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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

“Investigar significa pagar por adelantado y entrar sin saber lo que se va a ver”
(J. Robert Oppenheimer)
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Capitulo 1

1.1.- INTRODUCCION

Aunque son ampliamente conocidos los beneficios que se derivan del
ejercicio fisico, también existe considerable evidencia de que, durante su practica,
aumenta la produccion de radicales libres (RL) que producen dafio oxidativo en el
tejido muscular, higado, sangre y, posiblemente, en otras estructuras (Davies et al.,
1982). Recientemente, se ha incrementado sustancialmente el interés en este topico,

asi como en los efectos de las terapias antioxidantes.

Si bien existen algunos informes acerca del aumento del rendimiento fisico a
partir de tratamientos con antioxidantes, los resultados de la suplementacion con
estas sustancias deben ser esperados a largo plazo y verse reflejados en la
disminucion del deterioro del rendimiento corporal producido por el envejecimiento
y en el incremento de los beneficios derivados de la préctica regular tanto en el

deportista, como en el individuo fisicamente activo.

Existen diversas fuentes de produccion de RL durante el ejercicio (Konig et
al., 2002):

a) Por un escape de electrones, probablemente a nivel de la ubiquinona-
citocromo b, en la cadena mitocondrial de transporte de electrones con
produccion de anidn superoxido.

b)  Por la isquemia-reperfusion que se produce durante el ejercicio.

c) Laautooxidacion de catecolaminas.

d) La xantina oxidasa (XO) cataliza reacciones de degradacion de AMP
durante la isquemia muscular.

e) La peroxidacion lipidica del acido araquidénico.

f)  Laalteracion de la homeostasis del calcio.

g) Como consecuencia de la reaccidn de explosion respiratoria debido a la
activacion de los leucocitos polimorfonucleares (PMF) tras el dafio

muscular inducido por el ejercicio.
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El anién superéxido (O,") producido por los mecanismos anteriormente
mencionados, puede reaccionar con otra molécula similar en presencia de protones
(dismutacién), para producir peroxido de hidrogeno (H20,), reaccion catalizada por
la superoxido dismutasa (SOD). ElI H,O, puede reaccionar con metales de
transicion para producir el radical hidroxilo (HO®), una de las especies reactivas del
oxigeno mas tdxicas, que puede dafar proteinas, lipidos y acidos nucleicos
(Aruoma, 1998).

Los RL que se producen durante el ejercicio, son especies quimicas
altamente reactivas, que generan reacciones descontroladas produciendo
entrecruzamientos de las cadenas del ADN, proteinas y lipidos en la misma
molécula o entre moléculas (Southorn, 1988). También pueden provocar dafios
oxidativos en importantes grupos funcionales de las biomoléculas, acelerando el

envejecimiento y las enfermedades asociadas (Aruoma, 1998; Dhalla, 2000).

A lo largo de su evolucion, el cuerpo humano ha desarrollado mecanismos
antioxidantes de defensa, bajo la forma de enzimas y compuestos. Sin embargo,
durante la actividad fisica, ain en individuos entrenados, es previsible una
importante produccién de RL y, por lo tanto, un mayor requerimiento de
mecanismos de defensa. Algunas de las defensas antioxidantes mejoran con el
entrenamiento realizando una dieta apropiada, pero pueden ser agotadas cuando se

excede el nivel de ejercicio en intensidad y/o duracion (Brites, 1999).

Los antioxidantes desempefian una importante funcién para la prevencion de
numerosas patologias, incluyendo enfermedades cardiovasculares y cerebrovascula-
res, ciertos tipos de tumores y numerosas afecciones relacionadas con el

envejecimiento (Halliwell, 1994).

El conocimiento del modo como interactlian los antioxidantes ofrece bases
racionales para desarrollar estrategias nutricionales y de intervencion farmacolégica

(Sen, 1995a) que permitan afrontar tanto el progreso de las afecciones degenerativas
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del envejecimiento, como las situaciones clinicas agudas generadas por el estrés
oxidativo. Para lograr una comprension efectiva de la proteccion que brindan, es

esencial evaluar todas las sustancias y enzimas antioxidantes.

