéndose a cada tubo 5 ml de esta mezcla. Seguidamente, 1os tubos se mantuvieron en un

bafio de agua a 30°C con agitacion durante !5 minutos.

A continuacién, se afiadieron 0,5 ml por tubo de reactivo Folin-Ciocalteau al 50% y
se incubaron a la misma temperatura y también con agitacién durante 30 minutos. La lectura

colorimétrica se realizé a 546 nm.

La curva patrén de proteinas se construyd a partir de una solucion patrén con una
concentracion de 8 mg/ml de albiimina bovina en agua destilada, y a partir de ésta las
distintas diluciones. La serie de concentraciones fue desde 0,4 hasta 0,038 mg albamina/0,05
ml, obteniéndose una recta de regresidn con unos coeficientes a y b que se utilizaron para

el cdlculo de la concentracion de proteinas de las muestras, mediante la siguiente expresion:

DO-a 1000/x
b v

m

Proteina (mg/mg tejido)

siendo:
- DGO: absorbancia a 546 nm
- a: ordenada en el origen
- b: coeficiente de regresion
- V., volumen de muestra (50 ul)

- x: mg de tejido por cada ml de tampén empleado en la homogeneizacion
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15. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FOSFORO

Una vez realizada la extraccion de los lipidos totales segiin se describe en el apartado
7.A., se llevo a cabo la determinacion de la concentracion de fosforo mediante el método de
Bartlett (1959) utilizando 4cido perclérico al 72% en lugar de H,SO, y H,0, para digerir las

muestras.

Se tomaron 5 ul de la solucion de lipidos totales de higado y 10 ul en el caso del
plasma. Todas las muestras se determinaron por duplicado. Las muestras fueron digeridas

con 400 ul de HCIO, al 72% y calentadas a 180°C durante 2 b.

A continuacién, las muestras fueron enfriadas en un baio de agua durante i5 min

aproximadamente y se anadieron 4,2 ml de agua destilada a cada tubo.

Seguidamente se afiadieron 0,2 ml de molibdato amoénico al 5% y 0,2 ml de una
solucidn de amidol (dihidrocloruro de 2,4-diaminofenol) al 1% y suifito monosodico al 20%
previamente filtrada y preparada en el dia. Las muestras fueron agitadas en el vortex y

calentadas en agua hirviendo durante 15 min.

Finalmente, las muestras fueron enfriadas y se midid la absorbancia a 830 nm en un

espectrofotometro JASCO Ubest-35.

Se realizo una curva de calibracion utilizando una solucion estandar de fosfolipidos
a partir de KH,PO, a una concentracién final en equivalentes de fosfolipidos (PL) de 6 ug/ul.
La serie de concentraciones fue desde 60 hasta 240 ug PL/tubo. También se prepard un

blanco en ausencia de estandar.

El calculo de la concentracion de fésforo en los lipidos totales de las muestras de

higado y plasma se realiz6 mediante la siguiente expresion:

- 14
Fosforo (ug/g tejido o ml plasma) = bo-a /%

b V. .25
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siendo:
- DO: absorbancia a 830 nm
- a: ordenada en el origen
- b: coeficiente de regresion
- V,,: volumen de muestra (5 ul; 10 ul)
- V.: volumen de resuspension (200 wpl; 100 pl)

- x: g de tejido 6 mi de plasma
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1V. METODOS ESTADISTICOS

1. CARACTERISTICAS MUESTRALES
Los datos se analizaron estadisticamente obteniéndose de cada grupo:
- media aritmética (X)
- desviacion tipica de la muestra (s)

- error Lipico o estandar de la media (e)

Todos los resultados que se muestran en este trabajo estdn expresados como media

aritmética t error estandar.

2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para el andlisis de los datos obtenidos se realizaron los siguientes tratamientos

estadisticos.

A. Test t de Student

Los resultados obtenidos en cobayas controles y tratados con AT se compararon
utilizando el test t de Student y se seleccioné un nivel de p<0,05 como el punto de minima

diferencia significativa.

B. Analisis de la varianza

Se utilizd el andlisis de la varianza (ANOVA) de una via para el analisis del efecto
del tratamiento sobre los parametros valorados en higado y corazon de cobaya y en la orina
humana. También se utilizd para analizar la variacién del peso corporal, la ingesta de

alimento y la peroxidacion lipidica in vitro en funcion del tiempo de tratamiento, dentro de

cada grupo experimental.
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En el experimento de suplementacién con vitaminas en ratas ODS, se analizo
mediante ANOVA de una via el efecto de los diferentes niveles de vitamina C en cada nivel

de vitamina.-E y de vitamina E en cada nivel de vitamina C sobre los parametros estudiados.

Mediante ANOVA de dos vias se estudid la posible interaccion entre la
suplementacién con vitamina C y el tratamiento con AT, asi como entre la suplementacion
con vitaminas y los valores de peroxidacion lipidica in vitro en funcidn del tiempo de
incubacion. También se estudid la interaccién entre la suplementacion con vitaminas C y E

y los valores de TBA en funcion del tiempo de suplementacién en la orina humana.

En todos los casos se selecciond un nivel de p <0,05 como e! punto de significacion

estadistica minima en cada comparacion.

C. Test de Fisher de minima diferencia significativa
El test de Fisher de minima diferencia significativa (LSD) se aplico a posteriori, a fin

de precisar las diferencias entre pares de grupos, en los casos en que el ANOVA previo

resulté significativo.
D. Test de Bartlett
Este test se utilizé para estudiar la igualdad de varianzas entre grupos.

En el experimento de suplementacion con vitaminas C y E en ratas ODS se realizd

una trasformacién logaritmica de los datos cuando las varianzas eran significativamente

diferentes.



RESULTADOS
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1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
EN LA DIETA EN EL HIGADO Y EL CORAZON DE COBAYA.

En este estudio los cobayas fueron suplementados con 33 (C BAJA), 660 (C MEDIA)
6 13.200 (C ALTA) mg vitamina C/kg dieta, y con 15 mg vitamina E/kg dieta, durante 5

s€¢manas.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

Tras la primera semana de suplementacion con diferentes cantidades de vitamina C
en la dieta, no se detectaron diferencias en el peso corporal ni en la ingesta de alimento entre
los tres grupos de animales. Sin embargo, al finalizar el periodo experimental, el peso
corporal resultd significativamente mayor (25-31%) en el grupo C MEDIA que en los otros

dos grupos (tabla 1).
El grupo C BAJA presentd una ingesta significativamente menor que la de ios otros
dos grupos en la quinta semana (tabla 2), y fue el Unico grupo experimental que no aumento

significativamente su peso durante las cinco semanas de tratamiento.

2. HIGADO

A. Acido ascorbico y_a-tocoferol

E! contenido hepatico de vitamina C aument6 significativamente del grupo C BAJA
a los grupos C MEDIA y C ALTA (p<0,001; figura la y tabla 3).

No se encontraron diferencias en los niveles de vitamina E entre los tres grupos de

animales (figura 1b y tabla 3).



Tabla 1. Peso corporal de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina
C en la dieta durante 5 semanas.

PESO CORPORAL (g)

SEMANA 1

SEMANA 5

C BAJA C MEDIA C ALTA
2654 £ 6,5 (13) 2523 £ 95(7) 253,9 + 8,5 (13)
32k K *

2823 £ 19,5 (11) ** 3690 £ 21,5(@8) ** 2942 + 15,4 (13)

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar. El nimero de animales de
cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los asteriscos situados verticalmente
indican diferencias respecto al tiempo de tratamiento; *p <0,05; **p < 0,01 y ***p <(,001.



Tabla 2. Ingesta diaria de alimento de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes
de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

INGESTA DE ALIMENTO (g/cobaya.dia)

SEMANA 1

SEMANA 5

C BAJA C MEDIA C ALTA
16,4 + 0,8 (13) 17,5 £ 2,1 (D 17,3 £ 1.1 (13)
* k% ¥ ok ok 3k
33,6 £ 0,8 (11) ** 448 + 1,8 (8) 43,9 + 3,2 (13)”

Los resultados se expresan como la media + el error estandar. E nimero de animales de
cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan
diferencias respecto al grupo C BAJA; los asteriscos situados verticaimente indican
diferencias respecto al tiempo de tratamiento; **p <0,01 y ***p <0,001.



Tabla 3. Vitamina C, vitamina E y razén GSH/GSSG en el higado de cobayas suplementados
con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

HIGADO

C BAJA C MEDIA C ALTA

VITAMINA C 0,034 + 0,021 (6) *** 1,63 + 0,38 (8) 1,99 4+ 0,17 (O™
VITAMINA E 17,0 £ 5,5 (6) 15,7 £ 1,7 (8) 16.8 + 2,0 (7)
GSH/GSSG 11,2 £ 1,6 (6) 15,7 £ 2,6 (8) 14,4 + 1,1 (7)

Los resuitados se expresan como la media + el error estdndar. Vitamina C (umoles/g tejido)
y vitamina E (ug/g tejido). El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.
Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas

entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAIJA;
***n < 0,001.
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Figura 1. Concentracion hepatica de acido ascérbico (a) y w«-tocoferol (b) en cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: ***p <Q,001.
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B. Razén GSH/GSSG

La razéon GSH/GSSG no se modificé de manera significativa en los tres grupos

estudiados, aunque el grupo C BAJA present6 niveles menores (figura 2a y tabla 3).

C. MDA libre

El contenido en MDA libre, medido directamente por HPLC, resulté mas aito en el
grupo C BAJA que en los grupos C MEDIA y C ALTA (p<0,05; figura 2b y tabla 4).

D. Daiio oxidativo a proteinas

Los niveles de carbonilos proteicos aumentaron significativamente (p<0.05) en el
grupo C BAJA respecto a los grupos C MEDIA y C ALTA (figura 3a y tabla 4).

E. Daiio oxidativo al ADN

La razén 8-OHdG/1(° dG no mostré diferencias significativas entre ios tres grupos

de cobayas (figura 3b y tabla 4).

F. Peroxidacion lipidica (TBARS)

Los niveles enddgenos de productos de peroxidacion fipidica (TBARS a § min) no

mostraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales.

La incubacion in vitre de los sobrenadantes hepéticos con ascorbato-Fe?* incrementd
la peroxidacion [ipidica (TBARS) en los tres grupos de animales. Sin embargo, los valores
de TBA resultaron significativamente mayores en el grupo C BAJA que en los otros dos

grupos (p <0,05; figura 4 y tabla 5).
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Figura 2. Razén GSH/GSSG (a) y contenido en MDA libre (b) en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05.



Tabla 4. Malondialdehido (MDA) libre (HPLC), carbonilos proteicos y 8-OHdG,
estimadores del dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

HIGADO

MDA LIBRE
CARBONILOS
8-OHAG/10° dG

C BAJA C MEDIA

C ALTA

1,83 + 0,62 (8)
4,76 + 1,16 (8)
1,94 + 0,28 (8)

6,66 + 2,26 (6) *
9,09 £ 1,29 (5) *
1,89 + 0,13 (6)

2,29 + 0,96 (7)
3,33 + 1,59 ()"
1,93 + 0,25 (7)

Los resultados se expresan como la media % el error estandar. MDA (nmoles/g tejido) y
carbonilos proteicos (nmoles/mg proteina). El mimero de animales de cada grupo aparece
entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias
significativas entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al
grupo C BAJA: *p<0,05.
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Figura 3. Contenido en carbonilos proteicos (a) y 8-OHdG (b) en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05.



Tabla 5. Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

HIGADO

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA C MEDIA C ALTA
Omin 1153 + 24,9 (6) 82,6 + 10,2 (8) 103,5 + 9.5 (7)
30 min ~ 246,3 + 122,4 (6) 124,8 + 48,5 (8) 129.2 + 24,0 (7)
60 min  432,7 + 1663 (6) 184,0 + 81,6 (8) 156,7 + 21,1 (7)

90 min 6503 £+ 248,5(6)" * 203,1 £ 95,4 (8) 266,0 + 78,6 (7)

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar. El niimero de datos de cada
grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan: a:
diferencias respecto al grupo C BAJA; b: diferencias respecto a tiempo O min; c: diferencias
respecio a tiempo 30 min; *p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 4. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05.
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G. Composicién en dcidos grasos

En la fraccion de fosfatidiletanolamina la relacion de los acidos grasos
insaturados/saturados aumento significativamente en el grupo C MEDIA respecto a los otros
dos grupos (figura 5a y tabla 6). Esto fue debido principalmente, tanto en el grupo C BAJA
como en el C ALTA, a un notable incremento en 18:0 y una desaparicion total de 18:1. En
los grupos C BAJA y C ALTA también disminuy6 16:1. Se encontraron valores mas alios

de 22:5 en el grupo C BAJA que en los otros dos grupos.

El indice de insaturacién, una estimacién del namero total de dobles enlaces en los
acidos grasos poliinsaturados, disminuyd significativamente del grupo C MEDIA al C ALTA
(figura 5b). El perfil de dcidos grasos de los grupos C BAJA y C ALTA resulid casi idéntico
(incluyendo los indices de insaturacién) excepto en el caso del valor de 22:5, mas bajo en

el grupo C ALTA.

Los cambios en la fraccion de fosfatidilcolina fueron cuantitativamente menores o
presentaron una menor significacion estadistica que los encontrados en las demas fracciones
de lipidos de membrana (tabla 7). En el grupo C BAJA, 16:1, 18:1 y la relacién

insaturados/saturados (figura 6a) disminuyeron y 22:5 aumento respecto al grupo C MEDIA.

En el grupo C ALTA, 16:0 y 18:1 disminuyeron y 20:4 y 22:6 aumentaron en
relacion al grupo C MEDIA, aunque no se encontraron cambios en los indices de
insaturacion (figura 6b). El grupo C ALTA mostré niveles menores de 16:0) y mayores de
22:6 que el grupo C BAJA.

En la fraccion de lisofosfatidilcolina, se observaron incrementos significativos en
18:0 y una desaparicion total de 18:1 en los grupos C BAJA y C ALTA. En este caso, 16:1
también desaparecid completamente en estos dos grupos. Como consecuencia, la relacion
insaturados/saturados y el indice de insaturacion (figura 7 y tabla 8) descendieron en los
grupos C BAJA y C ALTA respecto al grupo C MEDIA. Se observo un aumento de 18:2
del grupo C MEDIA al grupo C ALTA. En esta fraccion lipidica, 16:0 fue menor y los dos
indices de insaturacion y 18:2 resultaron mayores en el grupo C ALTA que en el grupo C
BAIJA (tabla 8).



Tabla 6. Composicién en cidos grasos de la fraccion de fosfatidiletanolamina de los lipidos
hepiticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
C BAJA C MEDIA C ALTA
16:0 6,44 + 1,58 7,78 + 1,06 6,57 + 0,96
16:1 0,87 + 0,35 * 1384030 * 1,03 + 0,32
18:0 4455 + 1,09  ** 3762 + 4,19 ** 4405 + 2,22
18:1 0,00 £ 0,00 *** 5034078 **>* 000+ 0,00
18:2 26,62 + 2,04 2834 + 1,74 28,41 + 2,88
20:4 17,92 + 2,94 16,58 + 2,00 17,61 + 2,11
22:5 2,13+ 0,66  *** 0,85 + 0,25 0,66 + 008
22:6 1,56 + 0,40 1,39 + 0,26 1,37 + 0,43
INSAT/SAT 0,96 + 0,03 ** 1184 0,12 ** 097 4 0,04
{NDICE INSAT 2.86 + 0,23 3,15 +£ 037  * 2,76 + 0,17

Los resuitados se expresan como la media 4 el error estandar de 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol%); insaturados/saturados (INSAT/SAT):
relacion entre Zmol % éacidos grasos insaturados y Zmol % 4cidos grasos saturados; indice de
insaturacién (INDICE INSAT): relacién (Cmol% &cidos grasos poliinsaturados x nimero de
dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Emol% éacidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAIJA;
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 5. Relacion entre los 4cidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacion (b) en la fraccion de fosfatidiletanoiamina de los lipidos hepdticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05; **p <0,01 y ***p<(,001.



Tabla 7. Composicién en acidos grasos de la fraccion de fosfatidilcolina de los fipidos
hepaticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta
duranie 5 semanas.

HIGADO
C BAJA C MEDIA C ALTA
14:0 0,32 + 0,10 0,24 + 0,04 0,34 + 0,08
16:0 18,54 + 0,87 18,02 £ 1,18 = 16,52 + 1,227
16:1 0,67 +0,14 * 0,95+ 0,20 0,86 + 0,21
18:0 28,68 + 0,87 28,18 + 1,06 29,44 + 1,58
18:1 900 +£ 1,40 * 10,81 £ 1,17 *** 796 + 0,63
18:2 36,55 + 2,11 36,92 £ 1,95 36.82 + 2,12
18:3 0,34 + 0,13 0,35 £ 0,10 0,40 + 0,29
20:2 0,35 + 0,12 0,29 + 0,06 0,35 + 0,07
20:3 0,31 £ 0,07 0,32 £ 0,07 0.24 £ 0,06
20:4 4,14 £+ 0,90 3,69 + 0,54  * 5,10 + 1,26
22:5 0,40 £ 0,14  ** 0722 + 0,04 0,33 + 0,10
22:6 0,30 + 0,06 0,32 £ 0,07  ** 0,49 + 0,11%
INSAT/SAT 1,08 + 0,04  * 1,15 + 0,04 1,12 + 0,04
INDICE INSAT 2,21 £+ 0,12 2,28 + 0,11 2,37 £ 0,14

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar de 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol%); insaturados/saturados (INSAT/SAT):
relacion entre ¥mol % acidos grasos insaturados y Zmol % 4cidos grasos saturados; indice de
insaturacién (INDICE INSAT): relacién (Zmol % 4cidos grasos poliinsaturados x nimero de
dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Zmol% 4acidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAJA;
*n<(,05; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 6. Relacion entre los acidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacién (b) en la fraccion de fosfatidilcolina de los lipidos hepaticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p < 0,05.



Tabla 8. Composicion en 4cidos grasos de la fraccién de lisofosfatidilcolina de los lipidos
hepéticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
C BAJA C MEDIA C ALTA
16:0 12,73 + 3,07 10,59 + 1,39 9,62 + 0,84°
16:1 000 + 0,00  ** 127 40,42  *=* 0,00 £+ 0,00
18:0 58,50 + 5.46  ** 4464 + 3,36 ** 5535 + 271
18:1 0.00 + 0,00  ** 10,96 + 3,04  ** 0,00 + 0,00
18:2 18.35 + 2.16 21,04 + 3,44 * 2480+ 1,78
20:4 10,25 + 1,99 11,78 + 2,26 10,16 + 1.84
INSAT/SAT 0.40 + 0,07  ** 081 + 0,07 ** 0,53 + 0,04

INDICE INSAT 1,10 + 0,21 *k 1,84 + 0,24  ** 1,39 £ 0,147

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar de 6 (C BAJA), 8 (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos {mol%); insaturados/saturados (INSAT/SAT):
relacion entre ¥mol % acidos grasos insaturados y Xmol % &cidos grasos saturados; indice de
insaturacion (INDICE INSAT): relacién (Emol % 4cidos grasos poliinsaturados x ntimero de
dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Emol% écidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAJA;
*p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 7. Relacion entre los acidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacién (b) en la fraccion de lisofosfatidilcolina de los lipidos hepdticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05 y **p<0,01.
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En la fraccion de esfingomielina, andlogamente a lo encontrado en la fraccion de
fosfatidiletanolamina, la relacidn insaturados/saturados también descendié en los grupos C
BAJA y C ALTA respecto al grupo C MEDIA (figura 8a y tabla 9). Esto fue debido, en
ambos casos, a un incremento significativo en 18:0 y una desaparicién total de 18:1I.
También se observé un aumento significativo de 20:4 en los grupos C BAJA y C ALTA
respecto a C MEDIA.

El grupo C ALTA mostrd valores mas bajos de 16:0 que los otros dos grupos. Esta
fue la dnica diferencia encontrada entre los grupos C BAJA y C ALTA, ya que el resto de
los acidos grasos y los indices de insaturacion (figura 8b) mostraron valores similares en

estos dos grupos.

En resumen, en los lipidos de membrana, tanto el déficit como el exceso de vitamina
C produce una pérdida de insaturacion centrada fundamentalmente en la pérdida de
monoinsaturados (18:1 especialmente) compensada, sélo en parte, por &cidos grasos con 4,

5 6 6 dobles enlaces.

El patrén de acidos grasos en la fraccion de triglicéridos resultd similar en los tres
grupos, excepto un incremento de 18:0 en los grupos C BAJA y C ALTA respecto al grupo

C MEDIA (tabla 10). En este caso, no se encontraron cambios en los indices de insaturacién
(figura 9).



Tabla 9. Composicion en 4cidos grasos de la fraccién de esfingomielina de los lipidos
hepdticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
C BAJA C MEDIA C ALTA
16:0 17,64 + 1,23 17,80 + 2,40  * 14,63 + 1,75"
18:0 40,05 + 2,88  *** 3396 + 1,88 *** 4144 £ 135
18:1 0,00 + 0,00 *** 546 + 0,80 *** 0,00 + 0,00
18:2 25,61 + 1,85 28,81 + 2,99 28,32 + 3,18
20:4 14,46 + 1,81  ** 1076 + 140 * 12,81 £ 1,54
22:0 2,16 + 0,39 3,16 + 0,99 2,77 + 0,72
INSAT/SAT 0,67 + 0,07 * 0,82 + 0,13 * 0.70 + 0,08
INDICE INSAT 1,83 + 0,22 1,95 + 0,34 1,84 + 0,20

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 6 (C BAJA), 8§ (C MEDIA)
y 7 (C ALTA) animales. Acidos grasos (mol%}); insaturados/saturados (INSAT/SAT):
relacion entre Emot % acidos grasos insaturados y Emol % acidos grasos saturados; indice de
insaturaciéon (INDICE INSAT): relacién (EZmol % acidos grasos poliinsaturados x nimero de
dobles enlaces de cada &cido graso poliinsaturado)/Emol% 4&cidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontaimente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAIJA;
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 8. Relacion entre los dcidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacién (b) en la fraccion de esfingomielina de los lipidos hepaticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05.