Una caracteristica importante del sistema de defensas antioxidantes radica en
la interaccion de los antioxidantes con sistema redox (oxidorreduccion) y no redox,
que acttian en forma aditiva y sinérgica (Sen, 1995d). Los mecanismos de defensa

antioxidante estan localizados tanto en el medio acuoso como en el lipidico.

Existen diferentes mecanismos antioxidantes en nuestro organismo, para
defender a las células de las acciones de los radicales libres. Segun su mecanismo
de accion los antioxidantes se clasifican en: enzimaticos (Superdxido dismutasa,
Catalasa y Glutation peroxidasa) y no enzimaticos (Glutation, dihidrolipoato,
vitamina E, ubiquinol o coenzima Q, carotenoides, ascorbato o vitamina C,

flavonoides, acido Urico, manganeso, cinc, selenio, etc.) (L6pez et al.,1998).

Cuando se realiza un esfuerzo fisico los enzimas antioxidantes que
contribuyen a reducir el dafio oxidativo, son glutation peroxidasa, catalasa,
superéxido dismutasa y glutation reductasa. Los niveles de estas enzimas en

eritrocitos y en musculo esquelético aumentan con el entrenamiento (Brites, 1999).

En el organismo existe un equilibrio entre los RL que se estan formando
constantemente y las sustancias con actividad antioxidante, cuando este equilibrio
se rompe en el sentido que aumenta la cantidad de RL originados y/o las sustancias
con actividad antioxidante son insuficientes para capturarlos aparece el llamado

estrés oxidativo.

Si el ejercicio aumenta la produccion de RL, dicho aumento deberia
relacionarse con un mayor estrés oxidativo. EI método mas directo para medir RL

seria su cuantificacion, pero lo comdn es la determinacion indirecta cuantificando el
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dafio producido a lipidos (peroxidacion), proteinas (formacion de grupos
carbonilos) o DNA (Halliwell, 1999b).

Dado que el dafio oxidativo es un hecho real en el ejercicio o durante una
actividad extenuante, especialmente en individuos no entrenados, los efectos de la
suplementacién antioxidante han suscitado un gran interés, tanto para aumentar el
rendimiento del deportista, como para prevenir el dafio. Si bien la relacion entre los
antioxidantes y el rendimiento es controvertida y, probablemente, de escaso efecto,
es evidente que los antioxidantes previenen algunos de los dafios oxidativos

inducidos por el ejercicio, particularmente a largo plazo.

Como se sefialé anteriormente, los beneficios del ejercicio fisico regular
sobre el aparato cardiovascular; el metabolismo energético y las defensas
antioxidantes; fuerza y resistencia muscular, y osteoporosis son bien conocidos. Sin
embargo existen desventajas como el aumento del consumo de antioxidantes
tisulares y cambios en su estado redox. Si la intervencion con antioxidantes tendiera
a disminuir estos dafios, se perfilaria como un enfoque terapéutico prometedor

aumentando los beneficios del ejercicio y disminuyendo sus efectos deletéreos.

La defensa antioxidante fisiologica presenta diferencias interindividuales
importantes, por lo que seria conveniente la valoracion individual de la sensibilidad

al estrés oxidativo.

La actividad fisica regular debe ir asociada a habitos dietéticos que aseguren

un adecuado suministro de la combinacidn de los antioxidantes adecuados.
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1.2.- OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es evaluar el efecto de los antioxidantes
mayoritariamente polifendlicos contenidos en una bebida de reposicion disefiada para
deportistas sobre el estrés oxidativo provocado en el laboratorio en un grupo de

ciclistas profesionales.

Los objetivos concretos consisten en analizar dicho efecto a través de

diversos marcadores de estrés oxidativo como son:

- El estado antioxidante total

- Productos de peroxidacion lipidica

- Productos de oxidacion proteica

- Niveles de actividad de las enzimas lactatodeshidrogenasa vy

creatinaquinasa.

El analisis de los biomarcadores anteriores nos permitird evaluar cuales son
los métodos de laboratorio que mejor reflejan el dafio oxidativo en las condiciones

del estudio.

Por otra parte también se estudia la estabilidad durante el tiempo, en la
capacidad antioxidante de la bebida disefiada, almacenada en oscuridad durante un

periodo de 1 afio.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

“Toda la ciencia positiva se ha edificado sobre el analisis y siempre,
sin excepcion, se ha empezado por él”
(Ivan P. Paulov)
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2.1.- ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y RADICALES
LIBRES

2.1.1.- PAPEL DEL OXIGENO

Aunque actualmente todos los organismos vivos, salvo ciertos procariotas del
grupo de las arqueobacterias, necesitan oxigeno para mantener las funciones vitales,
en la historia de la tierra nos encontramos que la atmosfera primitiva no poseia
oxigeno. El oxigeno presente actualmente en forma de molécula diatomica (O,)
— que supone un 21% de la composicion de la atmosfera — es obra de los seres vivos
concretamente de los vegetales, que en su actividad fotosintética utilizan la energia
solar para separar el oxigeno del hidrogeno de la molécula de agua. Hace mas de
3.000 millones de afios fueron probablemente las cianobacterias los primeros
organismos capaces de liberar O, en la atmdsfera primitiva, al utilizar el potencial
redox del H,O para generar el NADH y NADPH, descubriendo de esa manera las
grandes posibilidades energéticas que ofrece el oxigeno. Pero teniendo en cuenta
también la gran toxicidad de este mismo O, , las células productoras tuvieron que
adoptar medidas de autoproteccion para evitar sus efectos deletéreos (Elejalde |,

2001).

En la fotosintesis la energia solar impulsa la reduccion del CO, y la oxidacion
del H,O formando Hidratos de Carbono y oxigeno molecular . En el metabolismo
aerobico, realizado por los eucariotas y muchos procariotas, tiene lugar un proceso
inverso a la fotosintesis, que permite almacenar la energia libre producida en la
oxidacién de los carbohidratos y de otros compuestos orgénicos, en forma de ATP.
También el metabolismo anaerébico produce ATP, aunque con menor rendimiento, a
través de reacciones intramoleculares de oxidacion de distintas moléculas organicas.
Tras estas observaciones queda patente que las reacciones de 6xido-reduccion son la

clave en los principales procesos energéticos-biologicos .
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A pesar de que las reacciones de 6xido-reduccion son imprescindibles para la
vida, la oxidacion también es fuente de enfermedad cuando se pierde el equilibrio
entre prooxidacion y antioxidacion a favor de los prooxidantes (como ocurre al
generarse radicales libres). Nos encontramos entonces con el llamado estrés

oxidativo (Ballester, 1996).

La homeostasis de las células sanas se mantiene dentro de unos limites, que
estan condicionados por su programa genético de diferenciacion y especializacion,
por las células de su vecindad y por la disponibilidad de sustratos; cuando este
margen se sobrepasa, se produce la lesion celular (Orrenius, 1987), la cual es
reversible hasta cierto punto, ya que si el estimulo persiste o, si es lo bastante intenso
desde el principio, la célula llega a un punto sin retorno y se produce la lesion
irreversible seguida de la muerte celular. Cuatro sistemas son especialmente

vulnerables (Comporti, 1987):

1) La membrana celular
2) La respiracion aerobia (fosforilacion oxidativa)
3) La sintesis de proteinas enzimaticas y estructurales

4) El aparato genético de la célula

Se sabe que el ejercicio fisico intenso causa dafio muscular y aumenta la
actividad de enzimas citosolicas en plasma sanguineo (como creatina quinasa o
lactato deshidrogenasa). El ejercicio fisico intenso se caracteriza por un aumento en
el consumo de oxigeno y un desequilibrio entre los mecanismos pro-oxidantes de la
homeostasis celular aumentando, por tanto, la produccion de radicales libres (Yagi,

1987, Priscilla , 2000).
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2.1.2. FORMACION, REACTIVIDAD Y FUENTES DE ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO

Las especies reactivas del oxigeno (ERO / ROS) son entidades quimicas
reactivas que sirven como sefiales moleculares cuando estan a baja concentracion, sin
embargo, cuando las ERO se producen en exceso muestran efectos perjudiciales. Las
ERO difieren unas de otras en las fuentes de las que proceden, los efectos que
producen y su reactividad quimica. Se clasifican en dos categorias (Dhalla, 2000):

- Radicales libres

- Especies no-radicales

Especies reactivas de oxigeno y radicales libres no son términos sinénimos; a
diferencia de los radicales libres de oxigeno, las ERO representan un amplio espectro
de especies incluyendo derivados del oxigeno no radicales capaces de iniciar y

propagar el dafio oxidativo tisular.