Tabla 10. Composicion en acidos grasos de la fraccidon de triglicéridos de los lipidos
hepéticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
C BAJA C MEDIA C ALTA
16:0 27,10 + 2.08 28,36 + 2,40 27,77 + 1,96
18:0 8,09 + 1,87 3,87 £ 1,54 7,72 £ 1,52
18:1 24,39 + 1,81 25.64 + 1,66 24,03 + 0,69
18:2 38,50 + 1,96 37,77 + 3,20 37,62 + 0,93
18:3 2,04 + 0,20 2,60 + 0,86 2,52 + 0,40
INSAT/SAT 1.84 + 0,09 1,95 + 0,30 1,81 4 0,07
INDICE INSAT 3,05 + 0,17 3,23 4 0,57 3,01 £ 0,13

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 6 (C BAJA). 8 (C MEDIA)
y 7 {(C ALTA) animales. Acidos grasos (mol%); insaturados/saturados (INSAT/SAT):
relacion entre Emol % 4cidos grasos insaturados y Emol % acidos grasos saturados; indice de
insaturacion (INDICE INSAT): relacién (Zmol% acidos grasos poliinsaturados x ndmero de
dobles enlaces de cada icido graso poliinsaturado)/Emol% acidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; *p<0,05.
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Figura 9. Relacion entre los acidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacion (b) en la fraccion de triglicéridos de los lipidos hepéticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
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3. CORAZON

A. Acido ascérbico y c-tocoferol

Los animales del grupo C BAJA mostraron una carencia total de vitamina C en el
corazén. Respecto a este tejido, pueden considerarse animales deficientes en vitamina C a
pesar de que durante el periodo experimental ingirieron 0,5-1,1 mg de vitamina C diarios,
cantidad minima necesaria para evitar el desarrolio de escorbuto en cobayas. El conienido
en vitamina C del corazén aumentd significativamente del grupo C BAJA al grupo C MEDIA

y de éste al grupo C ALTA (figura 10a y tabla 11).

Aunque no se encontraron diferencias significativas en la concentracién de vitamina
E del corazén entre los tres grupos, se observd una tendencia a aumentar a medida que

aumentaban los niveles de vitamina C (figura 10b y tabla 11).

B. Razén GSH/GSSG

No se observaron diferencia significativas en la razén GSH/GSSG entre los tres

grupos de animales (figura 1la y tabla 11).

C. MDA libre

Los niveles de MDA libre (HPLC) fueron menores en el grupo C BAJA que en los
otros dos grupos {figura 11b y tabla 12). No se observaron diferencias significativas entre
los grupos C MEDIA y C ALTA.

D. Peroxidacion lipidica (TBARS)

Los niveles endogenos de peroxidacion lipidica (TBARS a 0 min) resultaron similares
en los tres grupos experimentales, asi como los valores de TBA obtenidos tras la incubacién

de la muestras in vitro con ascorbato-Fe*™ (figura 12 y tabla 13).



Tabla 11. Vitamina C, vitamina E y razéon GSH/GSSG en el corazon de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON

C BAJA C MEDIA C ALTA

VITAMINAC 004+ 00@) ** 13554 20,6((3) ** 264,7 + 38,0 (5™
VITAMINAE 102 + 1.2 (5) 11,1 + 1,0 (D 11,9 + 1,3 (7
GSH/GSSG 2,09 + 0,99 (6) 1,26 + 0,33 (8) 1,39 + 0,32 (7)

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. Vitamina C (nmoles/g tejido)
y vitamina E (ug/g tejido). El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.
Los asteriscos situados horizontaimente entre dos grupos indican diferencias significativas
entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo C BAJA;
**p < 0,01 y ***p<0,001.
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Figura 10. Concentracién de 4cido ascorbico (a) y a-tocoferol (b) en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
N.D.: no detectado. Diferencias significativas: **p <0,01.
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Figura 11. Razon GSH/GSSG (a) y contenido en MDA libre (b) en el corazdn de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<(0,05.



Tabla 12. Malondialdehido (MDA} libre (HPLC) en el corazén de cobayas suplementados
con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON
C BAJA C MEDIA C ALTA
MDA LIBRE 304 +0,67(5) * 6,48 + 1,11 (7 5,11 + 1,29 (5)

Los resultados se expresan como la media + el error estaindar. MDA (nmoles/g tejido). El
nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. El asterisco situado
horizontalmente entre dos grupos indica diferencias significativas entre esos dos grupos;
*.

p<0,05.



Tabla 13. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazon de cobayas

suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO

C BAJA

C MEDIA

C ALTA

0 min
30 min
60 min

90 min

58,6 + 14,2 (5)
51,0 + 21,7 (4)
61,3 + 31,1 (4)
64.5 + 26,3 (4)

51,0 + 11,0 (8)
77,2 + 17,4 (8)
74,4 + 22.4 (8)
61,7 + 16,2 (8)

52.1 + 8,7 (7)
51,8 + 29,7 (4)
76,9 + 36,0 (3)
50,2 + 27,5 (4)

Los resultados se expresan como la media + el error estiandar. El nimero de datos de cada

grupo aparece entre paréntesis.
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Figura 12. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas.
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I1. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
EN LA DIETA Y DEL 3-AMINO-1,2,4-TRIAZOL (AT) EN EL HIGADO DE
COBAYA,

Los cobayas tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (AT) recibieron una inyeccion

intraperitoneal de AT (1 mg/g peso) 3 horas antes de ser sacrificados.

A. Actividad catalasa

El tratamiento con aminotriazol fue muy efectivo, dando lugar a la desaparicion casi

total (90%) de la catalasa hepatica en los dos grupos C BAJA y C ALTA (figura 13 y tabla
14).

B. Acido ascérbico v a-tocoferol

La concentracion de ascorbato en ¢l higado aumento significativamente en los grupos
C ALTA y C ALTA +AT (p<0,001; figura 14a y tabla 14).

No se observaron diferencias en el nivel de vitamina E entre los cuatro grupos

estudiados (figura 14b y tabla 14).
C. Razén GSH/GSSG

La razon GSH/GSSG aumento significativamente en el grupo C ALTA +AT respecto
al los grupos C ALTA y C BAJA +AT (figura 15a y tabla 14).

D. MDA libre

La suplementacion con vitamina C disminuy6 significativamente los niveles de MDA
libre (HPLC); el descenso fue del 66-78% en los grupos C ALTA y C ALTA +AT
(p<0,01; figura 15b y tabla 15).



Tabla 14. Actividad catalasa, vitamina C, vitamina E y razon GSH/GSSG en el higado de cobayas suplementados con cantidades diferentes
de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (AT).

HIGADO
C BAJA C BAJA +AT C ALTA C ALTA +AT
CATALASA 7273 4+ 67,4 (6)  *** 98,4 + 12,9 (5) 678,4 + 38,5 (7) Hokk 88.9 + 10,0 (5)
VITAMINA C 0,034 + 0,021 (6) 0,014 + 0,014 (5) 1,99 + 0,17 (Y™ 2.35 + 0,39 (5"
VITAMINA E 17,0 £+ 5.5 (6) 11,4 £ 0,9 (5 16,9 + 2.0 (7) 15,7 + 2.8 (5)
GSH/GSSG 11,2 + 1,6 (6) 14.2 + 0,9 (5) 14,4 + 1.1(7) * 24.6 + 4,9 (5’

Los resultados se expresan como la media £ el error estindar. Vitamina C (umoles/g tejido), vitamina E (ug/g tejido) y catalasa (umoles
H,0,/min.mg proteina). El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupe C BAJA del mismo
tratamiento con AT; *p<0,05 y ***p <0,001.
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Figura 13. Actividad catalasa en el higado de cobayas suplementados con diferentes
cantidades de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y tratados con 3-amino-1,2,4-triazol

(AT). Los asteriscos indican diferencias entre los grupos control y tratados con AT;
**%p < (0,001.
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Figura 14. Concentracién de 4cido ascérbico (a) y a-tocoferol (b) en el higado de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y
tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (AT). Los asteriscos indican diferencias significativas entre
grupos con diferentes cantidades de vitamina C en la dieta; ***p <0,001.
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Figura 15. Razén GSH/GSSG (a) y concentracion de MDA libre (b) en el higado de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y
tratados con 3-amino-1,2,4-iriazol (AT). Los asteriscos indican {(a): diferencias significativas
con los grupos C BAJA +AT y C ALTA; (b): diferencias entre grupos con diferentes
cantidades de vitamina C en la dieta; *p<0,05 y **p <0,01.



Tabla 15. Malondialdehido (MDA) libre (HPLC) y carbonilos proteicos, estimadores del dafio oxidativo a lipidos y proteinas, en el higado
de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y tratados con 3-amino-1,2, 4-triazol (AT).

HIGADO
C BAJA C BAJA +AT C ALTA C ALTA +AT
MDA LIBRE 6,66 + 2.26 (6) 6,27 + 1,68 (5) 2,29 + 0,96 (M 1,40 + 0,58 (5)"
CARBONILOS 7,78 + 1,68 (6) 5,24 + 0,94 (5) 3,33 + 1,59 ()" 4,08 + 1,11 (5)°

Los resultados se expresan como la media 3 el error estindar. MDA (nmoles/g tejido) y carbonilos proteicos (nmoles/mg proteina). El nimero
de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los superindices representan diferencias significativas respecto al grupo C BAJA del mismo
tratamiento con AT; *p<0,05 y **p <0,01.
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E. Dafio oxidativo a proteinas

Los carbonilos proteicos también disminuyeron significativamente (57-22%) en los
grupos C ALTA y C ALTA +AT (p<0,05; figura 16 y tabla 15).

F. Peroxidacion lipidica (TBARS)

El nivel de peroxidacién lipidica endégena (TBARS a 0 min) no mostré diferencias
significativas entre los grupos experimentales. La incubacién con ascorbato-Fe** (TBA in
vitro) aumenté los productos de peroxidacion lipidica en los cuatro grupos, resultando
significativamente mayores los niveles encontrados en el grupo C BAJA que en el C ALTA

a los 90 min de incubacién (figura 17 y tabla 16).



HIGADO

CARBONILOS {nmoles/mg proteina)

12

Oﬁ
(e saJa Bcsada +a1 [Llc alTa e ALTA +AT

Figura 16. Concentracién carbonilos proteicos en el higado de cobayas suplementados con
diferentes cantidades de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y tratados con 3-amino-
1,2,4-triazol (AT). Los asteriscos indican diferencias significativas entre grupos con
diferentes cantidades de vitamina C en la dieta; *p <0,05.



Tabla 16. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitamina

C en la dieta durante 5 semanas y tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (AT).

HIGADO

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA C BAJA +AT C ALTA C ALTA +AT

0 min 115,3 + 24,9 (6) 74,8 £ 55(5) 103,5 + 9,5(7) 86,6 + 10,1 (5)
30 min 246,3 + 122,4 (6) 105,9 + 28,9 (5) 129,2 + 24,0 (7) 2063 + 96,2 (5)
60 min 432,77 + 166,3 (6) 233.6 + 84,6 (5) 156,7 + 21,1 (7) 321,9 + 180,4 (5)
90 min 650,3 + 248.5 (6)™ 372,1 + 182,41(5)* 266,0 £+ 78,6 (7)™ 378.5 + 239,5(5)

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los superindices
representan: a: diferencias significativas respecto al grupo C BAJA del mismo tratamiento con AT; b: diferencias respecto a tiempo 0 min;

c: diferencias respecto a tiempo 30 min; *p <0,05,
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Figura 17. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitamina C en la dieta durante 5 semanas y
tratados con 3-amino-1,2,4-triazol (AT). Diferencias significativas: *p <0,05.
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111. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON o-TOCOFEROL EN
LA DIETA EN EL HIGADO Y EL CORAZON DE COBAYA.

En este estudio los cobayas fueron suplementados con <15 (E BAJA), 150 (E
MEDIA) 6 1.500 (C ALTA) mg vitamina E/kg dieta, y con 660 mg vitamina C/kg dieta,

durante 5 semanas.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

El peso corporal medio de los animales, que aumenté significativamente durante €l
periodo experimental, fue similar en los tres grupos a 1, 3 6 5 semanas de tratamiento (tabla
17).

La ingesta diaria de alimento aumenté desde la primera hasta la quinta semana de
tratamiento, y tampoco mostrd diferencias entre los grupos experimentales a 1, 3 6 5
semanas de tratamiento (tabla 18).

2. HIGADO

A. Acido ascérbico v_a-tocoferol

Tras cinco semanas de tratamiento con diferentes cantidades de vitamina E en la dieta,
los animales de los tres grupos experimentales mostraron niveles hepaticos de vitamina E
claramente diferentes (figura 18a y tabla 19). El aumento del contenido en vitamina E en la
dieta del grupo E BAJA al E MEDIA dié lugar a un incremento del 125% en los niveles
hepaticos de vitamina E. Se alcanzé un incremento en el contenido de vitamina E del 200%

entre el grupo E MEDIA y el E ALTA.

La concentracion de vitamina E encontrada en el higado del grupo E BAJA (11,9 ug/g

tejido) indica que estos animales no son deficientes en vitamina E.

A pesar de la gran diferencia en la concentracion hepdtica de vitamina E entre los tres

grupos, el contenido en vitamina C del higado no resulté afectado (figura 18b y tabla 19).



Tabla 17. Peso corporal de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina
E en la dieta durante 5 semanas.

PESO CORPORAL (g)

E BAJA E MEDIA E ALTA
SEMANA 1 2528 + 4,1 251,5 &+ 3,3 2524 £ 5,0
kK ok * K %
SEMANA 3 400,7 + 8.9 411,8 + 13,0 4026 £ 7.0
* 3 e Kok ke ek ok
SEMANA 5 543.8 + 10.3"™ 575,0 + 27,4 553,9 £ 13,3

Los resultados se expresan como la media + el error estandar de siete animales por grupo.
Los asteriscos situados verticalmente indican diferencias significativas respecto al tiempo de

tratamiento; los superindices representan diferencias respecto a la primera semana;
**xp < 0,001.



Tabla 18. Ingesta diaria de alimento de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes
de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

INGESTA DE ALIMENTO (g/cobaya.dia)

E BAJA E MEDIA E ALTA
SEMANA 1 39,1 + 4,3 (7) 33,0 + 0,8 (7) 319 £ 0,5 (7)
SEMANA 3 31,2 £ 2,8 (7) 3454+23( 33,6 + 1,5 (6)
*] K Hokook 5ok ok
SEMANA 5 452 + 2.3 (7) 50,4 £ 3.9(7 533 43,77y

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. El nimero de animales de
cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados verticalmente indican diferencias
significativas respecto al tiempo de tratamiento; los superindices representan diferencias
respecto a la primera semana; **p <0,01 y **¥p<0,001.



Tabla 19. Vitamina C, vitamina E y razéon GSH/GSSG en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
VITAMINA C 1,35 + 0,18 (5) 1,13 + 0,10 (7) 1,16 + 0,15 (6)
VITAMINAE  119+19(7) * 272 +32(6) *** 804 + 56 (7"
GSH/GSSG 47.4 + 7.4 (6) 49,1 + 11,6 (5) 395 + 2.2 (5)

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. Vitamina C (umoles/g tejido)
y vitamina E (ug/g tejido). El ndmero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.
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Figura 18. Concentracion hepdtica de o-tocoferol (a) y é4cido ascorbico (b) en cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05 y ***p <(,001.
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B. Razén GSH/GSSG

No se observaron cambios significativos en la razon GSH/GSSG en funcién del

contenido hepatico en vitamina E (figura 19a y tabla 19).
C. MDA libre

Los niveles de MDA libre (HPL.C) resultaron similares en los tres grupos de animales
(figura 19b y tabla 20), aunque se observé una tendencia a mostrar valores mas bajos en el
grupo E ALTA.

D. Daiio oxidativo a_proteinas

La concentracion de carbonilos proteicos en el higado mostré valores similares en los
tres grupos de cobayas, aunque se observd una tendencia no significativa al descenso

cenforme aumentaban los niveles de vitamina E (figura 20a y tabla 20).
E. Daiio oxidativo al ADN

No se encontraron diferencias significativas en la razén 8-OHdG/10° dG en funcién
del contenido en a-tocoferol hepatico, aunque también se aprecid en este pardmetro una
tendencia al descenso a medida que aumentaba el contenido hepatico de vitamina E (figura
20b y tabla 20).

F. Pergxidacién lipidica (TBARS)

De acuerdo con la ausencia de diferencias significativas observada en los niveles de
MDA libre, no se encontraron diferencias en la peroxidacion lipidica (TBARS a tiempo 0

min) entre los tres grupos de cobayas con diferente concentracidon hepética de vitamina E.

La incubacién en presencia de ascorbato-Fe’* aumenté significativamente la
producciéon de productos de peroxidacién lipidica en los tres grupos de animales. Este

aumento fue significativamente mayor en el grupo E BAJA que en los otros dos grupos
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Figura 19. Razdén GSH/GSSG (a) y contenido en MDA libre (b) en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.



Tabla 20. Malondialdehido (MDA) libre (HPLC), carbonilos proteicos y 8-OHAG,
estimadores del dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, en el higado de cobayas
supiementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

HIiGADO

MDA LIBRE
CARBONILOS
8-OHdG/10° dG

E BAJA E MEDIA

E ALTA

595 +154(7) 583+ 1,15(7D
494 + 1,18(7) 4,76 + 1,29 (7)

2,85 £ 0,26 () 2,74 £ 0,25 (7)

H

3.81 + 0,59 (6)
3,96 + 1,01 (7)
2,61 £0.35(7)

Los resultados se expresan como la media % el error estindar. MDA (nmoles/g tejido) y
carbonilos proteicos (nmoles/mg proteina). El nimero de animales de cada grupo aparece

entre paréntesis.
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Figura 20. Contenido en carbontlos proteicos (a) y 8-OHdG (b) en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
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experimentales (figura 21 y tabla 21). Como consecuencia, los niveles de TBARS a 22 h
fueron menores en los grupos E MEDIA y E ALTA que en el E BAJA. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos E MEDIA y E ALTA a ningin tiempo de

incubacion,

G. Composicion en dcidos grasos

En la fraccién de fosfatidiletanolamina los principales cambios significativos se
observaron entre los grupos E MEDIA y E ALTA. En el grupo E ALTA se observé un
descenso en la relacién insaturados/saturados y en el indice de insaturacion respecto al grupo
E MEDIA (figura 22 y tabla 22). Esto fue debido principalmente a descensos significativos
de los acidos linolénico (18:3), araquidénico (20:4), PUFA n-6 y PUFA n-3 y a un

incremento significativo en 16:0 (tabla 22).

El grupo E BAJA, igual que el E ALTA, mostré un descenso en PUFA n-6 respecto
a E MEDIA y no se detectaron cambios significativos en mingun acido graso en particular
(tabla 22). Los dos indices de dobles enlaces descendieron también en el grupo E BAJA,

aunque este descenso no alcanzo la significacion estadistica (figura 22).

La fraccion de fosfatidilcolina mostré cambios significativos de caracteristicas
similares a los observados en el caso de la fosfatidiletanolamina (tabla 23). Los principales
cambios observados ocurrieron de nuevo en el grupo E ALTA. Los PUFA n-3, la relacion
insaturados/saturados (figura 23a), el indice de insaturacién (figura 23b) y el acido linolénico
(18:3) disminuyeron y 12:0 aument6 en el grupo E ALTA respecto al grupo E MEDIA. El
dcido 20:2 descendio del grupo E MEDIA al grupo E BAJA. De nuevo los valores mas altos

de los indices de insaturacion se dieron en el grupo E MEDIA (figura 23).

Los cambios mas significativos y cuantitativamente mayores se observaron en la
fraccion de lisofosfatidilcolina, en la cual las alteraciones siguieron el mismo patrén que en

el resto de las fracciones de fosfolipidos de membrana (tabla 24).

El grupo E ALTA mostrd descensos significativos en PUFA n-6, la relacion

insaturados/saturados (figura 24a), el indice de insaturacidn (figura 24b) y el 4cido



Tabla 21. Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

HIGADO

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO E BAJA E MEDIA E ALTA
0 min 878 + 6,7 (7) 853 + 4.4 (7) 76,4 + 7.4 (7)
90 min 101,5 + 63,8 (7) 97.1 + 3,2 (7) 86,6 + 6,3 (7)
180 min 214,3 + 101,8 (7) 108,4 + 5,9 (7)*** 97,6 + 10,7 (6)
22 h 1767 + 795(7) * 902 + 8,9 (7) 73.9 + 5,5 ()"

Los resultados se expresan como la media + el error estandar. El nimero de animales de

cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos
indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan: a:
diferencias respecto al grupo E BAJA; b: diferencias respecto a tiempo O min; ¢: diferencias

respecto a tiempo 90 min; *p <0,05 y **p <(,01.
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Figura 21. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05.