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)

RADICALES LIBRES ESPECIES NO-RADICALES
0, Radical anion superoxido H,O,  Perdxido de hidrégeno
OH® Radical hidroxilo HCIO  Acido hipocloroso

ROO* Radical Perdxido lipidico ONOO™ Peroxinitrito

(peroxilo)

RO* Radical Alcoxilo '0, ('Ag) Oxigeno singlete
RS*  Radical Tiilo O3 Ozono

NO® Radical 6xido nitrico (0J} Oxigeno molecular

NO;* Radical dioxido de nitrogeno

ONOO* Radical Peroxinitrito

CCl;* Radical triclorometilo

Tabla 2.1.2.1.- Especies reactivas de oxigeno citotoxicas
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Los reactantes de oxigeno se producen como consecuencia inevitable de la
vida aerdbica. La forma de generacion o la produccion de especies reactivas de
oxigeno o radicales libres por los sistemas bioldgicos es muy diversa y amplia, ya
que el organismo estd continuamente generandolos. El control de sus niveles es
esencial para mantener los efectos beneficiosos, como la conversion del piruvato en
acetil-S-CoA, la conversion del acido glutdmico en protombina y factores de
coagulacion VII y IX, la fagocitosis, la activacion de las peroxidasas y de NADH
oxidasas, entre otros, y prevenir los efectos perjudiciales, como la aterosclerosis, la
autoinmunidad, la inflamacion cronica, la isquemia-reoxigenacion, la artritis
reumatoide, el cancer y el envejecimiento. Los niveles se mantienen gracias a tres

lincas de defensa (Das et al., 1995):

» La denominada primera linea la constituyen los antioxidantes
(GSSH, tocoferol, caroteno y ascorbato y las enzimas antioxidantes: superoxido
dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa).

» La segunda linea estd formada por las enzimas lipoliticas y
proteoliticas.

» Y latercera linea seran los genes inducibles por el estrés oxidativo.

Existen cada vez mas pruebas de que esta proteccion bdsica es insuficiente
tanto en situaciones que se consideran fisiologicas (el envejecimiento, por ejemplo),
como en patologias cronicas y en casos de incremento agudo de radicales de
oxigeno. Los procesos patologicos son siempre el resultado de un desequilibrio, entre
prooxidantes y antioxidantes que induce modificaciones oxidativas de proteinas,

ADN vy lipidos.

Un radical libre es cualquier molécula o atomo que tiene en su tltima capa
uno o mas electrones desapareados (es decir un nimero impar). El campo magnético
creado por su rotacion (spin), no se compensa por la rotacion en sentido inverso de
un electron apareado. Por ello, los radicales libres son especies mas reactivas que los

correspondientes no-radicales.

10



Capitulo 11

Los radicales libres pueden ser eléctricamente neutros o estar cargados
positiva o negativamente. Tienen una vida media muy corta y se encuentran en
concentraciones muy pequefias (lo que determina una gran dificultad en su
determinacion). Durante su breve vida los radicales actian como catalizadores o

puentes para provocar cambios y reacciones quimicas en otras moléculas.

Hasta 1954 no se reconocid el poder destructivo de los radicales libres en los
organismos vivos. Ironicamente la culpa recayo sobre el oxigeno, elemento esencial

para la vida.

Generalmente, el producto final de una reaccién en la que intervenga un
radical libre, es el comienzo de otra, por lo que el dafio oxidativo se mantiene. Los
radicales libres son tanto mas peligrosos cuanto mayor es su reactividad,

concentracion, persistencia y duracion de su accion (Ballester, 1996).