Tabla 22. Composicién en acidos grasos de la fraccion de fosfatidiletanolamina de los lipidos
hepéticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
16:0 7.99 + 0,52 7,64 + 0,34 8,81 + 1,01
16:1 1,02 + 0,05 1,03 + 0,17 1,08 + 0,26
18:0 36,93 + 1,59 36,08 + 1,79 36,99 + 1,52
18:1 5,93 + 0,58 5,27 + 0,58 5.48 + 0,70
18:2 30,08 + 2,23 31,04 + 1,06 32,16 + 1,72
18:3 2,19 + 0,81 2,93 + 0,67 1,78 + 0,86
20:3 0,37 £ 0,03 0,41 + 0,08 0,44 + 022
20:4 13,05 + 1,13 13,35 £ 1,20 11,39 + 2,13
22:5 1,05 + 0,12 0,95 + 0,14 0,95 + 0,14
22:6 0,88 + 0,10 0,93 + 0,18 0,89 + 0,16
SAT 44,92 + 1,32 43,73 + 1,55 45,80 + 2,31
PUFA n-6 45,70 + 1,70 47,74 + 1,61 45,78 + 1,63
PUFA n-3 4,13 £ 0,91 4,85 + 0,61 3,63 + 0,92
MUFA 6.95 + 0,60 6,31 + 0,55 6,56 + 0,83
INSAT/SAT 1,21 + 0,06 1,28 + 0,08 1,18 + 0,09
INDICE INSAT 3,06 + 1,19 3,26 + 0,24 2,92 + 0,30

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 7 animales por grupo.
Acidos grasos (mol%); acidos grasos saturados (SAT): Emol% 16:0 + 18:0; acidos grasos
poliinsaturados n-6 (PUFA n-6): Tmol% 18:2 + 183 + 20:3 + 20:4; 4cidos grasos
poliinsaturados n-3 (PUFA n-3): Emol% 183 + 22:5 + 22:6; acidos grasos
monoinsaturados (MUFA): Zmol% 16:1 + 18:1; &4cidos grasos insaturados/saturados
(INSAT/SAT): relacion entre ¥mol!% acidos grasos insaturados y Imol% 4cidos grasos
saturados; indice de insaturacién (INDICE INSAT): relacion (Emol% écidos £rasos
poliinsaturados x nGmero de dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Emol %
acidos grasos saturados. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican
diferencias significativas entre esos dos grupos; *p <0,05.
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Figura 22. Relacién entre los 4cidos grasos insaturados y los saturados (a} e indice de
insaturacion (b) en la fraccién de fosfatidiletanolamina de los lipidos hepdticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,08.



Tabla 23. Composicién en acidos grasos de la fraccion de fosfatidilcolina de los lipidos
hepaticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
12:0 0,06 + 0,01 0,05 + 0,01 * 0,07 + 0,01
16:0 15,80 + 0,56 15,39 + 0,87 16,44 + 1,42
16:1 1,15 £ 0,32 0,83 + 0,23 0,95 + 0,26
18:0 28,44 + 0,97 28,79 + 0,39 29,24 + 2,03
18:1 12,44 + 1,11 12,91 + 1,42 12,02 + 0,69
18:3 1,08 + 0,44 2,00 + 1,15 * 0,87 + 0,13
20:2 0,43 + 0,03 0,49 + 0,04 0,47 + 0,08
20:4 2,82 + 0,40 2,97 + 0,32 2,85 + 0,45
22:4 0,28 + 0,03 0,30 + 0,05 0,34 + 0,03"
22:6 0,25 + 0,05 0,22 + 0,03 0,21 + 0,02
SAT 44,47 + 1,31 4439 + 087 * 4594 + 1,40
PUFA n-6 40,48 + 0,41 41,07 + 1,54 40,03 + 1,38
PUFA n-3 1,49 + 0,42 240 + 1,13 * 1,25 £ 0,11
MUFA 13,59 + 1,26 13,75 £+ 1,60 12,97 + 0,81
INSAT/SAT 1.23 + 0,06 1,25 + 0,04  * 1,17 + 0,06
INDICE INSAT 2,38 + 0,09 2,44 £ 0,10 * 2,27 + 0,12

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 7 animales por grupo.
Acidos grasos (mol %): acidos grasos saturados (SAT): Zmol % 12:0 + 14:0 + 16:0 + 18:0;
acidos grasos poliinsaturados n-6 (PUFA n-6): Zmol % 18:2 + 18:3 + 20:3 + 20:4 + 22:4;
acidos grasos poliinsaturados n-3 (PUFA n-3); Zmol% 18:3 + 22:5 + 22:6; acidos grasos
monoinsaturados (MUFA): Emol% 16:1 + 18:1; 4cidos grasos insaturados/saturados
(INSAT/SAT): relacion entre Emol% acidos grasos insaturados y Zmol% A4cidos grasos
saturados: indice de insaturacion (INDICE INSAT): relacion (Emol% Aacidos £rasos
poliinsaturados x nimero de dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Xmol %
acidos grasos saturados. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican
diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias
respecto al grupo E BAJA; *p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 23. Relacion entre los dcidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacion (b) en la fraccion de fosfatidilcolina de los lipidos hepéticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05.



Tabla 24. Composicién en acidos grasos de la fraccion de lisofosfatidilcolina de los lipidos
hepaticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
16:0 8,80 + 1,13 * 11,88 + 1,87 *** 704 + 0,76
18:0 53,46 + 3,04  *** 4496 + 2,95 *** 5252 + 1,34
18:1 9,23 + 0,83 8,92 + 1,16 9,69 + 0,91
18:2 21,48 + 1,95 22,42 + 1,63 22,55 + 1,44
20:4 7,07 £ 0,85  *** 1191 + 1,09 *** 765 4 0,35
SAT 62,27 + 1,94  *** 5685 +200 *  60.47 £ 1,83"
PUFA n-6 28,56 + 2,47  *** 3433 + 1,85 *** 30,20 £ 1,46
MUFA 9,23 + 0,83 8,92 + 1,16 9,69 + 0,91
INSAT/SAT 0,60 + 0,04 0,76 + 0,04 *** 0,66 + 0,04
INDICE INSAT 1,29 £ 0,12 *** 178 4+ 0,10 **=* 1,41 + 0,07

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 7 animales por grupo.
Acidos grasos (mol %); acidos grasos saturados (SAT): Emol% 16:0 + 18:0; 4cidos grasos
poliinsaturados n-6 (PUFA n-6): Emol% 18:2 + 20:4; 4cidos grasos monoinsaturados
(MUFA): Zmol% 18:1; acidos grasos insaturados/saturados (INSAT/SAT): relacioén entre
Emol% acidos grasos insaturados y Emol% acidos grasos saturados; indice de insaturacion
(INDICE INSAT): relacion (Emol% A4cidos grasos poliinsaturados x nimero de dobles
enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Zmol % 4cidos grasos saturados. Los asteriscos
situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre esos dos
grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo E BAJA; *p<0,05;
**p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 24. Relacion entre los Acidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacion (b) en la fraccién de lisofosfatidilcolina de los lipidos hepaticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05 y ***p<(,001.
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araquidénico (20:4), asf como incrementos importantes en 18:0 respecto al grupo E MEDIA.
El incremento en 18:0, de la misma manera que se observé en la fraccion de esfingomielina,
compenso ¢l descenso en 16:0 y en este caso, el incremento en el porcentaje de 4cidos grasos

saturados alcanzd la significacién estadistica.

El descenso en vitamina E del grupo E MEDIA al E BAJA di6 lugar a descensos
significativos en el indice de insaturacién, PUFA n-6 y el acido araquidénico (20:4).
También se observo en este grupo un incremento de 18:0, un descenso de 16:0 y un
incremento de los acidos grasos saturados. Es decir, los cambios debidos tanto al déficit
como al exceso de vitamina E respecto al grupo E MEDIA fueron esencialmente idénticos

y se caracterizan por el descenso en la insaturacién de los acidos grasos.

En la fraccion de esfingomielina, la relacion insaturados/saturados (figura 25a), el
indice de insaturacion (figura 25b), los PUFA n-6 y los acidos araquidénico (20:4) y
linoléico (18:2) disminuyeron de nuevo en el grupo E ALTA en relacién con el grupo E
MEDIA (tabla 25). Aunque 16:0 disminuy6 en el grupo E ALTA en relacién con el grupo
E MEDIA, este descenso fue compensado por un aumento en 18:0, y los acidos grasos

saturados no mostraron diferencias entre ambos grupos (tabla 25).

En esta fraccion, el grupo E BAJA mostré descensos significativos en PUFA n-6 y
en la relacion insaturados/saturados (figura 25a). Asi, niveles de vitamina E tanto bajos como
muy altos causaron pérdidas de insaturacion en los icidos grasos y los cambios fueron mas

marcados en el grupo E ALTA que en el E BAJA.

Los cambios observados en la fraccion de triglicéridos, igual que ocurrié en el
experimento de suplementacién con vitamina C, fueron totalmente diferentes de los
encontrados en los fosfolipidos derivados principalmente de fracciones de membrana (tabla
26). El grupo E ALTA mostré incrementos en 14:0 y 16:0 y un descenso en 18:0 respecto
al grupo E MEDIA, y un incremento en el porcentaje de acidos grasos saturados respecto
al grupo E BAJA. EI grupo E BAJA present6 niveles mayores de 18:2 y PUFA n-6 y
menores de 18:0 que E MEDIA. Ni la relacion insaturados/saturados ni el indice de
insaturacion se modificaron en funcion de los niveles de vitamina E, aunque el grupo E

ALTA mostré una tendencia al descenso de insaturacion (figura 26).



Tabla 25. Composicion en dcidos grasos de la fraccion de esfingomielina de los lipidos
hepaticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
16:0 12,13 + 2,71 10,43 + 1,62 8,42 + 0,97
16:1 0,73 + 0,09 0,79 £+ 0,10 0,78 + 0,17
18:0 38,97 + 4,46 37,96 + 3,62 42,66 + 3,30
18:1 9,80 + 1,52 10,29 + 1,42 10,94 + 2,18
18:2 21,79 + 2,85 24 43 + 4,09 21,14 + 1,34
18:3 2,34 + 0,50 2,76 + 0,80 2,55 + 0,79
20:3 1,79 + 0,50 1,82 + 0,68 2,31 + 0,48
20:4 8,00 + 1,39 8,74 + 1,48 7,29 + 1,04
22:0 2.25 + 0,64 2,36 + 0,61 2,62 £ 0,38
22:6 1,03 + 0,42 1,00 + 0,21 1,10 + 0,33
SAT 53,37 + 3,73 50,76 + 2,62 53,71 + 3,04
PUFA n-6 33,93 + 2,51 * 37,76 + 3,72 33,31 £ 1,41
PUFA n-3 2,82 + 0,70 2,83 + 0,76 3,41 + 0,48
MUFA 10,53 + 1,47 11,08 + 1,39 11,73 + 2,15
INSAT/SAT 0,85 + 0,11 * 0,98 + 0,10 0,86 + 0,09
INDICE INSAT 1,93 + 0,24 2,21 + 0,26 1,90 + 0,16

Los resultados se expresan como la media + el error estindar de 7 animales por grupo.
Acidos grasos (mol %); acidos grasos saturados (SAT): Zmol% 16:0 + 18:0 + 22:0; acidos
grasos poliinsaturados n-6 (PUFA n-6): Emol% 18:2 + 18:3 + 20:3 + 20:4; 4cidos grasos
poliinsaturados n-3 (PUFA n-3): Emol% 18:3 + 22:6; dcidos grasos monoinsaturados
(MUFA): Emol% 16:1 + 18:1; acidos grasos insaturados/saturados (INSAT/SAT): relacion
entre ¥mol% 4cidos grasos insaturados y Ymol% Aacidos grasos saturados; indice de
insaturacion (INDICE INSAT): relacion (Emol % acidos grasos poliinsaturados X nimero de
dobles enlaces de cada acido graso poliinsaturado)/Xmol% 4acidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontaimente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo E BAIA;
*p<0,05 y **p<0,01.
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Figura 25, Relacién entre los acidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacién (b) en la fraccion de esfingomielina de los lipidos hepiticos de cobayas

suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p < 0,05.



Tabla 26. Composicién en acidos grasos de la fraccion de triglicéridos de los lipidos
hepéticos de cobayas suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas.

HIGADO
E BAJA E MEDIA E ALTA
12:0 0,83 + 0,20 0,94 + 0,04 0,88 + 0,13
14:0 0,34 + 0,06 0,35 + 0,04 ** 0,43 + 0,04
16:0 27,68 + 2.80 2631 + 1,75  * 30,98 & 4,45
16:1 0,80 + 0,17 0,95 + 0,06 0,88 + 0,10
18:0 8,95 + 0,44  ** 1179 123 ** 927 + 153
18:1 22,14 + 0,46 22,14 + 1,44 21,47 + 1,76
18:2 30,78 + 0,90  *** 2891 + 0,3] 29,20 + 3,40
18:3 4,72 + 0,77 4,85 + 0,80 5,20 + 0,25
20:4 1,46 + 0,30 1,54 + 0,11 1,53 + 0,12
22:6 0,73 + 0,17 0,68 + 0,04 0,61 + 0,09
SAT 37,81 + 2,42 39,40 + 2,93 41,57 + 3,09"
PUFA n-6 36,96 + 1,07  * 3530 + 1,12 35,94 + 3,65
PUFA n-3 5,46 + 0,86 5,53 + 0,77 5,81 + 0,31
MUFA 22,94 + 0,64 23,10 + 1,40 22,35 + 1,87
INSAT/SAT 1,61 + 0,12 1,50 + 0,15 1,43 + 0,22
INDICE INSAT 2,89 4 0,23 2,70 + 0,27 2,58 + 0,41

Los resultados se expresan como la media + el error estandar de 7 animales por grupo.
Acidos grasos (mol %); acidos grasos saturados (SAT): Emol% 12:0 + 14:0 + 16:0 + 18:0;
acidos grasos poliinsaturados n-6 (PUFA n-6): Zmol% 18:2 + 18:3 + 20:4; 4cidos grasos
poliinsaturados n-3 (PUFA n-3): Emol% 18:3 + 22:6; 4cidos grasos monoinsaturados
(MUFA): Emol% 16:1 + 18:1; acidos grasos insaturados/saturados (INSAT/SAT): relacion
entre Emol% 4cidos grasos insaturados y Zmol% Aacidos grasos saturados; indice de
insaturacion (INDICE INSAT): relacién (Emol % 4cidos grasos poliinsaturados x nimero de
dobles enlaces de cada dcido graso poliinsaturado)/Emol% 4cidos grasos saturados. Los
asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre
esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo E BAIJA:
*p<0,05; **p<0,01 y ***p<(,001.
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Figura 26. Relacion entre los dcidos grasos insaturados y los saturados (a) e indice de
insaturacion (b) en la fraccién de triglicéridos de los lipidos hepaticos de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
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3. CORAZON

A. Acido ascérbico y_a-tocoferol

La concentracién de a-tocoferol en el corazén mostré una fuerte dependencia del
contenido de vitamina E en la dieta. Los niveles de a-tocoferol en el corazon aumentaron
significativamente del grupo E BAJA al E MEDIA y del E MEDIA al E ALTA (p<0,001;
figura 27a y tabla 27).

El contenido de acido ascOrbico en el corazén no se alteré como consecuencia del

tratamiento con vitamina E (figura 27b y tabla 27).
B. Razon GSH/GSSG

La razén GSH/GSSG resultd significativamente diferente entre los tres grupos de
animaltes. En el grupo E MEDIA aumentd respecto al E BAJA, aunque este aumento no
alcanzd la significacion estadistica. Sin embargo, la razon GSH/GSSG fue significativamente

mayor en el grupo E ALTA que en el E BAJA (figura 28a y tabla 27).
C. MDA libre

Los niveles de MDA libre (HPLC) mostraron una tendencia a disminuir (20%) en los
grupos £ MEDIA y E ALTA respecto al grupo E BAJA, pero esta disminucion no alcanzo
la significacion estadistica (figura 28b y tabla 28).

D. Peroxidacion lipidica (TBARS)

La incubacion en presencia de ascorbato-Fe’* incrementd significativamente los
productos de peroxidacién lipidica en funcién del tiempo de incubacidén en los tres grupos
experimentales, pero el incremento observado en el grupo E BAJA fue mucho maés intenso

que el presentado por los otros dos grupos (figura 29 y tabla 29).



Tabla 27. Vitamina C, vitamina E y razéon GSH/GSSG en el corazon de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON
E BAJA E MEDIA E ALTA
VITAMINA C 252 + 23.4 (7) 209 + 20,9 (7) 240 + 21,2 (6)
VITAMINAE 74 4+ 12(7) ** 166+ 1,0(6) *** 351+ 1,1 (7)™
GSH/GSSG 9.0 +22(7) 12,6 + 2.1 (7) 16,6 + 3,1 (7)

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. Vitamina C (nmoles/g tejido)
y vitamina E (ug/g te)ido). El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.
Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas
entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo E BAJA;
*<0,05 y ***p<0,001.
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Figura 27. Concentracion de a-tocoferol (a) y dcido ascorbico (b) en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: ***p < 0,001,



CORAZON

GSH/GSSG a
25 1—
r * |
20 _l.
15 -
Z
10 | %
%
. =
Z
0
[1e Basa Be mepia e ALTA
MDA LIBRE (nmoles/g tejido) b
g-
6 T
L
a - -
Z
) Z
%
0- _/2

e saJa B e mepia e aLTA

Figura 28. Razon GSH/GSSG (a) y contenido en MDA libre (b) en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p <0,05.



Tabla 28. Malondialdehido (MDA) libre (HPLC) en el corazén de cobayas suplementados
con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON
E BAJA E MEDIA E ALTA
MDA LIBRE 549 £ 0,65(7) 4,56+ 0,72(7) 4,63 + 0,80 (7)

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. MDA (nmoles/g tejido). El
numero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.



Tabla 29. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta durante 5 semanas.

CORAZON

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO E BAJA E MEDIA E ALTA
0 min 374 + 64 52,1 + 84 490 + 4,7
*
%0 min 200,1 + 843 88,0 + 8.5 862 + 9,8
180 min 3285 + 1039 * 1125 + 17,2"" 78,7 -+ 9,5
*
22 h 286,3 + 71,5 *  147.0 &+ 17,90 139,0 + 17 g b

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar de siete animales por grupo.
Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas
entre esos dos grupos; los superindices representan a: diferencias respecto al grupo E BAJA;
b: diferencias respecto a tiempo 0 min; c: diferencias respecto a tiempo 90 min; *p <(,05;
**p < 0,01 y ***p <0,001.
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Figura 29, Peroxidacidn lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazén de cobayas
suplementados con tres cantidades diferentes de vitamina E en [a dieta durante 5 semanas.
Diferencias significativas: *p<0,05 y **p<0,01.
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No se observaron diferencias significativas entre los grupos E MEDIA y E ALTA a
ningin tiempo de incubacién, aunque ef grupo E ALTA mostré una tendencia a presentar
valores menores que el E MEDIA. De nuevo, la peroxidacion lipidica resuito mayor en el

grupo E BAJA respecto a los otros dos grupos a 90 y 180 min y 22 horas de incubacion.

La figura 30 muestra el espectro de emisién de fluorescencia de productos de
peroxidacion lipidica en una muestra representativa de los valores medios obtenidos en
corazén tras 0, 90 y 180 min de incubacién en presencia de ascorbato-Fe’*. La fluorescencia
aumentd notablemente en funcion del tiempo de incubacion en las muestras de corazon del
grupo E BAJA (indicadas en ia figura como 0 min, 90 min y 180 min). El espectro obtenido

en el corazon es similar al obtenido a partir de estindar de MDA quimicamente puro.

Sin embargo, la suplementacién con vitamina E en la dieta en el grupo E MEDIA
disminuy0 la emision de fluorescencia a 180 min (indicado en la figura como 180 min +E)
hasta alcanzar valores incluso menores que los presentados por las muestras del grupo E

BAJA tras 90 min de incubacidn.
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Figura 30. Espectro de emision de fluorescencia de productos de peroxidacion lipidica
(TBARS) de muestras de corazdn incubadas en presencia de ascorbato 0,4 mM y 0,05 mM
FeSO, a 37°C. Excitacién: 503 nm. 0 min, 90 min y 180 min: emisién de fluorescencia de
una muestra del grupo E BAJA en funcion del tiempo de incubacién; 180 min +E: muestra

del grupo E MEDIA incubada durante 180 min; MDA: espectro de fluorescencia de up
estindar de MDA.
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IV. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y o-TOCOFEROL EN LA DIETA EN EL HIGADO Y EL CORAZON DE COBAYAS
SOMETIDOS A SHOCK ENDOTOXICO INDUCIDO POR LIPOPOLISACARIDO
(LPS) DE E. coli.

En este estudio los cobayas fueron suplementados con 33 mg vitamina C y <15 mg
vitamina E/kg dieta (C BAJA E BAJA), 660 mg vitamina C y <15 mg vitamina E/kg dieta
(+LPS +C), 33 mg vitamina C y 150 mg vitamina E/kg dieta (+LPS +E), 6 660 mg
vitamina C y 150 mg vitamina E/kg dieta (+LPS +C+E) durante 5 semanas. Los animales
tratados con lipopolisacarido (LPS) de E. coli recibieron una inyeccidn intraperitoneal de LPS

serotipo 0111:B4 (1,6 mg/100 g peso) 4 ¢ 5 horas antes de ser sacrificados.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

El peso corporal de los cobayas aumentd significativamente en la tercera semana
respecto al inicio del tratamiento. Tras cinco semanas de suplementacion, solo los grupos

suplementados con vitamina C aumentaron significativamente su peso corporal (tabla 30).

Al final del periodo experimental, los dos grupos suplementados con cantidades

medias de vitamina C presentaron mayor peso corporal (p <0,001) que tos otros dos grupos.