- Cuando reaccionan dos radicales libres se forma un no-radical al

combinarse sus electrones desapareados mediante la formacion de un enlace

covalente. De este modo reaccionan los radicales superoxido y 6xido nitrico:

0" + NO* —» ONOO’ (Peroxinitrito)

A pH fisiologico, el peroxinitrito dafia directamente las proteinas, y se
descompone en productos toxicos que incluyen NO,* , OH"y NO," . Asi se explica
la toxicidad de un exceso de 6xido nitrico, que puede ocasionar su reaccion con el
radical superdxido. Ademas el radical superoxido puede reaccionar con los iones

cobre e hierro, para formar el radical hidroxilo (Haliwell,1994)

- La reaccién de un radical libre con un no-radical desencadena una

reaccion en cadena para generar un nuevo radical. La mayoria de las moléculas
bioldgicas en los seres vivos son no-radicales y estables, la reaccion en cadena de

radicales puede ocurrir por exposicion continua a radiaciones, al humo de tabaco, etc.

11
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a) El ataque de los radicales libres reactivos (como NO," , OH®) a las
membranas o a las lipoproteinas inicia la peroxidacion lipidica, que esta
particularmente implicada en el desarrollo de la aterosclerosis. El radical libre
arranca un atomo de hidrogeno del acido graso polinsaturado de la membrana o de la

lipoproteina, y asi deja un electrén desapareado en un carbono:

H

—C—+X* » —XH + —C'—

El radical carbono reacciona con el oxigeno:
0.’

—C*— +0,—> — C— (radical peroxilo)

Se obtiene el radical peroxilo, que reacciona con la cadena mas proxima de

acido graso para generar un nuevo radical carbono:

0,* H 0-O-H
—C— + —C—>—C— +—C—
(peroxido lipidico)

Y continta la reaccion en cadena:

12
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Por lo general, el ataque de un radical libre reactivo puede oxidar muchas
cadenas de acidos grasos hasta peroxidos lipidicos, dafiando las proteinas de la
membrana, lo que altera la fluidez de la membrana y puede llevar a la rotura de la

membrana celular (Halliwell, 1994)

b) La reaccion de un radical libre como el hidroxilo con la guanina en el DNA

consiste en:

Guanina + OH"®

l

(Guanina-OH)* (radical 8-hidroxiguanina)

Oxidacion / \ Reduccion

8- Hidroxiguanina Apertura del anillo de la guanina

(lesion mutagénica) ( Interrupcion de la replicacion
del DNA. La eliminacion de
esa parte del DNA por las
enzimas reparadoras puede

introducir errores) (Halliwell,1994)

1.- Radical anién superoxido (O,")

Es una forma reducida del oxigeno molecular, constituido por dos 4tomos de
oxigeno, 17 electrones y una carga eléctrica negativa. En el organismo se forma a
partir del O, normal por captura de un electrén, cedido por ciertos sustratos

(Ballester,1996) :

13
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b)

d)

f)

La oxihemoglobina (Hb-Fe*")- O, , que puede considerarse como una sal
del radical superdxido, o sea (Hb-Fe')-0,”. Ademas de su funcién de
transporte de oxigeno (O,), libera irreversible y lentamente radical
superoxido y la metahemoglobina resultante (Hb-Fe'") que es incapaz de
transportar O,, se reconvierte en (Hb-Fe*") mediante la metahemoglobina
reductasa.
En la oxidacion de la xantina y la hipoxantina a acido Urico, por la accion
de la enzima xantina oxidasa.
Algunos citocromos (Pssp) producen O," como subproducto, en tanta
mayor proporcion cuanto mayor es la cantidad de oxigeno disponible, tal y
como sucede en el ejercicio fisico intenso.
En la cadena de transporte electronico de las mitocondrias, productoras de
ATP (trifosfato de adenosina), algunos electrones se fugan para combinarse
con oxigeno, para formar O,
Ciertos iones metalicos libres, como el hierro ferroso (Fe*") y el cobre
cuproso (Cu®), ceden un electrén al oxigeno:

0, + Fe¥ - 0, + Fe

El O, es segregado por los leucocitos que migran hacia las lesiones

tisulares, a partir del H,O,.