En la tercera semana de tratamiento, la ingesta de alimento aumenté
significativamente en el grupo C BAJA E BAJA a diferencia de lo que ocurrié en el resto

de los grupos que presentaron valores de ingesta mas bajos.

Tras la quinta semana, aumento la ingesta de los grupos suplementados con vitamina
C y disminuyé la de los demés grupos. Los grupos suplementados con vitamina C mostraron

una ingesta mayor, de acuerdo con lo observado para el peso corporal (tabla 31).



Tabla 30. Peso corporal de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas.

PESO CORPORAL (g}

C BAJA E BAJA +LP§ +C +LPS +E +LPS +C+E
SEMANA 1 370,2 + 8,3 (12) 353,2 +[15,9 (6) 364,5 + 14,1 (6) 362,6 + 4.8 (5)
2 o 3 of ok ok e ok K
SEMANA 3 491,1 + 9,5 (12) 484.9 (12,4 (6) 483,2 + 17,6 (6) 484.5 + 23,5 (5)
L ol o e

SEMANA 5 502,8 + 19,2 (12)P™  **+ 6328 4

12,6 (6)**  *** 4849 4 37,7 ()"  **x

638,8 :t 19,8 (5)naubnu

Los resultados se expresan como la media + ¢l error estandaj

respecto al tiempo de tratamiento; ***p < 0,001.

. El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos
situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre esos dos grupos; llos superindices representan: a: diferencias
respecto al grupo C BAJA E BAJA; b: diferencias respecto a la primera semana; los asteriscos situados verticaimente indican diferencias



Tabla 31. Ingesta diaria de alimento de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas.

INGESTA DE ALIMENTO (g/cobaya.dia)

C BAJA E BAJA +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
SEMANA 1 42,5 + 1,0 (9 42,2 + 0,0 (6) 44,2 + 0,5 (6) 45,6 + 0,0 (2)

*
SEMANA 3 46,2 £ 1,2(12)  ** 40,8 £ 08(6) 41,9 + 1,2 (6" 44,5 + 0,0 (5)

k% o ok vk L3 5 ook
SEMANA 5 40,7 £ 1,1 (12) 44,9 + 0,1 (6  ** 352 £ 33(6"" = 490 + 0,7 (5"

Los resultados se expresan como la media 4 el error estindar. El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos
situados horizontalmente entre dos grupos indican diferencias significativas entre esos dos grupos; los superindices representan: a: diferencias
respecto al grupo C BAJA E BAJA; b: diferencias respecto a la primera semana; los asteriscos situados verticalmente indican diferencias
respecto al tiempo de tratamiento; *p <0,05; **p <0,01 y ***p <0,001.
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2. HIGADO

A. Acido ascérbico y_a-tocoferol

Los dos grupos suplementados con vitamina E presentaron valores hepaticos de a-
tocoferol significativamente mayores que el resto de los grupos (figura 31a y tabla 32). El
grupo suplementado con ambas vitaminas (+LPS +C+E) presenté valores mayores de o-
tocoferol que el tratado sélo con vitamina E (+LPS +E), sugiriendo un sinergismo entre

ambos antioxidantes, al menos en presencia de LPS.

Los niveles hepaticos de acido ascorbico, que resultaron detectables sélo en los grupos
suplementados con vitamina C, no mostraron diferencias significativas entre estos dos grupos,
aunque los valores tendieron a ser més altos en el grupo suplementado con ambas vitaminas
(figura 31b y tabla 32).

B. Razén GSH/GSSG

La razon GSH/GSSG no se modifico significativamente debido al tratamiento con LPS
o a la suplemeniacion con vitaminas C y E en la dieta (figura 32a y tabla 32). Sin embargo,

se observd una tendencia a mostrar valores mas altos en los grupos suplementados con una

0 ambas vitaminas.
C. MDA libre

Los niveles hepéaticos de MDA libre (HPLC) no mostraron diferencias significativas

entre Jos cinco grupos de cobayas (figura 32b y tabla 33).

D. Daiio oxidativo a proteinas

El tratamiento con LPS aumentd la concentracion hepética de carbonilos proteicos
respecto al grupo C BAJA E BAJA. Sin embargo, los dos grupos suplementados en la dieta

con vitamina C mostraron valores significativamente mas bajos (figura 33a y tabla 33).



Tabia 32. Vitamina C, vitamina E y razon GSH/GSSG en el higado de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitamiras C vE
en la dieta durante 5 semanas ¥ tratados con endotoxina (LLPS).

HIGADO
C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
VITAMINA C 0,0 £ 0,0 (5) 0.0 + 0,0 (6) 1,66 + 0,15 (4= 0,0 + 0,0 (4) 1,91 + 0,26 4y
VITAMINA E 30,7 + 5.5 (5) 32,0 + 4,8 (5) 35,0 + 5,9 (4) 499 + 6,6 @) * 74,1 + 9.0 (@)=
GSH/GSSG 34,8 + 32 (4) 38,7 + 3,7 (6) 46,6 + 6,9 (4) 45,6 £ 6,9 (4) 47,3 + 3,0 (¢

Los resultados se expresan como la media + el error estandar, Vitamina C (umoles/g tejido) y vitamina E (ug/g tejido). El ndmero de animales
de cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados horizontalmente entre dos grupos indicar diferencias significativas entre esos
dos grupos: los superindices representan: a: diferencias respecto a los grupos C BAJA E BAJA, +LPS y +LPS +E; b: diferencias respecto
al grupo C BAJA E BAJA: ¢ diferencias respecto a los grupos C BAJA E BAJA, +LPSy +LPS +C; *p<0,05 y ***p<0,001.
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Figura 31. Concentracién hepdatica de a-tocoferol (a) y acido ascorbico (b) en cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas
y tratados con endotoxina (LPS). N.D.: no detectado. Diferencias significativas: *p<0,05
y ***p <(,001.
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Figura 32. Razén GSH/GSSG (a) y contenido en MDA libre (b) en el higado de cobayas

suplementados con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas
y tratados con endotoxina (LLPS).



1dores del dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN,

Tabla 33. Malondialdehido (MDA) libre (HPLC), carbonilos proteicos y 8-OHdG, estim
a dieta durante 5 semanas y tratados con endotoxina

en el higado de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitaminas C y E en

(LPS).
HIGADO
C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
MDA LIBRE 13.6 + 2,1 (5) 12,3 + 0,5 (5) 12,8 + 2,3 (4) 12,3 + 1,1 3) 15,4 + 2,0 (4)
2.07 + 0,5t (3 5,68 + 1,01 (3) 3,94 + 1,08 (3)

CARBONILOS 240+ 0,65(@) * 620 + 1,58 (5)

8-OHdG/10° dG 2,32 + 0,38 (5) 2,60 £+ 0,30 (6) 2,32 +£ 0,49 (4) 2,20 + 0,41 (4) 2,18 + 0,14 (4)

Los resultados se expresan como la media £ el error estindar. MDA (nmoles/g tejido) y carbonilos proteicos (nmoles/mg proteina). El nimero
de animales de cada grupo aparece entre paréntesis. Los asteriscos situados verticalmente entre dos grupos indican diferencias significativas

entre esos dos grupos; los superindices representan diferencias respecto al grupo +LPS; *p <0,05.
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Figura 33. Contenido en carbonilos proteicos (a) y 8-OHdG (b) en el higado de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas
y tratados con endotoxina (LPS). Diferencias significativas: *p<0,05.
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E. Daiio oxidative al ADN

La razén 8-OHdG/10° dG no se modificd significativamente en funcién del
tratamiento, aunque se observo un aumento con el tratamiento con LPS, que tendié a remitir

en los grupos LPS +C. LPS +E, y especialmente en LPS +C+E (figura 33b y tabla 33).
F. Peroxidacion lipidica (TBARS)

La incubacion de las muestras en presencia de ascorbato-Fe’* aumenté los productos
de peroxidacidn lipidica in vitro en todos los grupos experimentales, aunque este aumento
fue mayor en los grupos con cantidades bajas de vitaminas, medio en el grupo +LPS +C

y menor en los dos grupos suplementados con vitamina E (figura 34 y tabla 34).

Los tres grupos suplementados con vitaminas presentaron valores de TBA
significativamente menores (p <0,001) que los demas grupos a los 90 y 180 min y 22 h de

incubacion en presencia de ascorbato-Fe®*.



Tabla 34, Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas suplementados con cantidades diferentes de
vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas vy tratados con endotoxina (LPS).

HIGADO

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +1LPS +E +LPS +C+E
0 min 1389 + 41,6 919+ 7.3 985 + 12,9 9.6 £ 2,5 83,9 + 13,0
k% ¥k ok ok e 2k
90 min 7375 + 954 576,5 £ 81,5 191,7 + 22,3* 186,1 + 7,5 143,2 + 15,8

ks
180 min 939.0 + 114, 7™ 935,0 + 1314 308,1 £ 72,00 192,9 £+ 20,9 155,6 + 15,0
22 h 838,7 + 47,0" 796,4 + 76,0 3544 + 171,2*" 1533 + 5.4 39,8 + 29,8

Los resultados se expresan como la media 4 el error estindar de 5 (C BAJA E BAJA), 6 (+LPS) y4 (+LPS +C; +LPS +E; +LPS +C+E)
animales. Los asteriscos situados verticalmente indican diferencias significativas respecto al tiempo de incubacidn; los superindices representan:
a: diferencias respecto a los grupos C BAJA E BAJA y +LPS; b: diferencias respecto a tiempo 0 min; **p<0,01 y ***p<0,001.
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Figura 34. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el higado de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas
y tratados con endotoxina (LPS). Diferencias significativas entre los grupos C BAJA E BAJA
y +LPS vy ios grupos +LPS +C, +LPS +E y +LPS +C+E; ***p <0,001.
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3. CORAZON

A. Acido ascérbico v_o-tocoferol

LLos niveles de ascorbato en el corazon de cobayas suplementados con dietas
deficientes en vitamina C se ¢ncontraban por debajo del limite deteccion. Tras cuatro horas
de tratamiento con LPS, el contenido en ascorbaio del corazén desaparecid totalmente en los
grupos suplementados con vitamina C (tabla 35), ya que con estos niveles sabemos por los

experimentos anteriores que la concentracion cardiaca de ascorbato es mas que detectable.

El contenido en vitamina E aumenté significativamente en los grupos +LPS +E y
+LPS +C+E en relacidn con los grupos no suplementados (figura 35 y tabla 35). El

tratamiento con LPS no atfectd a los niveles de vitamina E del corazon.
B. Razon GSH/GSSG

La razén GSH/GSSG no se modificé por el tratamiento con LPS mi por la

suplementacién con vitaminas C y E en la dieta (figura 36 y tabla 33).

C. MDA libre

No se observaron cambios significativos en los niveles de MDA libre (HPLC) tras
el tratamiento con LPS ni tras la suplementacidn con vitaminas C y E en la dieta (tabla 36).

Los niveles de MDA en el grupo +LPS +E no fueron detectables.
C. Peroxidacion lipidica (TBARS)

Los productos de peroxidacion lipidica aumentaron en todos los grupos experimentales
en funcion del tiempo de incubacién en presencia de ascorbato-Fe’*. Sin embargo, este
aumento fue mucho mayor en los tres grupos con niveles bajos de vitamina E que en los

grupos suplementados con esta vitamina (figura 37 y tabla 37).



Tabla 35. Vitamina C, vitamina E y razén GSH/GSSG en
E en la dieta durante 5 semanas y tratados con endotoxina (LPS).

el corazon de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitaminas C y

CORAZON
C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
VITAMINA C 0,0 + 0,0 (5) 0,0 £ 0,0 (6) 0,0 £ 0,0 (4 0,0 £ 0,0 (4) 0,0 + 0,0 (4)
VITAMINA E 6.8 + 1,1 (5) 6.4 + 0,8 (5) 6,2 + 1,3 (4) 16,6 £ 3.4 (" 169 + 2,9 @)™
GSH/GSSG 45,7 + 7.3 (3) 37,8 + 2.4 (6) 43,3 + 5.4 (4) 38,5 £ 4.4 (4) 35,4 + 3,6 (4)

Los resultados se expresan como 1a media

de cada grupo aparece entre paréntesis. Lo,
+C; **p <0,01.

1 el error estdndar. Vitamina C (nmoles/g tejido) y vitamina E (ng/g tejido). El nimero de animales
s superindices representan diferencias significativas con los grupos C BAJA E BAJA, +LPSy +LPS
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Figura 35. Concentracion de o-tocoferol en el corazén de cobayas suplementados con
diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas y tratados con
endotoxina (LPS). Diferencias significativas: **p <0,01.
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Figura 36. Razén GSH/GSSG en el corazén de cobayas suplementados con diferentes

cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas y tratados con endotoxina
(LPS).



Tabla 36. Malondialdehido (MD.E.) libre (HPLC) en el corazdén de cobayas suplementados con cantidades diferentes de vitaminas C y E en
la dieta durante 5 semanas y trataglos con endotoxina (LPS).

CORAZON
C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
MDA LIBRE 2,03 + 0,63 (5) 3.26 + 1,04 (5) 1,46 + 0,56 (3) 0,00+ 0004 2,8 + 0,774

Los resultados se expresan como |a media + el error estindar. MDA (nmoles/g tejido). El nimero de animales de cada grupo aparece entre
paréntesis.



Tabla 37. Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazén de cobayas suplementados con cantidades diferentes de
vitaminas C y E en Ja dieta durante 5 semanas y tratados con endotoxina (LPS).

CORAZON

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO C BAJA E BAJA +LPS +LPS +C +LPS +E +LPS +C+E
0 min 77,9 + 8.6 743 + 4,3 56,7 + 10,5 61,3 + 3,2 55,6 + 6,3*
* * ek
90 min 3435 + 64,7 4455 + 9372 356,6 + 54,5 166,9 + 9,1°* 155,6 + 14,6
* *
180 min 639.9 + 155,5¢ 778,3 + 161,74 776,8 + 165,14 190,6 1+ 15,3 163,5 + 7,5
22 h 577.6 + 154,9* 5238 + 99 1+ 5419 + 137,14 142,5 + 21,8 148,8 + 28,1

Los resultados se expresan como la media + el error estandar de 5 (C BAJA E BAJA), 6 (+1LPS) y 4 (+LPS +C; +LPS +E; +LPS +C+E)
animales. Los asteriscos situados verticalmente indican diferencias significativas respecto al tiempo de incubacién; los superindices representan:
a: diferencias respecto al grupo C BAJA E BAJA; b: diferencias respecto al grupo +LPS; c: diferencias respecto a los grupos C BAIA E
BAJA, +LPS y +LPS +C; d: diferencias respecto a tiempo 0 min; *p<0,05; **p <0,01 y ***p <0,001.
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Figura 37. Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vitro en el corazdn de cobayas
suplementados con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 5 semanas
y tratados con endotoxina (LPS). Diferencias significativas: 0 min: diferencias entre el grupo
C BAJA E BAJA y los grupos +LPS +C y +LPS +C+E; 90 min: diferencias entre el
grupo +LPS y los grupos +LPS +E y +LPS +C+E; 180 min y 22 h: diferencias entre
los grupos C BAJA E BAJA, +LPSy +LPS +C y los grupos +L.PS +E y +LPS +C+E;
*<0,05 y **p<0,01.
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V. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y «-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS Y
LA PEROXIDACION LIPIDICA EN EL HIGADO Y EL PLASMA DE RATAS ODS.

Las ratas ODS utilizadas en este estudio recibieron dietas suplementadas con 5 (E
BAJA), 50 (E MEDIA) 6 250 (E ALTA) mg vitamina E/kg dieta, y 150 (C BAJA), 300 (C
MEDIA) 6 900 (C ALTA) mg vitamina C/kg dieta, durante 21 dias.

1. PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

El tratamiento con nueve dietas con diferente contenido en vitaminas E y C no
modifico el incremento de peso corporal (tabla 38) ni la ingesta de alimento de las ratas a
1, 2 6 3 semanas de suplementacién.

2. HIGADO

A. w-Tocoferol vy dcido ascorbico

La suplementacion con vitamina E en la dieta di6 lugar a niveles de «-tocoferol muy
diferentes en el higado de las ratas ODS (figura 38a y tabla 39). El incremento de vitamina
E en la dieta del grupo E BAJA al grupo E MEDIA resuité en un 225% de incremento en
los niveles de «-tocoferol hepatico y en un incremento del 75% cuando la vitamina E en la

dieta aument6 del grupo E MEDIA al grupo E ALTA (p <0,001).

La concentracidn hepdtica de c-tocoferol en el grupo E BAJA (4-4,4 ug/g) era mayor

que la de ratas deficientes en vitamina E.

El contenido en vitamina C de la dieta también modificé la concentracidn de acido
ascorbico en el higado (figura 38b y tabla 39). El acido ascérbico hepatico aumentd
significativamente del grupo C BAJA al grupo C MEDIA a todos los niveles de vitamina E,
mientras que solo se detectd un incremento significativo del grupo C MEDIA al grupo C

ALTA en el grupo E MEDIA. E! contenido en vitamina E de la dieta no afect6 a los niveles

de acido ascorbico.



Tabla 38. Incremento de peso corporal en ratas ODS suplementadas con cantidades
diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias.

INCREMENTO DE PESO CORPORAL (g)

SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3
E BAJA C BAJA 36,2 + 1,4 63,4 + 2.4 83,4 + 33
E BAJA C MEDIA 36,8 + 0,9 66,8 + 1,5 88,0 + 1,9
E BAJA C ALTA 34,5 + 0.9 61,6 + 0.9 81.8 + 1,7
E MEDIA C BAJA 36,0 + 1.9 63,4 + 3,2 844 4+ 3.8
E MEDIA C MEDIA 34,8 + 0,1 622 + 2,7 82,8 £ 2,5
E MEDIA C ALTA 36,0 + 0,4 633+ 1,5 854 + 2.1
E ALTA C BAJA 36,6 + 1,2 628 + 1,8 83,0 + 1,3
E ALTA C MEDIA 36,0 + 1,7 64,4 + 1,8 86,2 + 1.8
E ALTA C ALTA 354 £ 12 628 + 1.5 840 + 1.8

Los resultados se expresan como la media + e} error estandar de cinco animales por grupo.



Tabla 39. Vitaminas C y E en el higado de ratas ODS suplementadas con cantidades
diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dfas.

HIGADO

VITAMINA C VITAMINA E
E BAJA C BAJA 0,50 + 0,03 (3)** 4,0 + 0,2 (5)*
E BAJA C MEDIA 0,76 + 0,06 (3)** 42 + 0,2 5y
E BAJA C ALTA 0,79 + 0,10 (3)** 4,4 + 0,3 (5"
E MEDIA C BAJA 0,58 + 0,08 (3)** 13,7 + 0,8 (5)**
E MEDIA C MEDIA 0,83 + 0,04 (3)** 13,8 + 0,6 (5)8*
E MEDIA C ALTA 1,15 + 0,05 (3)** 13,7 £ 0,7 (5)*
E ALTA C BAJA 0,56 + 0,08 (3)* 23,3 + 1,2 (5)°*
E ALTA C MEDIA 0,93 + 0,06 (3)*® 23.2 4+ 2.3 (5)¢*
E ALTA C ALTA 1,01 + 0,14 (3)»* 26,4 + 4,6 (5)°°

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar. Vitamina C (umoles/g tejido)
y vitamina E (ug/g tejido). El nimero de animales de cada grupo aparece entre paréntesis.
Las medias que no comparten una letra mayuscula (efecto de la vitamina E) o minuascula
{efecto de la vitamina C) comin son significativamente diferentes; vitamina C: p<0,05
excepto entre los grupos E MEDIA C BAJA y E MEDIA C ALTA (p<0,001); vitamina E:
p<0,001 excepto entre los grupos E MEDIA C ALTA y E ALTA C ALTA (p<0,05).
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Figura 38. Concentracién hepética de a-tocoferol (a) y dcido ascérbico (b) en ratas ODS
suplementadas con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias. Las
medias que no comparten una letra mayuscula (efecto de la vitamina E) o minascula (efecto
de la vitamina C) comin son significativamente diferentes (a): p <0,001 excepto entre los
grupos E MEDIA C ALTA y E ALTA C ALTA (p<0,05); (b): p<0,05 excepto entre los
grupos E MEDIA C BAJA y E MEDIA C ALTA (p<0,001).
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B. Peroxidacién lipidica (TBARS)

Los niveles endogenos de peroxidacion lipidica en el higado (TBARS a 0 min)
disminuyeron significativamente del grupo E BAJA al grupo E MEDIA en el grupo C BAJA,
y del E BAJA al E ALTA en los grupos C BAJA y C MEDIA (figura 39a y tabla 40).

La incubacion in vitro de los sobrenadantes hepéticos con ascorbato-Fe’™ aumento la
peroxidacion lipidica (TBARS) por encima de los niveles basales en los nueve grupos de
animales (figura 39b y tabla 40). El incremento en la peroxidacion lipidica desde O hasta 180
minutos de incubacidn fue especialmente notable en los grupos E BAJA. Los valores de TBA
in vitro disminuyeron significativamente del grupo E BAJA al grupo E MEDIA en todos los
grupos de vitamina C. Los valores de TBA no mostraron diferencias entre los grupos de

vitamina C.

C. Hidroperdéxidos de lipidos de membrana

LLos hidroperoxidos lipidicos de fosfatidilcolina (PCOOH) y fosfatidiletanolamina
(PEOOH) no mostraron diferencias significativas entre los grupos de vitamina C en ningin
caso, mientras que se observé una tendencia sistematica a mostrar niveles mas bajos de
hidroperdxidos a medida que aumentaba en contenido en vitamina E en la dieta (figura 40

y tabla 41).

La falta de efecto de la vitamina C permitié agrupar los datos de los tres subgrupos
de vitamina C en cada grupo de vitamina E, observindose que los dos hidroperéxidos
(PCOOH y PEOOH) disminuyeron significativamente al aumentar el contenido en vitamina
E de Ia dieta (figura 41 y tabla 42). Esta disminucién ocurrié entre [os grupos E BAJA v E
ALTA para PCOOH vy fue evidente ya entre E BAIA y E MEDIA para PEOOH.



Tabla 40, Peroxidaci6n lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo e in vitro en el higado de
ratas ODS suplementadas con cantidades diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante
21 dias.

HIGADO

TBA (nmoles MDA/g tejido)

TIEMPO

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 min

180 min

1454 + 9,1 (5
158,5 + 19,7 (5)**
150,0 + 15,0 (5)**

87.8 + 8.8 (5)B
121,0 £ 6,6 (4)*P*
116,0 + 17,1 (5)*=

106,9 + 15,0 (5)8
108,9 + 10,4 (5)b*
111,1 £ 11,4 (5)A

376,3 + 115.4 (5)*
428.8 + 117,0 (4)**
387,7 + 88,7 (5)**

114,8 + 5,8 (4)%*
136,7 £ 6,5 (4)**
1184 £ 8,6 (5)®°

123,4 + 13,1 (5)B
1233 + 12,4 (5)P*
132,1 £ 10,8 (5)*

Los resultados se expresan como la media 1+ el error estdndar. El nimero de animales de
cada grupo aparece entre paréntesis. Las medias que no comparten una letra mayuscula
(efecto de la vitamina E) o minGscula (efecto de la vitamina ) comin son significativamente
diferentes; p< 0,05 excepto entre los grupos E BAJA C MEDIA y E ALTA C MEDIA| E
BAJA C ALTA y E MEDIA C ALTA, y EBAJA C ALTA y E ALTA C ALTA a 180 min
de incubacion (p<<0,001).
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Figura 39. Peroxidacién lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo (a) e in vitro (b) en el
higado de ratas ODS suplementadas con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta
durante 21 dias. Las medias que no comparten una letra mayuscula (efecto de la vitamina E})
o miniuscula (efecto de la vitamina C) comun son significativamente diferentes, siendo
p<0,05 excepto entre los grupos E BAJA C MEDIA y E ALTA C MEDIA, E BAJA C

ALTA v E MEDIA C ALTA, y E BAJA C ALTA y E ALTA C ALTA a 180 min de
incubacion (p <0,001).



Tabla 41. Hidroperoxidos de fosfatidilcolina (PCOOH) y fosfatidiletanolamina (PEOOH) en
el higado de ratas ODS suplementadas con cantidades diferentes de vitaminas C y E en la

dieta durante 21 dias.

HIGADO

HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS (pmoles/ug fésforo)

PCOOH

PEOOH

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

4,09 + 0,94 (5)
3,92 + 0,89 (5)
3,65 £ 0,76 (5)

3,76 + 0,74 (5)
3,26 £ 0,79 (5)
2,93 + 0,61 (5)

2,68 + 0,24 (5)
3,00 + 0,46 (5)
2,43 + 0,64 (4)

2,36 £ 0,51 (5)
2,56 + 0,58 (5)
2,06 £ 0,48 (5)

1,68 £ 0,33 (5)
1,50 + 0,34 (5)
1,49 £+ 0,32 (5)

1,44 + 0,09 (5)
1,41 £+ 0,19 (5)
1,35 £ 0,28 (4)

Los resultados se expresan como la media 1 el error estindar. El nimero de animales de

cada grupo aparece entre paréntesis.
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Figura 40. Concentracion hepitica de hidroperéxidos de fosfatidilcolina (PCOOH) (a) y

fosfatidiletanolamina {(PEOOH) (b) en ratas ODS suplementadas con diferentes cantidades de
vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias.



Tabla 42. Hidroper6xidos de fosfatidilcolina (PCOOH) y fosfatidiletanolamina (PEOOH) en
el higado de ratas ODS suplementadas con tres cantidades diferentes de vitamina E en la
dieta durante 21 dias.

HIGADO

HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS (pmoles/ug fésforo)

PCOOH PEOOH
E BAJA 3,89 + 0,47 (15)* 2,33 + 0,29 (15)*
E MEDIA 3,32 £ 0,39 (15)** 1,56 + 0,18 (15)®
E ALTA 2,72 £ 0,25 (14)® 1,40 + 0,10 (14)®

Los resultados se expresan como la media + el error estandar. El nimero de datos de cada
grupo aparece entre paréntesis. Las medias que no comparten una letra comin son
significativamente diferentes (p <0,05).
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Figura 41, Concentracion hepatica de hidroperéxidos de fosfatidilcolina (PCOOH) (a) y
fosfatidiletanolamina (PEOQOH) (b) en ratas ODS suplementadas con tres cantidades diferentes
de vitamina E en la dieta durante 21 dias. Las medias que no comparten una letra comidn son
significativamente diferentes (p <0,05).
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3. PLASMA

A. o-Tocoferol v acido ascérbico

El incremento de vitamina E en la dieta del grupo E BAJA al grupo E MEDIA resulto
en un aumento del 190% del a-tocoferol plasmatico en todos los grupos de vitamina C
(figura 42a y tabla 43). También se observo un incrtemento del a-tocoferol plasmatico entre
los grupos E MEDIA y E ALTA, aunque este aumento no alcanzd la significacion

estadistica.

La concentracion de a-tocoferol encontrada en el grupo E BAJA (1,1-1,3 pg/ml) era

mayor (ue la de ratas deficientes en vitamina E.

La vitamina C aumento significativamente los niveles de o-tocoferol en el plasma de
las ratas ODS suplementadas con niveles bajos de vitamina E en la dieta, es decir, el grupo
E BAJA C ALTA present6 niveles plasmdticos de vitamina E mas altos que el grupo E BAJA
C BAJA (p<0,05).

Se observaron aumentos significativos en los niveles de acido ascorbico plasmatico
entre los grupos C BAJA y C ALTA a todos los niveles de vitamina E (figura 42b y tabla
43). También se observaron aumentos significativos en los niveles de ascorbato plasmatico
entre los grupos ¢ MEDIA y C ALTA en los grupos E MEDIA y E ALTA. El contenido

en vitamina E de la dieta no afectd a los niveles de acido ascorbico.
B. Peroxidacién lipidica (TBARS)
Los niveles de TBARS in vive disminuyeron del grupo E BAJA al grupo E MEDIA

en todos los grupos de vitamina C (figura 43 y tabla 44). Los valores de TBA no mostraron

diferencias entre los grupos de vitamina C, a las dosis estudiadas.

C. Hidroperdéxidos de lipidos de membrana

No se detectaron hidroperéxidos lipidicos en el plasma de las ratas OSD,



PLASMA

Tabla 43. Vitaminas C y E en el plasma de ratas ODS suplementadas con cantidades
diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias.

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

VITAMINA C

VITAMINA E

31,6 + 1,3 (3)*
375 + 1,6 3
45,8 + 5,5 (A*

36,6 £ 0,9 3)*
42,1 + 1,0 (3™
49,1 + 2,6 3™

34,0 £ 2,2 (3)**
37,2 + 2,5 3y*
46,1 + 1,0 (3)**

1,09 + 0,07 (5)**
1,16 + 0,06 (5)™*
1,30 + 0,08 (5)**

3,42 + 0,35 (4)°=
3,44 + 0,10 (4%
3,44 + 0,45 (5)°*

3,97 + 0,57 (5)%*
4,24 + 0,39 (5)°
4,50 £ 0,48 (5)"*

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar. Vitamina C (nmoles/ml
plasma) y vitamina E {ug/ml plasma). El nttmero de animales de cada grupo aparece entre
paréntesis. Las medias que no comparten una letra mayulscula (efecto de la vitamina E) o
mindscula (efecto de la vitamina C) comin son significativamente diferentes; vitamina C:
p<0,05; vitamina E: p<0,001 excepto entre los grupos E BAJA C BAJA y E BAJA C
ALTA (p<0,05).
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Figura 42. Concentracion plasmatica de a-tocoferol (a) y 4cido ascorbico (b) en ratas ODS
suplementadas con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias. Las
medias que no comparten una letra mayuscula (efecto de la vitamina E) o mindscula (efecto
de la vitamina C) comiin son significativamente diferentes (a): p<0,001 excepto entre los
grupos E BAJA C BAJA v E BAJA C ALTA (p<0,05); (b): p<0,05.



Tabla 44. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo en el plasma de ratas ODS
supiementadas con cantidades diferentes de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias.

PLASMA

TBA (nmoles MDA/ml plasma)

TIEMPO (0 min)

E BAJA C BAJA 6,55 + 0,99 (5)**
E BAJA C MEDIA 6,14 + 1,12 (3)A=
E BAJA C ALTA 6,89 + 1,21 (3)r*
E N[EDIA C BAJA 3’44 j: 0’77 (S)B,a
E MEDIA C MEDIA 3,26 + 0,27 (5)b
E MEDIA C ALTA 3,35 + 0,59 (5)B*
E ALTA C BAJA 2,96 + 0,30 (5)**
E ALTA C MEDIA 2’58 i" 0’19 (S)B,a
E ALTA C ALTA 3’57 :t 0’47 (4)8.3

Los resultados se expresan como la media + el error estindar. El nimero de animales de
cada grupo aparece entre paréntesis. Las medias que no comparten una letra mayuiscula
{efecto de la vitamina E) o miniiscula (efecto de la vitamina C) comin son significativamente
diferentes (p <0,05).
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Figura 43. Peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo en el plasma de ratas
ODS suplementadas con diferentes cantidades de vitaminas C y E en la dieta durante 21 dias.
Las medias que no comparten una letra mayuiscula (efecto de la vitamina E) o mindscula
{efecto de la vitamina C) comiin son significativamente diferentes (p <0,05}.
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VL. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON ACIDO ASCORBICO
Y «-TOCOFEROL EN LA DIETA SOBRE LOS PRODUCTOS DE PEROXIDACION
LIPIDICA EN LA ORINA HUMANA.

Los productos de peroxidacion lipidica en la orina de varones jovenes controles o
suplementados con 1 g de vitamina C 6 100 mg de vitamina E diarios, durante 0, 15 y 30
dias, determinados mediante la medida espectrofotométrica de TBARS in vivo a 532 nm, se

muestran en la tabla 45.

Tanto en el caso del GRUPO C como en el del GRUPO E los valores de TBA,
referidos a la concentracion de creatinina en orina, mostraron una tendencia continua a
disminuir en funcién del tiempo de experimentacién. Esta tendencia no se presento en el
grupo CONTROL (figura 44).

Las sustancias reactivas al TBA también fueron estudiadas por fluorimetria. La figura
45 muestra un espectro de emision de fluorescencia desde 500 hasta 600 nm de muestras de

orina representativas de los valores medios obtenidos (tabla 46) y de MDA puro tras

reaccionar con el TBA, después de la excitacion a 503 nm.

Las longitudes de onda optimas se obtuvieron como resultado de estudios previos en

muestras de orina utilizando la funcion de prebarrido del software del fluorimetro LS50B
(Perkin Elmer),.

El pico de la izquierda corresponde a la sefal del pico de excitacidén. Se observa un
pico de emisién a 548 nm con una forma similar en el estindar de MDA vy en la orina de un
individuo del GRUPQ E que presentd valores altos de TBARS antes de iniciar la

suplementacion con vitaminas (orina dia 0).

La figura también muestra el espectro del mismo individuo obtenido tras 30 dias de
suplementacion con 100 mg de vitamina E tras ia comida del mediodia (orina dia 30). El pico
de ftluorescencia MDA-TBA, tipico del estindar y del individuo al inicio del estudio,

desaparecio casi completamente tras 30 dias de suplementacion con vitamina E,



Tabla 45. Productos de peroxidacidn lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo en la orina
de varones jovenes suplementados diariamente con 1 g de vitamina C, 100 mg de vitamina
E o controles durante 0, 15 y 30 dias, determinados mediante espectrofotometria.

TBARS (nmoles MDA /mg creatinina)

CONTROL GRUPO C GRUPC E
DIA O 3,54 + 0,17 (D 4,03 + 0.26 (1) 3,92 + 0,47 (6)
DIA 15 4.30 + 0.51 (D) 3,49 + 0,28 (7) 3,51 + 0,62 (6)
DIA 30 4,16 + 0,71 (6) 3,25 + 0,25 (6) 3,29 + 0,46 (5)

Los resultados se expresan como I1a media + el error estiandar. El nidmero de datos de cada
2rupo aparece entre paréntesis.
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Espectrofotometria

TBARS (nmoles MDA/mg creatinina)

0 15 30
TIEMPO {dias}
- CONTROL -+ GRUPO E * GRUPO C

Figura 44. Productos de peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo en la orina
de varones jovenes suplementados diariamente con 100 mg de vitamina E, 1 g de vitamina
C o controles durante 0, 15 y 30 dias, determinados mediante espectrofotometria.
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Figura 45. Espectro de emision de fluorescencia de estdndar de MDA y de orina de un

individuo representativo de los valores medios obtenidos (tabla 46), antes (0 dias) y después

de 30 dias de suplementacion diaria con 100 mg de dl-a-tocoferol (30 dias +E) tras la
reaccion del MDA y la orina con TBA. Excitacién: 503 nm; emisién: 548 nm.
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Los resultados obtenidos tras la medida fluorimétrica de las muestras de orina
utilizando las longitudes de onda Optimas de excitacién (503 nm) y emisién (548 nm) se
muestran en la tabla 46. En el GRUPO C y el GRUPO E se observa de nuevo una tendencia
a la disminucion progresiva de los productos de peroxidacion lipidica en funcién del tiempo

de suplementacion, a diferencia del grupo CONTROL en el que esto no ocurre (figura 46).

Mediante este método, los productos de peroxidacién lipidica de la orina mostraron
una disminucién progresiva estadisticamente significativa respecto al grupo CONTROL a los
30 dias de suplementacidon con vitamina E. Este descenso alcanza un 27% del valor obtenido
al inicio del estudio. Las tendencias observadas en el GRUPQO C no alcanzaron la
significacion estadistica, ni se encontraron diferencias en el grupo CONTROL en funcion del

tiempo de suplementacion.



Tabla 46. Productos de peroxidacidn lipidica (sustancias TBA positivas) in vivo en la orina
de varones jévenes suplementados diariamente con 1 g de vitamina C, 100 mg de vitamina
E o controles durante O, 15 y 30 dias, determinados mediante fluorimetria (excitacion: 503

nm; emision: 548 nmy},

TBARS (nmoles MDA/mg creatinina)

CONTROL GRUPO C GRUPO E
DIA 0 3.86 + 0,46 (7) 4,13+ 051(7) 3,70 + 0,38 (6)
DIA 15 482 +056(7) 371 +030(7) 3,47 + 0,64 (6)
DIA 30 439 + 0,70 6)  3.63 +031(6)  2.73 + 0,49 (5)°

Los resultados se expresan como la media + el error estdndar. E! nimero de datos de cada
grupo aparece entre paréntesis. El superindice representa diferencias significativas con el

grupo CONTROL; *p <0,05.
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Figura 46. Productos de peroxidacion lipidica (sustancias TBA positivas) in vive en la orina
de varones jovenes suplementados diariamente con 100 mg de vitamina E, 1 g de vitamina
C o controles durante 0, 15 y 30 dias, determinados mediante fluorimetria (excitacién: 503
nm; emision: 548 nm). Diferencias significativas: *p <0,05.
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En el primer experimento de esta tesis estudiamos el efecto de la suplementacion con

acido ascorbico en la dieta en el higado y el corazon de cobaya.

El cobaya es el animal de laboratorio ideal para realizar estudios de este tipo ya que
carece de la enzima L-gulonolactona oxidasa (E.C. 1.1.3.2.4.8), que cataliza e} dltimo paso
de la sintesis del acido ascorbico. Por lo tanto, en el cobaya el contenido de vitamina C en

los tejidos es estrictamente dependiente de la dieta.

Los tres niveles de vitamina C utilizados en este experimento fueron seleccionados
con el fin de obtener diferentes clases de animales suplementados con esta vitamina. Los
cobayas deben recibir 0,5 mg de vitamina C diarios para evitar el desarrollo de escorbuto
(National Research Council, 1978). Los animales que recibian 33 mg vitamina C/kg dieta
(C BAJA) ingerian 0,54-1,1 mg de ascorbato diarios, por lo que pueden ser considerados

animales no escorbuticos, sometidos a una deficiencia marginal en la ingesta de vitamina C.

La cantidad de 660 mg vitamina C/kg dieta (C MEDIA) puede considerarse Optima
para ¢l estado de salud general de los animales, ya que es similar a la utilizada en las dietas
estindar comerciales para cobayas, las cuales son Optimas para el crecimiento, la

reproduccion, y el mantenimiento a largo plazo de esta especie.

El grupo que recibi6 13.200 mg vitamina C/kg dieta (C ALTA) se selecciond con el
objeto de estudiar el efecto de la suplementacion en fa dieta con cantidades de vitamina C
mucho mas altas (20 veces) que las de la dieta estindar, sobre la oxidacion de

macromoléculas y la composicion en 4cidos grasos en higado y corazon de cobaya.

La suplementacion con vitamina C resulté muy efectiva ya que los niveles hepaticos
de esta vitamina fueron casi 50 veces mayores en el grupo C MEDIA que en el C BAJA. El
grupo C MEDIA presentd un mayor incremento de peso corporal ¢ ingesta de alimento que
el grupo C BAJA. Anteriormente se ha descrito un incremento menor de peso corporal en
cobayas alimentados con una dieta deficiente en vitamina C en relacion con los que recibian

600 mg vitamina C/kg dieta (Saito y Yamaguchi, 1988).
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Estudios previos han demostrado que la vitamina C disminuye los niveles de
productos de peroxidacion lipidica (TBARS}) in vitro en LDL y plasma humanos (Frei, 1991)
y que el ascorbato 1,2 mM disminuye TBARS in vitro en higado de rata (Antonenkov y Sies,
1992). El ascorbato puede actuar como antioxidante o prooxidante sobre la oxidacion de
lipidos (Halliwell y Gutteridge, 1989b) y proteinas (Stadtman, 1991) in vitro, dependiendo
de varias condiciones que incluyen la concentracion de ascorbato y de iones hierro o cobre
(Kadiiska er al., 1992).

En cerebro de rata, concentraciones bajas de ascorbato (micromolar) estimulan la
peroxidacion lipidica (TBARS) in vitro, mientras que concentraciones mas altas (milimolar)
la inhiben (Halliwell y Gutteridge, 1989b). En hepatocitos de rata aislados se ha descrito un
incremento de TBARS in vitro por incubacidn con ascorbato desde O hasta 250 pM (Chen,
1988).

Se ha sugerido que concentraciones bajas de ascorbato incrementarian la peroxidacién
mediante Ia reduccion del hierro, mientras que concentraciones elevadas de ascorbato podrian

reducir los radicales peroxilo directamente a hidroperoxidos (Halliwell y Gutteridge, 1989b).

En este experimento, los niveles hepiticos de TBARS in vitro (ascorbato-Fe®*)
resultaron significativamente menores en los grupos C MEDIA y C ALTA que en el grupo
C BAJA. Debemos tener en cuenta que en los trabajos citados anteriormente, el efecto
protector se obtuvo mediante la adicion directa del ascorbato al sistema de peroxidacion in
vitro. En nuestro caso. la suplementacidn con ascorbato se realizé en la dieta, por lo que
nuestros resultados muestran que un aumento en los niveles de ascorbato in vivo, en el higado

de cobaya disminuye la susceptibilidad del tejido a la peroxidacion lipidica in vitro.

La peroxidacion de lipidos a una tasa fija de generacion de radicales libres depende
de dos factores principales: la concentracién de antioxidantes y la cantidad de sustratos
oxidables presentes inicialmente en la muestra. L.a proporcion de 4cidos grasos insaturados
disminuyd en el grupo C BAJA en relacion con el grupo C MEDIA en todos los lipidos de
membrana analizados. Asi, el fuerte aumento de la peroxidacion lipidica in vitro observada

en el grupo C BAJA no puede ser debido a un aumento de susfratos oxidables sino que

probablemente se debe a los bajos niveles del antioxidante vitamina C.
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Por otra parte, el descenso en los niveles de insaturacion de los dcidos grasos ocurrid
en las cuatro fracciones de origen de membrana, pero no en 1a de triglicéridos. Esto sugiere
que los dcidos grasos en la membrana de los hepatocitos son mas susceptibles al dafio

oxidativo in vivo que los depdsitos de lipidos intraceiulares.

El descenso (72-66%) en los niveles de MDA libre (medido por HPLC) en los grupos
C MEDIA y C ALTA en relacion con el grupo C BAJA, muestra que el ascorbato también
reduce la peroxidacién lipidica in vivo en el higado de cobayas no sometidos a condiciones
de estrés. Este resultado coincide con un trabajo en el que se observd un incremento del 30%
en los niveles de TBARS in vivo, en el higado de cobayas que recibieron una dieta deficiente

en vitamina C durante 3 semanas (Mori ¢f al., 1992).

El fuerte efecto de la vitamina C sobre los niveles enddgenos de MDA libre
encontrado en este trabajo se debe probablemente a la medida directa del MDA por HPLC,
mientras que el método del TBA sufre de un alto nivel de interferencias con otras sustancias
cuando se realizan medidas in vive (peroxidacion lipidica enddgena). También se ha descrito
en ratas que no sintetizan ascorbato (ratas ODS) un aumento en TBARS en higado, plasma

y LDL en relacion con ratas controles (Kimura ef al., 1992).