2

Por autooxidacion de catecolaminas y tetrahidrofolato

Aproximadamente entre 1-3% del oxigeno que respiramos es usado para

formar O," . En situaciones con un alto consumo de oxigeno, como es el ejercicio

fisico de alta intensidad, un organismo puede llegar a producir 2 Kg de O," en un

ano (Halliwell,1994).

En solucion acuosa, el O," puede oxidar el 4cido ascorbico y reducir ciertos

complejos de hierro como el citocromo-¢ y el (Fe* - EDTA).

14
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La enzima superdxido dismutasa acelera unas 10.000 veces la dismutacion de

0,"en H,O, y O, (Ballester, 1996)
0" + 0" +2H" = H,0 + O,
El radical superdxido reacciona con cationes como el hierro y el cobre para

producir especies mas reactivas, como el radical hidroxilo (OH®). La forma

protonada del radical superoxido es el radical perhidroxilo (HO,").

2.- Radical hidroxilo ( OH*)

Es uno de los radicales libres mas lesivos que ataca a las proteinas y lipidos
de las membranas celulares, debido a su semejanza fisicoquimica con el agua y a su
pequefio tamafo, que facilitan su penetracion en las membranas celulares,
produciendo en éstas efectos toxicos. Tiene una vida media muy corta en las células,
estimada en 10” seg. (Aruoma, 1998). Su precursor quimico inmediato es el

perdxido de hidrogeno. El radical OH® se produce por dos reacciones biologicas:

a) El H,O, en presencia de ion ferroso (y cuproso) libre da el radical OH"

(Dhalla, 2000):

H,0, + Fe&*' — HO® + Fe*'+ HO™ (Reaccion de Fenton)
El H,O, forma radicales HO® por:

1 a) accion de las radiaciones UV:

H,0, + hu(UV) »  2HO®

2 a) reaccion de las radiaciones X o y sobre el agua:

H,0, + ho(Xoy) — HO® + H'

15
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3 a) reaccion del radical NO® con el O," .

b) El H,O; en presencia del radical O," genera HO®:

H,0, +0," — 0,+H,O +HO® (Reaccion de Haber- Weiss)

En el caso de la formacién de HO® por la reaccion de Fenton, el grado de
formacion estd principalmente determinado por la disponibilidad y localizacion del

16n catalitico (Aruoma,1998).

En un estudio in vitro combinando las técnicas de cromatografia de gases,
masas y espectrofotométricas (CG/MS/SIM) y monitorizando un i6n seleccionado, se
comparo la actividad de los iones hierro y cobre con el perdxido de hidrogeno sobre
el dafio al DNA. La adicion de iones cuprosos causo significativamente mas dafo al

DNA que la adicién equimolar de iones ferrosos.

La disponibilidad de hierro libre y cobre en el organismo in vivo, esta
controlada. Los iones ferrosos se absorben en el intestino y son transportados hasta
las células unidos a la proteina transferrina. El hierro unido a la transferrina no
participa de las reacciones de radicales libres. El exceso de hierro es almacenado
como ferritina y hemosiderina como reserva del organismo. La mayoria del cobre
plasmatico en humanos se halla unido a la proteina ceruloplasmina, no estimulando
asi las reacciones de radicales libres en condiciones fisiologicas normales (Aruoma et

al.,1991).
La formacion de radicales hidroxilo se produce cuando se altera la
homeostasis. Por ejemplo, los iones ferrosos y cuprosos liberados en el torrente

mediante perfusion, pueden causar dafio por isquemia/reperfusion.

En sistemas deficientes en mieloperoxidasa, es necesario adicionar hierro

para detectar HO®. De este modo, los neutréfilos y monocitos humanos pueden
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generar HO® a través de un mecanismo dependiente de la mieloperoxidasa, que

puede tener implicaciones bactericidas.

3.- Radical 6xido nitrico (NO®), Radical diéxido de nitrégeno

(NO;") y Radical Peroxinitrito (ONOO™)

El NO® es generado en el organismo por las células del endotelio vascular,
a partir de L-arginina y oxigeno molecular, como un factor de relajacion (EDRF),
también es generado por los fagocitos y en algunas células del cerebro. El 6xido
nitrico tiene muchas funciones beneficiosas en el organismo (es un importante agente
vasodilatador, neurotransmisor, accion protectora frente a microorganismos

patogenos), pero un exceso de 6xido nitrico puede ser toxico (Halliwell,1994).

Cuando el NO°® reacciona con el O, , se produce NO," que inicia la
peroxidacion lipidica. La toxicidad del NO® también se debe a que reacciona con el
0" para formar peroxinitrito, a una velocidad de 6.7x10° M's™; reaccién implicada

en la vasoconstriccion de las células del musculo liso y en la aterosclerosis (Dhalla,

2000):

0" + NO* — ONOO" (Peroxinitrito)
A pH fisiologico, el peroxinitrito dafia directamente las proteinas, y se

descompone en productos toxicos que incluyen NO,* , OH'y NO," .

La reaccion entre O, 'y NO® también produce dafio oxidativo al DNA,
debido a la formacion de ONOO’, que puede generar OH® y asi provocar la
formacion de nitroguanina y otros productos. Segun Salgo et al.,(1995), el ONOO" es
capaz de alterar el DNA del plasmido pBR322, y los autores sugieren que el ONOO"

actiie como mediador en la toxicidad dependiente del NO.

17
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Ademas el peroxinitrito tiene una actividad bactericida, transforma las LDL a
una forma que puede ser reconocida por los receptores capturadores de macrofagos,
induce la peroxidacion lipidica, oxida los residuos de metionina y —SH de las
proteinas, consume antioxidantes (como ascorbato y glutation), conduce a la
nitraciéon de residuos de tirosina, inactiva oj-antiproteinasas (o;-AP). La nitracion de
residuos de tirosina parece ser un marcador del dafio in vivo dependiente del ONOO®

(Haliwell,1994).

Contienen NO® y su producto de oxidacion, (el radical NO," ), los humos y
gases de combustion, y también se forman en la atmdsfera por combinacion del
oxigeno con el nitrogeno por efecto de efluvios y descargas eléctricas y de

radiaciones ionizantes.

El radical NO® ejerce una accion reguladora de la funcion celular y tisular.
Esto incluye la capacidad para reconocer la sefial de transduccién, via estimulacion
de la guanilato ciclasa, de la sintesis de cGMP ( el ONOO™ también potencia la

accion de la guanilato ciclasa).

Sessa et al. (1994) observaron en perros que, el ejercicio cronico,
presumiblemente por un aumento del estrés endotelial, aumenta la produccion de
EDRF/ NO® y la expresion genética de la NO® sintasa en células endoteliales, lo
que puede contribuir a los efectos beneficiosos del ejercicio en el esfuerzo

cardiovascular.

4.- Radical Perdxido lipidico (peroxilo) (ROQO®)

Estos radicales (RO,%) son especies intermedias formadas durante las
reacciones en cadena de la oxidacion lipidica, como en la oxidacion de los acidos

grasos poliinsaturados (AGPI).
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La peroxidacion lipidica puede ser iniciada por especies suficientemente
reactivas, capaces de sustraer un adtomo de H de la cadena de AGPI (p.e. acido
araquidonico y acido linolénico) de los lipidos de la membrana celular. El &cido
araquidonico es un precursor de las prostaglandinas y los leucotrienos, que contiene
grupos metilenos alternados con dobles enlaces, que son particularmente susceptibles

de la abstraccion del atomo de H.

La formacion de los RO, in vivo se relaciona con las condiciones de estrés

oxidativo, como sucede en situaciones patologicas asociadas con la inflamacion

(Aruoma,1998).

R’ + -CH=CH-CH,- - R-H + -CH=CH-CH'-
Grupo insaturado Radical alilo

-CH=CH-CH'- +0, — -CH=CH-CH- (0-0°)-
Radical peroxilo

-CH=CH-CH- (0-O°)- + -CH=CH-CH,- » -CH=CH-CH- (0-OH)- + -CH=CH-CH"-
Hidropero6xido

Figura 2.1.2.2.- Mecanismo en cadena de la peroxidacion de los lipidos
insaturados iniciado por un radical libre (rR") y propagado por el oxigeno

molecular.