En el grupo C BAJA, de acuerdo con el incremento en los valores de MDA libre, los
indices de insaturacion de todas las fracciones de lipidos de membrana disminuyeron en
relaciéon con el grupo C MEDIA. Los cambios principales responsables del descenso de
insaturacion fueron el descenso en 18:1 y el incremento en 18:0 (excepto en la fracciéon de

fosfatidilcolina) en el grupo C BAJA.

Los resultados obtenidos muestran que la suplementacion con vitamina C en la
dieta reduce notablemente (47-64 % de reduccion) el contenido en carbonilos proteicos en
el higado in vivo. Algunos autores han observado que el nivel de carbonilos proteicos
aumenta con la edad (Sohal er al., 1993) y que la restriccidn caldrica, la Gnica manipulacion
experimental capaz de incrementar la vida maxima, disminuye los carbonilos proteicos en

higado de raton (Youngman ef al., 1992).

Se ha descrito la capacidad del glutation de inhibir la formacién de TBARS y de
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carbonilos proteicos cuando es afiadido a un sistema de peroxidacion in vitro de microsomas
de higado de rata (Palamanda y Kehrer, 1992). Los resultados obtenidos en este experimento
extienden la capacidad de inhibir la oxidacion de lipidos y proteinas a la vitamina C in vivo

en el higado de cobayas en condiciones basales.

La vitamina C inhibe la formacién de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) en timo
de ternera in vitro (Fischer-Nielsen ef al., 1992} y en esperma humano in vive (Fraga et al.,
1991). Otros autores, sin embargo, no han observado efectos inhibitorios de la vitamina C
sobre la formacion de 8-OHAG en ADN nuclear de higado de rata (Takagi ef al., 1995). En
nuestro experimento tampoco se observaron diferencias en los niveles de 8-OHdG a las dosis

de vitamina C estudiadas.

El grupo suplementado con niveles altos de vitamina C (C ALTA) mostré la misma
capacidad que el grupo C MEDIA de disminuir la oxidacion de lipidos y proteinas en
relacién al grupo C BAJA. Sin embargo, los animales de este grupo presentaron un
incremento menor de peso corporal que el grupo C MEDIA. Se ha descrito un menor

crecimiento en crias de cobaya suplementadas con 5 g vitamina C/kg dieta (Bates er al.,
1988).

Los indices de insaturacion de los 4cidos grasos descendieron en el grupo C ALTA
en relacion con el grupo C MEDIA en tres de las fracciones lipidicas analizadas. La fraccién
de fosfatidilcolina no mostré cambios en la insaturacion, y el descenso de insaturacién en la
fraccion de lisofosfatidilcolina fue menor en el grupo C ALTA que en el C BAJA. Esto

puede explicar, en parte, porqué los niveles de MDA no aumentaron en el grupo C ALTA.

Nuestros resultados muestran que el incremento en la ingestién de vitamina C en el
cobaya desde 660 hasta 13.200 mg/kg dieta no aumenta la proteccion de los lipidos y las
proteinas frente al dafio oxidativo, aumenta minimamente los niveles hepaticos de vitamina
C, disminuye la ganancia de peso corporal y la insaturacién de los acidos grasos en las
fracciones de fosfatidiletanolamina, lisofosfatidilcolina y esfingomielina. Asi, 13.200 mg/kg
dieta puede considerarse una cantidad excesiva ya que es superflua o incluse perjudicial,

segan el pardmetro analizado.
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Algunos cambios son similares en animales suplementados con cantidades de vitamina
C muy altas y muy bajas: descenso del peso corporal y en la insaturacién de los 4cidos

grasos (incremento en 18:0 y descenso en 18:1 y, en algunas fracciones, 16:1).

[a cantidad de 660 mg vitamina C/kg dieta es la dosis dptima, desde el punto de vista
de los radicales libres, entre los tres niveles estudiados. Esta cantidad es similar a la dosis
de vitamina C seleccionada por los criadores de cobayas siguiendo criterios como el
crecimiento, la reproduccion y el mantenimiento a largo plazo. Esto sugiere un paralelismo
entre los niveles tisulares de dafio oxidativo y antioxidantes por una parte, y el estado general

de salud de los animales por otra parte.

La capacidad de la vitamina C de disminuir la oxidacion de lipidos y proteinas in vivo
apoya Ja hipotesis de que una adecuada proteccion antioxidanie es esencial en el
mantenimiento de la integridad de los lipidos y proteinas hepéticos en condiciones basales.
La cantidad de 20 mg/animal.dia es 40 veces mayor que el requerimiento diario para evitar

el escorbuto (0,5 mg/animal.dia).

Los efectos positivos de la vitamina C observados en este trabajo se obtuvieron en
animales intactos, en ausencia de un estrés oxidativo adicional interno o externo. Esto sugiere
que existe un intervalo amplio y seguro de suplementacién con vitamina C entre la
deficiencia y la proteccion dptima frente al dafio oxidativo en los animales en condiciones
basales. Es posible que esto se relacione con los resultados de numerosos estudios, la
mayoria de los cuales indican que la vitamina C en la dieta protege frente al desarrollo de
diversas enfermedades degenerativas, como las enfermedades cardiovasculares (Gaziano er
al., 1992; Gey, 1990; Simon, 1992) y el cincer (Ames, 1989a; Block, 1991; Byers y Perry,
1992).

Las dosis y el tiempo de suplementacién elegidos también fueron efectivos en el caso
del corazon, ya que los niveles cardiacos de vitamina C aumentaron gradualmente desde el
grupo C BAJA hasta e} C ALTA. Por tanto, la concentracién cardiaca de vitamina C en el

cobaya depende del contenido de esta vitamina en la dieta.

Los niveles de vitamina E tendieron a aumentar a medida que la concentraciéon de
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vitamina C incrementaba. Esto apoya la propuesta de un sinergismo in vive entre las

vitaminas C y E, que ya ha sido demostrado in vitro (Packer et al., 1979).

La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble en las membranas celulares,
donde puede actuar reduciendo radicales peroxilo (1.LOO") y alcoxilo (LO-) de los acidos
grasos a sus correspondientes productos, los hidroperdxidos (LOOH) y los hidroxidos (LOH)
lipidicos. Durante este proceso, la vitamina E es oxidada produciendo el radical tocoferilo,
el cual no puede continuar su funcién antioxidante. Los niveles de vitamina E en las
membranas bioldgicas son tres Ordenes de magnitud menores que los de 4dcidos grasos, por
lo que la funcion antioxidante de la vitamina E necesita la reduccion continua del radical
tocoferilo a vitamina E, lo que puede realizarse por dos antioxidantes, la vitamina C y el

glutation.

La tendencia observada a aumentar los niveles de vitamina E al aumentar los de
vitamina C puede ser debida a este sinergismo entre ambas vitaminas actuando in vivoe. Los
niveles relativamente bajos de estrés oxidativo de los animales en estado basal, puede evitar
el consumo total de vitamina E en los animales deficientes en vitamina C, io que explicaria

la falta de significacion en las diferencias en vitamina E entre los tres grupos.

Los valores mayores de peroxidacion lipidica obtenidos mediante el test del TBA que
a través de la determinacion directa de MDA libre por HPLC indican que, de acuerdo con
datos de higado, pulmén y cerebro de siete especies de vertebrados (Lopez-Torres et al.,

1993a), el test del TBA detecta otras sustancias ademas del MDA en el tejido cardiaco.

El hecho de que la comparacién de TBARS entre los tres grupos y de MDA libre
entre los grupos C MEDIA y C ALTA no mostrara diferencias significativas indica que la

suplementacion con vitamina C no modifica la peroxidacion lipidica en el corazon de cobayas

en condiciones aerobias basales,

Los niveles menores de MDA libre observados en el grupo C BAJA no implican la
presencia de una menor peroxidacion lipidica en este grupo, va que este resultado no fue
confirmado por la medida de TBARS. La peroxidacion lipidica es un proceso complejo que

da lugar a la formaci6n de otras sustancias, detectadas mediante el test del TBA, ademis de
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MDA libre. Estos productos de peroxidacion lipidica adicionales son mucho més abundantes
que el MDA libre en varios modelos de peroxidacién (Halliwell y Gutteridge, 1989b).
Ademas, el MDA libre es metabolizado en la mitocondria de una manera todavia poco
conocida. Es posible que la deficiencia en vitamina C modificara el metabolismo del MDA

sin afectar a la peroxidacion lipidica.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la peroxidacion lipidica, la razon
GSH/GSSG, un estimador del estrés oxidativo celular, no se modifico significativamente en

los tres grupos de cobayas.

La ausencia de cambios en la peroxidacion lipidica no descarta {a posibilidad de que
la suplementacién con vitamina C sea protectora frente a cualquier estrés oxidativo adicional
en diversas situaciones tisiologicas o patoidgicas. Nuestro experimento ha sido realizado en
animales intactos bajo condiciones aerobias basales. En este estado basal, es posible que los
demds componentes del sistema antioxidante que no son la vitamina C, sean suficientes para

eliminar las pequefas cantidades de radicales libres que se generan en el tejido cardiaco.

La suplementacién en la dieta con vitamina C aumenta la capacidad antioxidante del
corazon de cobaya, ya que da lugar a niveles mayores de vitamina C en este tejido, que

pueden ser esenciales en presencia de un estrés oxidativo adicional.

Los efectos de la suplementacion con vitamina C en la dieta fueron estudiados bajo
condiciones aerobias basales y también en animales sometidos a un estrés oxidativo adicional.
Para ello utilizamos un inhibidor de la actividad catalasa, el 3-amino-1,2,4-triazol (AT). En
el cobaya esta enzima estd localizada no sélo en los peroxisomas, sino también en el

citoplasma y en la matriz nuclear {Geerts y Roels, 1982; Yamamoto et al., 1988).

El tratamiento con AT fue muy efectivo, ya que provocd una desaparicion casi total
(90%) de la catalasa hepdtica en los dos grupos C BAJA +AT y C ALTA +AT. Dosis
similares de AT in vivo a las utilizadas en este experimento han sido descritas previamente
en el cobaya (Geerts y Roels, 1982) y en otras especies (Allen ef al., 1983; Aragdn et al.,
1991; Barja de Quiroga ef al., 1989; Jones y Neill, 1982; Yusa er al., 1987) y también en
hepatocitos de rata cultivados en presencia de AT (Starke y Farber, 1983).
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En el cobaya, del 56% al 87 % de la catalasa hepatica estd localizada en el citoplasma
(Yamamoto et al.., 1988). En condiciones fisioldgicas, esta catalasa citoplasmatica estd
provista con sustrato (Geerts y Roels, 1982), por lo que la inhibicién de la catalasa mediante
el tratamiento con AT conduce a un incremento en los niveles de H,0, celulares y por tanto
a un estrés oxidativo adicional. De hecho, se ha observado un aumento en la concentracion

tisuar de H.,O, en moscas suplementadas con 2mM AT en el agua de bebida (Allen ez al.,
1983).

El aumento de vitamina C en la dieta di6 lugar a un descenso en los niveles de MDA
libre, medido directamente por HPLC, en el higado de cobaya. Estos resultados muestran
que el ascorbato es capaz de disminuir la peroxidacién lipidica in vivo no s6lo en condiciones

normales sino también en animales en los que la catalasa ha sido inhibida.

El grupo C ALTA + AT presentd niveles mas altos de la razon GSH/GSSG y ademads
tanto en este grupo como en el grupo C BAJA +AT, no aumentaron los niveles de TBARS,

a diferencia de lo que ocurrié en el grupo C BAJA. Esto sugiere que, de alguna manera, el

AT protege frente al dafio oxidativo.

En estudios previos se ha demostrado que los antioxidantes enddgenos estan sujetos
a un control homeostatico. La exposicién a un estrés oxidativo in vivo puede producir
inducciones compensatorias de los antioxidantes enddgenos (L.opez-Torres et al., 1993b;
Sohal er al., 1984). Sin embargo, el tratamiento con AT a corto plazo, no produce la
induccion de otros antioxidantes (Pérez-Campo et af., 1990). En nuestro experimento, lo que
posiblemente protege son otras enzimas o proteinas inducidas por H;0,, ya que es sabido que
el H,0, induce la expresion génica de un gran nimero de proteinas con caricter defensivo

(Rushmore et al., 1991; Storz et al., 1990).

los resultados obtenidos muestran un paralelismo en el efecto de la suplementacion
con vitamina C sobre la oxidacion de lipidos y proteinas in vive. La vitamina C di6 lugar a
una disminucion (25-60%) en los niveles de carbonilos proteicos en el higado de cobayas en

condiciones basales y en animales sometidos a un estrés oxidativo adicional.

En resumen, la capacidad de ia vitamina C de disminuir Ia oxidacion de lipidos y
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proteinas tisulares in vivo indica que una proteccién antioxidante adecuada es esencial para
mantener la integridad de los lipidos y proteinas en el higado de cobaya. Esta capacidad
puede ser de gran importancia en la prevencion de enfermedades degenerativas como las
enfermedades cardiovasculares (Gaziano ef af., 1992; Gey, 1990) y el cancer (Ames, 1989a;
Block, 1991; Byers y Perry, 1992).

En el segundo experimento de esta tesis estudiamos el efecto de la suplementacion con
vitamina E en la dieta sobre el dafio oxidativo a lipidos, proteinas y ADN, y la composicién
en acidos grasos en higado y corazon de cobaya, utilizando la concentracion de vitamina C

optima encontrada en el experimento anterior (660 mg vitamina C/kg dieta).

Como consecuencia del caracter liposoluble de ia vitamina E y de su metabolismo,
los cambios en la concentracion tisular del a-tocoferol tras la suplementacion en la dieta son
relativamente lentos en comparacion con otros antioxidantes hidrosolubles como el 4cido
ascorbico. Por lo tanto, es importante el desarrollo de disefios experimentales apropiados
respecto al tiempo y dosis de suplementacion con vitamina E, que permitan obtener animales

con diferentes concentraciones tisulares de vitamina E.

Los cobayas utilizados en este estudio, mostraron diferentes concentraciones hepaticas
de vitamina E tras la suplementacion con tres cantidades diferentes de vitamina E en la dieta
durante 5 semanas. Los cobayas del grupo E BAJA (15 mg vitamina E/Kg dieta) ingerian
0,6-0,75 mg de vitamina E diarios. Esta cantidad es similar al requerimienio minimo de
vitamina E para cobayas en crecimiento, 1 mg diario (Shimotori et al., 1939; National
Reseach Council, 1978). Los animales de este grupo mostraron un crecimiento, ingesta de
alimento y comportamiento normales. Aunque sus niveles hepaticos de vitamina E eran bajos,
alcanzaban {2 pg vitamina E/g tejido. En los cobayas, se requiere una dieta totalmente
deficiente en vitamina E, administrada durante 8 semanas, para observar pérdida de peso
corporal, degeneracion del musculo esquelético y atrofia de los testiculos (National Research
Councii, 1978). Por consiguiente, los animales del grupo C BAJA no son deficientes en

vitamina L, sino que presentan niveles bajos de esta vitamina.

El grupo E MEDIA (150 mg vitamina E/kg dieta) ingirieron cantidades de vitamina

E 6 veces mayores que el requerimiento minimo diario. Ista cantidad es similar a la utilizada
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para el mantenimiento normal de cobayas. El grupo E ALTA (1.500 mg vitamina E/kg dieta)
fue disefado para clarificar si niveles de vitamina E 64 veces mayores que el requerimiento
minimo diario tendrian efectos beneficiosos o perjudiciales sobre la oxidacion de lipidos,

proteinas y ADN, vy la insaturacion de acidos grasos.

Los tres niveles de vitamina E utilizados no afectaron al peso corporal ni a la ingesta
de alimento de los animales, y fueron muy efectivos al producir diferentes concentraciones
hepidticas de «-tocoferol. Entre los grupos E BAJA y E MEDIA, y E MEDIA y E ALTA
encontramos una diferencia de 2,5 a 3 veces en el contenido hepético de vitamina E. Asi,
la vitamina E hepdtica en cobayas responde a los niveles de vitamina E en la dieta de manera

similar a lo observado previamente en ratas (Vatassery e al., 1988; Ueda e Igarashi, 1990).

A pesar de la presencia de concentraciones hepéticas de w-tocoferol ampliamente
diferentes, no se observaron variaciones en la razon GSG/GSSG, el MDA libre ni en el
contenido en carbonilos proteicos. El glutation reducido y oxidado, y el MDA libre se
encuentran en el compartimento hidrofilico y lo mismo sucede en la mayoria de las proteinas
tisulares. Estos resultados son compatibles con la funciéon de la vitamina E como un

antioxidante importante en las membranas pero no en el compartimento celular hidrofilico.

El MDA es un producto de peroxidacion lipidica que se metaboliza en las células,
principaimente en las mitocondrias. En condiciones basales no se acumula en el
compartimento acuoso, lo que si puede ocurrir en animales sometidos a un fuerte estrés
oxidativo que genere una pérdida de homeostasis. Ademas, la ausencia de diferencias en la
peroxidacion lipidica a tiempo O min, determinada mediante el test del TBA, apoya la falta

de diferencias en los niveles de MDA libre.

Los niveles de 8-OHdG no se modificaron por la suplementacion con vitamina E en
la dieta. Otros autores han observado en higado de rata una inhibicion en la formacion de 8-
OHdG por efecto de la vitamina E (Takagi et al., 1995). Las diferencias con nuestros
resultados pueden ser debidas a que en este experimento las ratas habian sido tratadas

previamenie con el hepatocarcindgeno 2-nitropropano, mientras que nosotros utilizamos

animales intactos.
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A diferencia de la ausencia de efecto en el compartimento hidrofilico, el incremento
en los niveles hepaticos de «-tocoferol del grupo E BAJA al E MEDIA inhibié fuertemente
la peroxidacion lipidica no enzimdtica (ascorbato-Fe**). Esto refleja el importante papel
antioxidante de la vitamina E en las membranas bioldgicas. El aumento de «-tocoferol en el

grupo E ALTA no did lugar a una proteccion adicional.

Algunos trabajos previos han obtenido resultados similares para roedores de
laboratorio. Una dieta con 180 mg vitamina E/kg dieta disminuyd la peroxidacion lipidica
respecto a una dieta con 86 mg/kg en higado de rata tras un mes de suplementacion, mientras
que 1.400 mg/kg no aumenté el nivel de proteccion (Gilinther er al., 1992). La
suplementaciéon con vitamina E en la dieta también disminuyd la susceptibilidad a la
peroxidacion lipidica en higado de rata (Thompson y Lee, 1993; Williams ef al., 1992), y
la peroxidacion de microsomas de higado de rata inducida por ascorbato y Fe** (Palamanda
y Kehrer, 1993). En ratones tratados durante 7 semanas con 200 mg vitamina E/kg dieta, no
se aprecid un descenso en la peroxidacion hepatica frente a ratones deficientes en esta
vitamina, aunque en este trabajo no se determinaron los niveles tisulares de vitamina E
(Sutphin y Buckman, 1991).

En el experimento anterior observamos que la suplementacion con vitamina C también
reduce los niveles de peroxidacion lipidica no enzimatica en el higado de cobayas mantenidos
en las mismas condiciones experimentales (figura D.1a). El nivel éptimo de vitamina C en
la dieta (660 mg/kg) encontrado en ese estudio, es el utilizado en el presente experimento en
todos los grupos de vitamina E. En ambos experimentos observamos niveles similares de
peroxidacion lipidica en el grupo C MEDIA E BAJA (figura D.1: segunda barraen D.la y

primera barra en D.1b).

A pesar de que en el grupo E BAJA utilizamos niveles optimos de vitamina C, este
grupo mostro valores de peroxidacion lipidica mayores que los grupos E MEDIA v E ALTA
(figura D.1b). Asi, la proteccion Optima frente a la peroxidacién lipidica hepdtica en el
cobaya requiere la suplementacion simultinea con vitaminas C y E a niveles medios. Este
resultado apoya la supuesta colaboracién entre ambas vitaminas in vivo, en la que la vitamina

C reduce al radical tocoferilo a vitamina E (Buettner, 1993; Niki, 1991).
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Los acidos grasos insaturados son las moléculas mas sensibles al dafio causado por
los radicales libres en las células. Esta sensibilidad aumenta en funcién del nimero de dobles
enlaces de cada acido graso concreto (North ez al., 1994). Se han realizado algunos trabajos
sobre el efecto de la suplementacion en la dieta con vitamina E sobre la composicion en

acidos grasos de los tejidos, aunque ninguno de ellos se ha llevado a cabo en cobayas.

Se ha descrito un descenso en la insaturacién de acidos grasos en microsomas
hepaticos de crias de rata mantenidas con una dieta deficiente en vitamina E durante 9 meses
(Clement y Bourre, 1993). En este trabajo el contenido hepético de vitamina E descendid
mucho mds que en nuestro trabajo (0,8 pg/g tejido) y en el grupo deficiente en vitamina E
se observaron descensos en los dcidos grasos insaturados 16:1, 18:1, 18:2, 20:3 e
incrementos en 18:0 v en los Acidos grasos saturados totales. Este estudio no incluyd un

grupo suplementado con dosis excesivamente altas de vitamina E.

Otros autores también han encontrado descensos en la insaturacién en microsomas y
mitocondrias de higado de ratas deficientes en vitamina E (Buttriss y Diplock, 1988). Por
otra parte, se ha descrito un descenso en el indice de insaturacion, 20:4 y 22:6 y un
incremento en 18:2 en el higado de ratas hipertensas SHR suplementadas con 2.000 mg
vitamina E/kg dieta durante 6 semanas (Koba et al., 1992). En este trabajo no se incluy6 un
grupo con niveles bajos de vitamina E, sélo se estudié la fraccion de fosfatidilcolina, y no

se valoraron los acidos grasos saturados.

Algunos autores no encontraron cambios en la insaturacién de los acidos grasos en
varios tejidos de rata tras la administracion de dietas con niveles bajos de vitamina E (Lee
y Barnes, 1969). Ciertos problemas en el disefio experimental pueden explicar estos datos
negativos. Por ejemplo, no se detectaron cambios en los acidos grasos poliinsaturados
hepéticos de ratones Swiss alimentados con dietas que contenfan @, 50 6 150 mg vitamina
E/kg dieta, pero tampoco se encontraron cambios en la concentracién hepatica de esta

vitamina (Tangney et al., 1988).

En nuestro estudio hemos observado que niveles bajos y altos de vitamina E en la
dieta, y por consiguiente en el higado, disminuyen significativamente la insaturacién de los

acidos grasos, y que la insaturacion maxima tiene lugar a niveles intermedios de vitamina E.



El efecto de la dosis baja de vitamina E ocurre incluso en animales que no son deficientes
en esta vitamina. Los efectos observados son cuantitativamente mayores en el grupo E ALTA
que en el E BAJA. debido probablemente a que el grupo E BAJA fue disehado con el fin de

evitar la deficiencia en esta vitamina.

Los cambios significativos ocurren en la misma direccion en todas las fracciones
lipidicas, excepto en fa de triglicéridos, lo que indica que el papel protector antioxidante de
la vitamina E a niveles medios tiene lugar principalmente en los lipidos de origen de
membrana. Los triglicéridos se depositan en las células hepiticas rodeados de otras moléculas
como fosfolipidos y colesterol. Esto puede protegerlos frente al estrés oxidativo, lo que
explicaria la ausencia de modificaciones encontrada en relacion con las de los fosfolipidos.
Los cambios encontrados en los fosfolipidos ocurren siempre en la misma direccién del grupo

E MEDIA a los otros dos grupos: descensos en la insaturacion de los dcidos grasos.

El descenso en la insaturacién de los acidos grasos a niveles bajos de vitamina E es
logico teniendo en cuenta el papel antioxidante de esta vitamina en las membranas lipidicas.
Respecto a la pérdida de insaturacion a niveles altos de vitamina E, se ha demostrado que
el a-tocoferol puede tener un efecto prooxidante en sistemas quimicos (Mukay et al., 1993)
y en LDL (Bowry et al., 1992) in vitro. El efecto prooxidante se ha atribuido a la reaccion
del radical tocoferilo con los lipidos insaturados y los hidroperéxidos lipidicos, generando
radicales alcoxilo y peroxilo (Mukay et al., 1993). Esta accién prooxidante no tiene fugar
si en el sistema /n vitro estan presentes concentraciones suficientemente altas de antioxidantes

como la vitamina C, que reduce al radical tocoferilo regenerando la vitamina E (Bowry et
al., 1992).

Este efecto de la vitamina E podria explicar nuestros resultados, va que la cantidad
de vitamina E en el grupo E ALTA (1.500 mg/kg dieta) sobrepasaba a la de vitamina C (660
mg/kg dieta) en este trabajo. Tampoco puede ser descartado un efecto adicional de la
vitamina E sobre la sintesis de acidos grasos poliinsaturados, puesto que se ha demostrado
que la actividad delta9- desaturasa desciende en microsomas hepdticos de ratas alimentadas
con dietas deficientes o suplementadas con vitamina E (Okayasu et al., 1977) y que
concentraciones elevadas de vitamina E (20 veces superiores a los niveles del control)

disminuye [a deltad- desaturasa en higado de rata (Despret ef al., 1992).
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En cualquier caso, los resultados de este experimento muestran los efectos
prooxidantes de la vitamina E a dosis muy bajas o muy altas, sobre los acidos grasos de
membrana en el higado in vive. El efecto prooxidante de dosis excesivamente altas de
vitamina E se pueden relacionar con sus efectos deletéreos observados en ratas (‘Takahashi,
1995) y en otros mamiferos. Se han encontrado acumulaciones masivas de vitamina E en el
bazo (15.000 ug/g) y en el higado (853 ug/g) de ratas recién nacidas tratados diariamente con
50 mg de vitamina E/kg peso corporal durante 7 dias (Hale er a/., 1995). Hay que sefalar
que las concentraciones de vitamina E encontradas en este experimento son un orden de
magnitud mayores que las observadas en nuestro estudio en el higado de los animales del
grupo E ALTA.

En nuestro experimento de suplementacion con diferentes cantidades de vitamina C
en la dieta, observamos un descenso en la insaturacién de los &cidos grasos hepéticos a
concentraciones de vitamina C muy bajas (33 mg/kg) o muy altas (13.200 mg/kg), utilizando
el mismo modelo animal, y los niveles de insaturacion mas altos se observaron a
concentraciones intermedias de vitamina C en la dieta (660 mg/kg). Esta concentracion de

vitamina C resulto suficiente para prevenir la peroxidacidn lipidica.

Para ambas vitaminas antioxidantes C y E existe un nivel intermedio de
suplementacién en la dieta, con el que se alcanza una proteccion Optima frente a la
peroxidacion lipidica y la pérdida de insaturacidn de los dcidos grasos en el higado. Este
nivel es 40 (vitamina C) ¢ 6 (vitamina E) veces mayor que el requerimiento minimo diario
para evitar los sindromes carenciales. Esto sugiere que los niveles 6ptimos de vitaminas C
y E en la dieta son mayores que la administracion diaria recomendada (RDA), mientras que
las dosis excesivamente altas pueden presentar efectos perjudiciales a nivel molecula, incluso
a dosis no letales y aparentemente no deletéreas. Estas dosis excesivamente altas de vitaminas
antioxidante deben ser evitadas por su potencial efecto nocivo, especialmente en el caso de

la vitamina E durante la suplementacion a largo plazo.

La concentracion de «-tocoferol encontrada en el corazon de los cobayas del grupo

E BAJA (7,4 pg/g) indica que estos animales poseen niveles bajos de vitamina E en este

tejido, pero no son deficientes en esta vitamina.
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La concentracion molar de «-tocoferol presente normalmente en las membranas
biologicas es tres ordenes de magnitud menor que la de las principales moléculas que
protege, los 4cidos grasos poliinsaturados. El papel antioxidante de la viamina E,
especialmente cuando esta presente a concentraciones bajas, depende del rapido reciclado del
radical a-tocoferilo (formado cuando la vitamina E reduce a los radicales peroxilo de los
tosfolipidos). Esto ocurre mediante la reduccién del radical tcoferilo por la vitamina C
(Buettner, 1993; McCay, 1985; Niki, 1991; Packer ef al., 1979) o por el glutation. En este
iltimo caso, el GSH se oxida a GSSG. La importancia relativa de estos dos reductores del
radical tocoferilo, vitamina C y glutatién, en las células se desconoce, aunque ambos pueden
trabajar sinérgicamente. Recientemente se han detectado (Wells y Xu, 1994) o purificado

(Maellaro et af., 1994) enzimas dependientes de GSH responsables de la reduccién del

radical dehidroascorbato a ascorbato.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la relevancia del sistema cardiaco
del glutaudn en relacion con la vitamina E. Mientras que los niveles de ascorbato no se
modificaron por efecto de la suplementacion con vitamina E, la razén GSH/GSSG, un
indicador del estrés oxidativo celular, aumento en funcion de la dosis de vitamina E. El perfil
de las curvas obtenidas para el o-tocoferol y la razén GSH/GSSG en relacién con la dosis
de vitamina E en la dieta resultaron muy similares (figura D.2), lo que sugiere una relacién
causa-efecto entre estos dos factores. Estos resultados indican que la vitamina E regenera el

glutation cardiaco, lo cual no habia sido descrito previamente in vive en corazon de cobayas

ni de otros mamiferos.

Los resultados de este experimento muestran que el incremento en la concentracién
del a-tocoferol cardiaco protege contra la peroxidacion lipidica no enzimética, a pesar de que
las tres dietas utilizadas contenian la dosis optima de vitamina C encontrada en el estudio
anterior de suplementacion con vitamina C. Estos resultados fueron confirmados mediante
la medida de mayor sensibilidad y especificidad del espectro de fluorescencia de TBARS, que

produce un pico similar al que se obtiene por la medida del producto de reaccion de un

estandar de MDA puro con TBA.

Se han descrito descensos en la peroxidacion lipidica en el corazén de ratas deficientes

en vitamina E respecto a las controles (Giinther ef af., 1992; Gunther ef af., 1994; Melin ef
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al., 1995: Schimke er al., 1987; Tiidus y Houston, 1993). Algunos autores no encontraron
diferencias en la peroxidacién lipidica cardiaca entre ratas que recibian 180 0 1.400 mg
vitamina E/kg dieta durante 24 dias (Giinther e al., 1992). Nuestros resultados muestran que
el incremento de vitamina E desde niveles bajos, aunque no deficientes (E BAJA), a niveles
intermedios (E MEDIA) seis veces mayores que el requerimiento minimo diario, también
aumenta la proteccion frente a la peroxidacion lipidica. Sin embargo, no se obtiene una

proteccion adicional al aumentar los niveles de vitamina E desde E MEDIA hasta E ALTA.

Numerosos estudios realizados en poblaciones humanas sugieren la capacidad de la
vitamina E para reducir la incidencia de enfermedades cardiovasculares. Estudios
epidemiolégicos realizados con 1.954 individuos de 16 poblaciones europeas mostraron que
la concentracion de w«-tocoferol en el suero es el principal parametro asociado con una baja
mortalidad causada por cardiopatia isquémica. El w-tocoferol presentaba una mejor
correlacion inversa frente a la mortalidad por esta causa que factores de riesgo clasicos como
el colesterol y la presion arterial (Gey, 1990). También se han observado descensos
significativos en la mortalidad causada por enfermedades coronarias en estudios
longitudinales en 87.245 enfermeras (Stampfer ez al., 1993), 39.910 profesionales de la salud
(Rimm et ai., 1993) y en 5.133 finlandeses (Knekt et al., 1994) tras la suplementacion con
vitamina E, con reducciones en el riesgo que alcanzaban el 32-65%. La capacidad

antiaterogénica de la vitamina E también ha sido demostrada recientemente en primates

(Verlangieri y Bush, 1992).

Los primeros mecanismos moleculares que subyacen en estos efectos protectores se
relacionan, probablemente, con la capacidad de la vitamina E de disminuir la sensibilidad a
la peroxidacion lipidica cardiaca y de mantener al glutatién en su estado reducido. Se ha
observado recientemente que la actividad ATPasa Na'/K* miocardica, una enzima
fundamental en el mantenimiento de las propiedades bioeléctricas de los miocitos, estd
estrechamente relacionada con el contenido en glutation reducido del musculo cardiaco

(Haddock er al.. 1995).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que cantidades intermedias de
vitamina E (E MEDIA) son suficientes para disminuir la peroxidacién lipidica, mientras que

se necesitan niveles altos de esta vitamina (E ALTA) para obtener los valores mas altos de
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la razon GSH/GSSG. En cualquier caso, estos resultados muestran que un descenso en la
peroxidacion lipidica junto con un aumento en la razén GSH/GSSG se obtiene en el corazon

con dosis de vitamina E mucho més altas que el requerimento minimo diario.

La importancia de la suplementacién optima con vitamina E en el mantenimiento de
la salud y la prevencion de enfermedades parece especialmente mmportante en el caso del
corazon, ya que el tejido muscular de mamiferos, incluido el misculo cardiaco, es
especialmente pobre en defensas antioxidantes enddégenas. Ademds, el misculo cardiaco
muestra el mayor consumo de oxigeno basal (5 ml O,/g.h} y maximo (18 ml O,/g.h) asi
como el mayor contenido en citocromo ¢ entre los organos vitales, y la diferencia en la
concentracion de citocromo ¢ entre el corazon y el resto de los tejidos es todavia mayor en
los humanos que en las ratas (Tyler, 1992). Consecuentemente, la razén GSH/GSSG es
menor en el corazon que en el higado de cobaya. La presencia simuitinea en el corazon de
una capacidad antioxidante enddgena baja con una elevada tasa de metabolismo mitocondrial
aerobio (que incrementaria la tasa de produccién de radicales libres) para mantener la
contraccion cardiaca, puede conducir ficilmente a un estrés oxidativo enddgeno en este
organo. Esto se puede relacionar con el hecho de que el fallo cardiaco se encuentre en primer
lugar entre las causas de muerte por fallo de un sdlo 6rgano en la mayoria de los paises
industrializados. La capacidad de la vitamina E de proteger al corazén frente al estrés
oxidativo, observada en este trabajo en el modelo del cobaya, puede ser de gran utilidad

frente a la principal causa de muerte en humanos.

El shock séptico es un fendmeno sistémico que se produce tras una infeccion aguda
y da lugar a un descenso en la presion sanguinea, un aumento de la frecuencia respiratoria
y cardiaca, y puede producir en pocas horas coagulacion intravascular y un fallo orgénico
generalizado (French er al., 1994). En este trabajo utilizamos lipopolisacarido (LPS) de E.
coli serotipo 0111:B4 para la induccién experimental del shock séptico en el cobaya. Aunque
el mecanismo preciso de la sepsis inducida por endotoxinas bacterianas es desconocido, se

relaciona con una inadecuada perfusién tisular (James er al., 1995) y con la produccién de

radicales libres (McCord, 1987).

En nuestro estudio, los cobayas que recibieron dosis bajas de vitaminas C y/o E

presentaron una deficiencia marginal, como ocurria en los experimentos anteriores, ya que
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ingirieron como media 1,3 mg de vitamina C y/o 0,6 mg de vitamina E diarios, cantidades

similares a los requerimientos minimos diarios.

Al finalizar las cinco semanas de suplementacion con diferentes cantidades de
vitaminas C y E en la dieta, y antes de!l tratamiento con LLPS, los grupos que recibieron dosis
bajas de vitamina C (C BAJA E BAJA y +LPS +E) presentaron una reduccion en la ingesta
y el crecimiento, como ya habiamos observado en el primer estudio de este trabajo de

suplementacion con vitamina C.

El higado es un 6rgano fundamental en la destoxificacion del lipopolisacarido (LPS)
bacteriano durante el shock endotdxico, con la participacion de las células parenquimatosas
y sinusoidales (Nolan, 1981). Este proceso se acompafa de dafio hepatocelular iniciado por
la activacion, inducida por LPS, de células fagociticas como los neutrofilos y las células de
Kupffer. Se han realizado numerosos estudios en el higado sobre la relacion entre la
endotoxina y el estrés oxidativo (Clements y Habib, 1995; Dhaunsi ef al., 1993; Ouchi ef
al., 1993).

La quimioluminiscencia indica el nivel de oxigeno singlete in vivo (Cadenas y Sies,
1984}, y un aumento de aquella refleja un incremento de la concentracion intracelular de O,
singlete y la presencia estrés oxidativo. En ratas sometidas a septicemia, se ha observado que
Ja quimioluminiscencia hepatica aumenta a las 24 h del desarrollo del shock endotdxico y este

aumento estd asociado al de enzimas marcadoras de dano hepético (Llesuy er al., 1994).

Diversos estudios han demostrado que antioxidantes como la superdxido dismutasa
(Koyama ef al., 1992), la catalasa (Milligan et al., 1988; Seckamp er al., 1988), el acido
ascOrbico (Dwenger ef al., 1994}, la dimetiltiourea (Olson ez al., 1987) y la N-acetilcisteina
(Bernard ef al., 1984) atendan el dano pulmonar causado por la endotoxina. Estas

observaciones confirman el importante papel de las especies reactivas del oxigeno en el dafio

producido por la endotoxina.

En otros estudios, sin embargo, el grado de necrosis hepatocelular y los niveles
plasmaticos elevados de transaminasas hepaticas inducidos por la endotoxina, no fueron

atenuados por el tratamiento con SOD, catalasa, o-tocoferol o alopurinot, aunque en este
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trabajo no se determinaron los niveles hepaticos de estos antioxidantes {Shibayama y Nakata,
1993). Tampoco el selenio protege frente a la hepatotoxicidad producida por la endotoxina

(Shibayama et al., 1994).

Por otra parte, se ha observado que el tratamiento con concentraciones bajas de
endotoxina tiene un efecto protector frente a la toxicidad del oxigeno, debido a la induccion

de enzimas antioxidantes (Frank ef af., 1978).

Los niveles de dcido ascorbico y a-tocoferol que encontramos en el higado de los
cobayas reflejaron las dosis de estas vitaminas empleadas en la dieta. En los grupos que
recibieron dosis bajas de vitamina C en la dieta, los niveles de 4cido ascérbico hepatico no
alcanzaron niveles detectables. Los resultados obtenidos indican que el dcido ascorbico
influye sobre los niveles de a-tocoferol, ya que el grupo suplementado con ambas vitaminas
(+LPS +C+E) presentd valores significativamente mayores de «-tocoferol que el grupo
suplementado solo con vitamina E (+LPS +E). Esto sugiere que el efecto sinérgico entre
ambos antioxidantes demostrado in vitro (Niki et al., 1985; Packer et al., 1979), podria
ocurrir también in vive. El 4cido ascorbico regenera al radical tocoferilo a w-tocoferol
protegiendo, de una manera indirecta, a las membranas bioldgicas. En los cobayas intactos
utilizados en los experimentos anteriores, los bajos niveles de estrés oxidativo evitarian el
consumo del a-tocoferol en los animales deficientes en vitamina C. Por el contrario, el
tratamiento con LPS genera un estrés oxidativo adicional, que da lugar a un mayor consumo
de la vitamina E, por lo se pone de manifiesto el papel del acido ascorbico como regenerador

del «-tocoferol.

La razon GSH/GSSG, un estimador del estrés oxidativo celular, presentdé una

tendencia a mostrar valores mas altos en los grupos suplementados con vitaminas.

Se ha observado que la endotoxina induce un aumento en la peroxidacién lipidica
hepatica asociada con la produccion de radicales superoxido e hidroxilo en las células de
Kupffer (Bautista y Spitzer, 1990; Ghezzi et af., 1986). Sin embargo, la hepatotoxicidad
producida por la endotoxina no aumenta en ratas por la ingestién de aceite de maiz

peroxidado (Shibayama, 1992).
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También se ha descrito la acumulacién de sustancias reactivas al TBA (Sakaguchi er
al., 1991), dienos conjugados (Clements y Habib, 1995) y quimioluminiscencia (French et
al., 1994) y descensos en los niveles de glutation reducido y antioxidantes liposolubles

(Ohtake y Ogawa, 1984) en el higado de roedores expuestos a endotoxina de E. coli.

En higado de rata in vivo, los niveles de MDA incrementaron en la fase aguda del
shock endotoxico, descendiendo por debajo de los valores controles durante la fase de
recuperacion, mientras que lo contrario ocurre en la actividad enzimatica SOD (Portolés et
al., 1993).

En nuestro estudio, el tratamiento con LPS no modificé los niveles de MDA ni de los
productos de peroxidacion lipidica in vive (TBARS a 0 min) en el higado. Tampoco se
observé un aumento de la peroxidacion lipidica in vitro entre los grupos C BAJA E BAJA
y +LPS, aunque ambos grupos presentaron niveles elevados de TBARS debido a las baja
concentracion hepdtica de vitamina E y a la ausencia total de vitamina C. Por el contrario,
la suplementacion con vitaminas en la dieta disminuy6 significativamente la susceptibilidad
a la peroxidacion lipidica en relacion con los grupos no suplementados. Estos resultados

coinciden con los obtenidos en los dos experimentos anteriores.

La concentracion hepética de carbonilos proteicos aumenié significativamente como
consecuencia del tratamiento con LPS, lo que sugiere la existencia de dafio oxidativo a
proteinas durante el shock endotoxico. Este efecto no se presentd en los grupos
suplementados con vitamina C, o que indica un papel de esta vitamina C como antioxidante

en la fraccion soluble, como habiamos observado en el primer experimento de esta tesis.

El dafio oxidativo al ADN, estimado mediante la determinacién de §-OHdG, tendio
a aumentar por efecto del tratamiento con endotoxina, y este efecto tue revertido por la

suplementacion con icido ascorbico, a-tocoferol y, de una forma mas acusada, con ambas

vitaminas.

En el experimento de suplementacion con diferentes cantidades de vitamina C en la
dieta, habiamos observado que el tratamiento con dosis bajas de esta vitamina, eliminaba el

acido ascorbico cardiaco, mientras que dosis medias o altas producian un aumento en sus
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niveles. En los cobayas tratados con LPS, encontramos el mismo resultado en los grupos que
recibieron dosis bajas de vitamina C (C BAJA E BAJA, +LPS y +LPS +E). Sin embargo,
los grupos tratados con dosis medias de esta vitamina (+1.PS +C y +LPS +C+E) la
concentracion cardiaca de acido ascérbico no resulté detectable, lo que indica que el
ascorbato es consumido tras el tratamiento con LPS. Estudios previos sobre la accion de la
endotoxina en tejidos animales se han realizado en animales capaces de sintetizar el
ascorbato. Por esta razén, probablemente, este efecto de la endotoxina sobre los niveles de

acido ascorbico cardiaco no han sido descritos anteriormente.

Recientemente se ha descrito un efecto protector parcial frente a la endotoxina con
el antioxidante N-acetilcisieina en el corazén (Zhang et al., 1994) y con ascorbato en el
pulmén (Dwenger et al., 1994), y se ha observado la capacidad de la endotoxina de
promover la oxidacion del ascorbato (Stark ef al., 1988). El consumo total del ascorbato en

el corazon, a diferencia de lo que sucede en el higado, indica su relevancia en este tejido.

En un estudio en humanos con shock séptico se ha observado un desequilibrio
prooxidante/antioxidante, junto con un descenso en los niveles de antioxidantes (Ogilve ef
al., 1991). Ademas, recientemente se ha demostrado un alto consumo de ascorbato en plasma
y una rdpida degradacion del ascorbato suministrado en pacientes con sepsis (Galley ez al.,
1996). La administracion de antioxidantes a modelos animales con sepsis aumenta la
supervivencia (Goode v Webster, 1994) y el tratamiento con ascorbato, a-tocoferol, selenio
y N-acetilcisteina reduce en un 50% la mortalidad en humanos con sindrome de distrés

respiratorio agudo (Sawyer ef al., 1989).

Esta informacién sugiere que los antioxidantes poseen un valor protector frente a la
infeccion. El 4cido ascOrbico puede ser elegido por tratarse de un antioxidante natural, cuya
conceniracion tisular puede ser ficilmente aumentada mediante la suplementacion en la dieta
y que no presenta efectos secundarios en humanos a dosis inferiores a 1 g diario. Los
humanos, como los cobayas, no son capaces de sintetizar el ascorbato. Es posible que en
humanos, como hemos observado en el corazdn de cobaya, el ascorbato represente, al mismo

tiempo, una diana primaria y una sustancia protectora frente a la toxicidad inducida por la

endotoxina.



Vitaminas antioxidantes y estrés oxidativo DISCUSION 266

En nuestro estudio, la peroxidacién lipidica en corazon de cobaya no se modifico por
el tratamiento con endotoxina. La suplementacion con vitamina E, séla (+LPS +E) o en
combinacion con vitamina C (+LPS +C+E), dié lugar a un descenso en la peroxidacion
lipidica en presencia de LPS. Asj, el valor protector de la vitamina E que habiamos
encontrado en cobayas sanos en el estudio de suplementacién con vitamina = en la dieta, se
mantiene en animales tratados con endotoxina. Ademads, la concentracién de vitamina E, el
principal antioxidante liposoluble, no se modificd por el tratamiento con LPS. Estos
resultados sugieren que el estrés oxidativo agudo inducido por la endotoxina en el miocardio
del cobaya, no ocurre primariamente en la fraccién lipofilica. Esta idea es apoyada por el

efecto de la endotoxina sobre los niveles de ascorbato, antioxidante hidrosoluble.

En la segunda parte de esta tesis estudiamos el efecto de la suplementacion con acido

ascorbico y a-tocoferol en la dieta en el higado y el plasma de ratas ODS.

En este estudio, las concentraciones hepdticas de vitamina E reflejaron los niveles de
esta vitamina en la dieta en las tres dosis seleccionadas, mientras que en plasma, la
concentracidn de vitamina E mostré dependencia de la dieta solo entre los grupos E BAJA
y E MEDIA. La concentracion de vitamina C fue dependiente de la dieta en los tres niveles

de suplementacién estudiados, tanto en higado como en plasma.

La suplementacion en la dieta con vitamina C no modificé los valores de TBARS in
vivo o in vitro en higado ni en plasma y esto fue confirmado mediante la determinacién
especifica de hidroperoxidos lipidicos PCOOH y PEOOH. Un estudio previo en ratas ODS

(Kimura et al., 1992) también mostrd una carencia de efecto de la vitamina C sobre los

niveles plasmaticos de TBARS.

Otros autores han demostrado la capacidad de la vitamina C en la dieta de disminuir
los niveles hepaticos de TBARS en el cobaya (Chen y Chang, 1978) y en nuestro estudio en
higado de cobaya también hemos observado que la suplementacion con vitamina C en la dieta
es capaz de disminuir los niveles de MDA libre. La diferencia entre estos resultados y los
que hemos encontrado en este estudio en ratas ODS puede ser debido a la utilizacién de
variaciones de vitamina C en la dieta mas amplias o tiempos de suplementacién mayores en

fos estudios llevados a cabo en cobayas, o a diferencias intrinsecas en respuesta a la
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suplementacion con vitamina C entre los dos modelos animales.

En 1968, Tappel sugiri¢ por primera vez una accion sinérgica entre la vitamina C y
la vitamina E para eliminar radicales libres (Tappel, 1968). Diversos estudios realizados in
vitro indican que el acido ascorbico presente en la fase acuosa reacciona eficieniemente con
el radical «-tocoferoxilo producido en liposomas en proceso de peroxidacion lipidica,

regenerando al «-tocoferol y por tanto su capacidad de eliminar radicales libres.

Scarpa y colaboradores demostraron este efecto sinérgico en liposomas de
fosfatidilcolina utilizando un método de resonancia paramagnética de electrones (Scarpa et
al., 1984). La reduccion del radical «-tocoferilo por parte de la vitamina C también ha sido
confirmada mediante espectroscopia en soluciones homogéneas (Packer et al., 1979).
Experimentos con generadores de radicales libres liposolubles en dispersiones acuosas,

también han demostrado este efecto (Niki ef al., 1985; Burton e Ingold, 1986).

Aunque esta interaccién entre la vitamina C y el radical de la vitamina E ocurre in
vitro, actualmente no se ha determinado si este tipo de interaccidén también tiene lugar in
vivo. Bendich y colaboradores mostraron que el nivel de vitamina E encontrado en plasma
y puimon en cobayas suplementados con acido ascérbico que en cobayas alimentados con la
misma dieta pero sin ascorbato (Bendich et al., 1984). Este efecto sinérgico antioxidante
entre la vitaminas C y E también se ha descrito en el higado y el pulmén de cobayas

alimentados con aceite oxidado (Miyazawa et al., 1986).

fLos resultados de nuestro estudio sugieren la existencia de un cierto sinergismo in
vivo en condiciones basales ya que el contenido en vitamina E en el plasma aumentd en
funcién del la cantidad de vitamina C en la dieta en las ratas ODS alimentadas con la dieta
de bajo contenido en vitamina E (E BAJA). Esto es compatible con las relaciones molares
relativas entre ambos antioxidantes (mucho mayores en el caso de la vitamina C) y con el

sentido de la interaccion redox propuesto: la vitamina C reduce al radical de la vitamina E.

Diversos autores han descrito la capacidad de la vitamina E de disminuir la
peroxidacion lipidica. La suplementacion en la dieta con vitamina E disminuyé los niveles

de TBARS in vivo en higado de rata (Glnther et al., 1992; Wolf et al., 1993; Yoshizawa et
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al., 1991) y disminuy6 los valores de TBARS in vitro en microsomas hepaticos de rata
(Palamanda y Kehrer, 1993) y disminuy6 la produccién de pentano ir vivo en ratas (Litov
et al.. 1981). Nosotros también hemos observado un descenso en los niveles de TBARS en

higado de cobayas suplementados con vitamina E.

Los resultados obtenidos en este experimento muestran que las ratas ODS también
responden al tratamiento con vitamina E en la dieta con una reduccioén de los valores de
TBARS in vivo tanto en higado como en plasma y con un claro descenso en la sensibilidad
a la peroxidacion lipidica hepatica (TBARS in vitro), 1o que encaja con el funcionamiento de

la vitamina E como antioxidante en la region lipofilica de los sistemas biolégicos.

El descenso de los valores de TBA in vitro en el higado e in vive en plasma se pueden
observar del grupo E BAJA al grupo E MEDIA,| mientras que el incremento en vitamina E
en el grupo E ALTA no produjo beneficios adicionales. Estos resultados son coincidentes con

los que hemos encontrado para los valores de TBA in vitro en cobayas suplementados con

vitamina E.

La reduccion en los valores de peroxidacion lipidica observados en este experimento
mediante el test del TBA fueron confirmados mediante una técnica de HPLC de alta
espectficidad. Los hidroperéxidos lipidicos se generan durante el proceso de peroxidacion
lipidica con anterioridad a la fragmentacion de la cadena que conduce a una gran variedad

de productos, por o que constituyen unos marcadores ideales de la peroxidacion lipidica.

En este experimento, la concentracion hepdtica de hidroperéxidos de fosfatidilcolina
y de fosfatidiletanolamina (PCOOH y PEOOH) descendié in vive a medida que aumentaba
el contenido de vitamina E en la dieta. El descenso en los niveles de PEOOH se observa ya
en el grupo E MEDIA, mientras que se necesitan niveles mas altos de vitamina E (E ALTA)

para observar una reduccion significativa en los niveles de PCOOH.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, podemos deducir que la determinacion
de las cantidades Optimas de vitaminas en la dieta, uno de los objetivos principales de la
investigacion sobre vitaminas antioxidantes, puede variar dependiendo del parametro

estudiado. Sin embargo, los resultados obtenidos en este experimento indican que esas
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cantidades optimas son mucho mas altas que aquellas necesarias para evitar los sindromes
carenciales. Las concentraciones de vitamina E observadas en el grupo E BAJA son mayores

que [as tipicas de ratas deficientes en esta vitamina, lo que apoya la conclusion anterior.

Se ha descrito la capacidad de la vitamina E para inhibir la acumulacion de
hidroperdxidos lipidicos en ratas intoxicadas con tetracloruro de carbono (Miyazawa ef al.,
1990}. Sin embargo, el efecto protector de la vitamina E sobre la formacion de
hidroperdxidos lipidicos in vivo en ausencia de cualquier tipo de manipulacion experimental
que incremente el estrés oxidativo sobre los niveles basales no habia sido descrita

anteriormente.

Las ratas ODS se utilizaron para estudiar simultaneamente la capacidad de las
vitaminas C y E en la dieta de proteger contra la peroxidacion lipidica en higado y plasma
en animales en ausencia de un estrés oxidativo. La vitamina C aumento el contenido en
vitamina E en plasma en los grupos E BAJA. La suplementacién con vitamina E en la dieta,
de acuerdo con trabajos realizados en otros modelos animales, disminuyé la peroxidacion
lipidica en higado y plasma medida por el test del TBA. Esta capacidad fue confirmada a
través de una determinacion de PCOOH y PEOOH altamente especifica mediante HPLC con

deteccion de quimioluminiscencia.

En la Gitima parte de esta tesis, estudiamos el efecto de la suplementacién con acido
ascorbico y a-tocoferol en la dieta sobre los productos de peroxidacién lipidica en la orina

humana.

La estimacion del estrés oxidativo global de todo el organismo mediante la
determinacion de los productos de peroxidacion lipidica en la orina constituye un medio de
determinar el estrés oxidativo en humanos de una manera sencilla y no invasiva (Kosugi ef

al., 1994; Dhanakoti y Draper, 1987).

En las muestras de orina, la determinacién de productos de peroxidacién lipidica
mediante la determinacion espectrofotométrica clisica de TBARS estd sujeta a ciertas
interferencias. Por otra parte, la deteccion directa de MDA libre mediante HPLC (Bull y

Marnett, 1985) presenta la limitacion de que el MDA libre no estd presente de una forma
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consistente en la orina de animales alimentados con una dieta estandar (Hadley y Draper,
1989). Esto es debido. probablemente, al metabolismo del MDA en los tejidos por enzimas
como la aldehido deshidrogenasa mitocondrial o a ia reacciéon del MDA con el nitrégeno de
guanina y citosina o con grupos amino de proteinas y fosfolipidos (Lee ef af., 1992; Draper

y Hadley, 1990 Kosugi ef al., 1993).

Se ha descrito que diversos compuestos como el N-a-acetil-(2-propenal}lisina (McGirr
et al., 1985), su forma no acetilada N-e-(2-propenai)lisina (Draper ef al., 1988), N-(2-
propenal)serina (Hadley y Draper, 1988) y N-(2-propenal)etanolamina (Hadley y Draper,
1989) son responsables de mas del 75% del cromogeno formado por reaccidon con el TBA
en la orina de rata 0 humana., Algunos de estos compuestos son de origen enddgeno en

animales intactos (Hadley y Draper, 1989).

Toda esta informacion sugiere que la medida de productos de peroxidacion lipidica
en la orina debe ser estimada mediante medidas apropiadas de las sustancias TBA positivas
en lugar de la deteccion directa de MDA (Kikugawa ef al., 1992). La medida de TBARS
permite la estimacion simultinea de diversos intermediarios y productos de peroxidacion
lipidica, lo que hace a este método mucho mas sensible al estrés oxidativo in vivo
(Guichardant er al., 1994).

El Gnico requerimiento para la aplicabilidad directa del test del TBA a las muestras
biolégicas in vivo es la utilizacion de un método que elimine las interferencias de sustancias
no relacionadas con la peroxidacion lipidica. Recientemente se ha centrado mucha atencion
en la medida de TBARS por HPLC con deteccion espectrofotoméirica (Kosugi et al., 1994,
Guichardant et al., 1994) por su alta fiabilidad. Sin embargo, se requieren métodos mas

simples, rapidos y sensibles, y que mantengan la capacidad de eliminar las interferencias.

La fluorimetria presenta la importante ventaja de una alta sensibilidad en relacién con
las técnicas de HPLC con deteccion UV (Richard et af., 1992; Knight e al., 1987; Iwata y
Kikugawa, 1987; Wong et al., 1987). Ademas, la medida de TBARS por fluorescencia
elimina la interferencia de diversas sustancias (Bird y Draper, 1984; Okawa et al., 1979).
Un estudio reciente (Richard ef al., 1992) demuestra que la medida directa de los niveles de

TBARS por fluorescencia correlaciona con los determinados en las mismas muestras
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mediante HPLC con deteccion UV a 532 nm (r=0,8; p<0,0001).

En el presente estudio, la determinacion de sustancias TBA positivas fluorescentes en
la orina humana se llevo a cabo realizando un barrido de todas las muestras entre 500 y 600
nm de longitud de onda de emisidn. Los picos de emision obtenidos, que estaban
especialmente bien definidos en los sujetos con vlores mas altos de TBARS, mostraban la
misma forma y el mismo maximo que los del complejo MDA-TBA. Esto confirma la alta

especificidad de la medida de TBARS por fluorescencia en la orina humana.

La reducida variabilidad obtenida en nuestros resultados se puede relacionar con el
hecho de que los valores de TBA se refirieron a la concentracion de creatinina para corregir
la variaciones en el volumen de orina (Knight ef al., 1988), y con la cuidadosa seleccién y

el cercano seguimiento de los sujetos.

Una importante materia de discusién en relacion con las medidas de TBARS
fluorescentes es la seleccion de una longitud de onda de excitacion apropiada. Mientras que
todos los autores coinciden en medir la emision de fluorescencia en el intervalo 532-539 nm,
el método original descrito por Yagi en 1976 y otros trabajos posteriores (Draper ef al.,
1993; Therasse y Lemmonier, 1987; Tatum et al., 1990) recomiendan 515 nm ¢ 525 nm

como longitud de onda de excitacidn con el fin de evitar el solapamiento de los espectros.

Otros autores, sin embargo, prefieren seleccionar la longitud de onda de excitacidn
entre 532-539 nm para aumentar la sensibilidad (Yin, 1995) y proponen un barrido
sincronizado (Yin, 1995; Conti ef al., 1991) para evitar el solapamiento de los espectros que
se produce en muestras extraidas con n-butanol, debido a la cercania entre las longitudes de

onda de excitacion y de emision.

Los resultados obtenidos en este experimento indican que la longitud de onda de
excitacion dptima en muestras de orina humana extraidas con n-butanol corresponden a la
descrita originalmente por Yagi para plasma sangufneo, puesto que tras maltiples prebarridos
de excitacion-emision de fluorescencia, encontramos que la longitud de onda de excitacidn
optima era 503 nm. A esta longitud de onda se observaba una alta sensibilidad al mismo

tiempo que las longitudes de onda de excitacion y emision se mantenian suficientemente
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separadas como para evitar el solapamiento de ambos espectros.

Cuando estas longitudes de onda oOptimas son seleccionadas, se obtienen picos de
fluorescencia idénticos en las muestras de orina humana y en el MDA puro, asegurando

también la alta especificidad del método.

Estudios previos han demostrado incrementos en los productos de peroxidacion
lipidica en la orina en diversas situaciones fisioldgicas como el ejercicio (Kosugi er al.,
1994), ciertas enfermedades (Ferndndez y Videla, 1989; Yagi ef al., 1981) o en situaciones
de deficiencia en vitamina E (Lee er al., 1992; Draper et al., 1984}. La vitamina E, aunque
sOlo en combinacion con vitamina C y butithidroxitolueno, protege parcialmente contra estos

incrementos en rata (Kosugi et al., 1994).

Se han descrito pequeiias reversiones parciales en los incrementos en TBARS en orina
determinados por espectrofotometria inducidos por el ejercicio en 4 hombres tras tomar 800
mg diarios de vitamina E durante 12 dias (Meydani ef al., 1993). Nuestro estudio realizado
en 21 jovenes sanos muestra la capacidad de 100 mg de vitamina E de disminuir los niveles
de TBARS en orina en individuos que realizan sus actividades normales y en ausencia de

cualquier estrés oxidativo adicional. Esto no ha sido descrito previamente en humanos.

Se ha demostrado que la suplementacion con 100 mg de «-tocoferol (la misma dosis
que la utilizada en nuestro estudio) durante 6 afios, puede prevenir las primeras etapas de [a

aterosclerosis coronaria, mediante el descenso de la peroxidacion de LDL (Takamatsu ef al.,
1995).

Un estudio realizado en la Universidad de Tufts, en Boston, con 32 individuos sanos
de 60 anos de edad en adelante, demuestra que la suplementacién con vitamina E produce
un aumento de la respuesta inmune y un descenso de la concentracion de peroxidos lipidicos

en plasma (Meydani ef al., 1994).

Los individuos de este estudio recibieron 800 mg diarios de vitamina E o placebo
duranie 30 dias. No se observaron efectos secundarios en ningln caso. La suplementacion

no afectd al peso corporal, proteinas plasmadticas totales, albumina, giucosa, colesterol total,
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triglicéridos, bilirrubina, fosfatasa alcalina, indicadores de las funciones hepatica y renal,
estado hematoldgico, hormonas tiroideas y aclaramiento de creatinina. La suplementacidn
aumento significativamente los niveles de vitamina E en sangre y los niveles plasmdticos de
zinc. El efecto sobre el zinc puede reflejar una interaccion entre los dos nutrientes. Estos
datos indican que la suplementacidn con vitamina E a corto plazo, a dosis relativamente altas

como 800 mg/dia, no presenta efectos adversos en individuos adultos sanos.

En resumen, este experimento muestra que la medida directa mediante fluorescencia
de TBARS en la orina se puede utilizar en humanos para estimar el estrés oxidativo del
organismo de una manera no invasiva. Con la utilizacion de este método hemos observado
la capacidad de la suplementacion oral con dosis relativamente bajas de vitamina E de

disminuir los productos de peroxidacion lipidica en la orina de varones jévenes sanos.
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1. La suplementacion con vitamina C en la dieta disminuye el dafio oxidativo a lipidos

y proteinas en el higado de cobaya in vivo en condiciones basales.

2. La suplementacién con vitamina E no modifica los indicadores de estrés oxidativo
en el compartimento hidrofilico y disminuye la peroxidacién lipidica en el higado, mientras
que en el corazdn aumenta la razéon GSH/GSSG y protege contra la peroxidacion lipidica en

cobayas in vivo en condiciones basales.

3. Tanto dosis muy bajas como muy altas de vitaminas C y E producen un descenso

en la insaturacion de los acidos grasos de los fosfolipidos de membrana.

4. La determinacion de las cantidades dptimas de vitaminas en la dieta, puede variar
dependiendo del parametro estudiado. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo
indican que esas cantidades Optimas son mucho més altas que aquellas necesarias para evitar

los sindromes carencilales.

5. El tratamiento con 3-amino-1,2,4-triazol (AT) no modificé los niveles de estrés
oxidativo a la dosis y tiempo estudiados. La suplementacion con icido ascorbico disminuy6

el dano oxidativo a lipidos y proteinas tanto en los animales intactos como en los tratados con
AT.

6. En el higado de cobayas tratados con LPS se observa un efecto sinérgico in vivo

entre las vitaminas C y E, mientras que este efecto no es patente en animales intactos.

7. El tratamiento con LPS de E. coli produce en el higado de cobaya un aumento del
dafio oxidativo a proteinas que es revertido por accion de la vitamina C. Las vitaminas C y

E pueden proteger frente a la peroxidacion lipidica hepatica (TBARS) en animales tratados

con endotoxina.
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8. La suplementacion con vitamina E séla o en combinacion con vitamina C, es capaz
de proteger contra la peroxidacion lipidica cardiaca en presencia de LPS. El estrés oxidativo
agudo inducido por la endotoxina en el miocardio de cobaya, no opera principalmente sobre
la fraccion lipofilica. El acido ascdrbico es una diana antioxidante primaria durante el shock
endotdxico en el corazon de cobaya. El ascorbato podria tener un valor preventivo importante

frente al dafio producido por los radicales libres durante e! shock endotdxico.

9. En las ratas ODS, la suplementacion con vitamina C aumenta los niveles
plasmaticos de vitamina E, a niveles bajos de vitamina E en la dieta, lo que apoya el efecto

sinérgico de ambas vitaminas in vivo.

10. La suplementacion con vitamina E en [a dieta disminuye los niveles de productos
de peroxidacion lipidica (TBARS) y de hidroper6xidos lipidicos en higado y plasma de las
ratas ODS.

11. La suplementacién oral con dosis relativamente bajas de a-tocoferol (100 mg/dia)

da lugar a un descenso en los productos de peroxidacion lipidica en la orina de varones

jovenes sanos.
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