5.- Peroxido de hidrogeno (H,0,)

Es una especie no-radical dentro de las ERO, ya que no presenta electrones
desapareados, que se forma a partir de especies radicales, como por ejemplo el
radical superoxido. La reaccion de dismutacion del O,” catalizada por la SOD

genera H,O,  que es facilmente difusible entre las células.
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El H,O, también se forma por la accion de algunas oxidasas como la xantina

oxidasa y la NADPH oxidasa.

Algunas de las funciones del H,O; son la regulacion de genes, especialmente
los que estan controlados por el factor de transcripcion nuclear (NF-kB) y la
induccion de Ca®" intracelular. En este punto es importante mencionar que el H,O,
es un precursor del radical HO® ( en presencia de metales de transicion, y de oxigeno

que facilitan esta reaccion) y del acido hipocloroso (Dhalla, 2000).

MADPH oxidasa 1: NOX1

Los leucocitos activados o fagooitos, expresan NOX1, que
utiliza =l NADPH v el axigeno como sustratos para produci
anidn superdxide (O, -). El 0,- a suver e dismuta espon
taneamente o por accian de la 500 en perdudo de hidnd
genn, que as capiado por la mielcperoxidasa para producir

50 de muy alta toxicidad.

acide hipoclorosc
csta quimica se conoce como la
\ : explosian respiratona de los fagocitos.

X022 20,+ NADPH — 20,- + NADP+ + H+

Cromosoma X
ES: 164000

% odentficado: 43%

Figura 2.1.2.3.- NADP oxidasa en la formacion del radical superdxido

En neutréfilos estimulados, la oxidasa NADPH-dependiente reduce el
oxigeno molecular hasta radical superéxido y perdxido de hidrégeno. El i6n cloruro
y el H,O, forman HCIO en presencia de mieloperoxidasa . El H,O, y HCIO
reaccionan dentro y fuera de la célula generando otros oxidantes no-radicales como

el oxigeno singlete en neutrdéfilos humanos:

H,0, + H + CI' »> H,0 + HCIO
H,0, + HCIO - H,O+H" + CI'+'0,
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A muy baja concentracion (micromolar) el H,O, también es muy reactivo, y a
concentraciones elevadas puede dafar los sistemas celulares productores de energia,
por  ejemplo  inactivando la  enzima  glicolitica  gliceraldehido-3-

fosfatodeshidrogenasa. (Aruoma, 1998).

6.- Acido hipocloroso (HCIO)

Es producido en presencia de mieloperoxidasa de neutroéfilos localizados en
el lugar de la inflamacion y en neutrofilos estimulados en el infiltrado de tejidos

reoxigenados. La enzima oxida el i6n cloruro en presencia de H,O,.

Un total de 5x10° neutréfilos humanos estimulados en 1 mL produce acido
hipocloroso (HCIO) 88 uM en 2 h a 22°C. El 4cido hipocloroso es una especie
reactiva de oxigeno, que no es radical libre, pero que es un potente agente oxidante

capaz de atacar otras moléculas biologicas.

o° el AnCaqh 3558
F2: 83000 ¥p Cl.+ H'0® + H —* HOCI + H’OD
CLOWSSOWE T

1053 7015 weUo g |2 sxbo2iou Leshilagous g |02 [SNcocios
il 29° FIUCICUSU GU OIS 2ECNSUCIS| 6U G256 JEU0

.r‘" BOL [0 [2U 19 MYDhEY OXIgEss A |19 wisiobsuoags
. nu Dopsuls oxXsUls: & 9cigo pibooiowso (HOCH”
=] ou gaugo

o=z Ti=NTin=1 LEE ge| HO® cou ciows

ASE DDL QIZLUNESCIOU [s'-'e?ti-i]IJIZ:!'IJ-EE HNcs 4 S s wisobsuos

U |02 Bisuo: © FODE=209 0002 JF [0 UenupupoeE s ach

M wispobswoxigses 2 nua USLUIODIOpsiLE dnes 25 sUCNs

sjobsLoxigqazg: WO

Figura 2.1.2.4.- Mieloperoxidasa en la formacion del acido hipocloroso

Asi, el inhibidor proteolitico a-1-antiproteinasa (a;AP) es en el plasma
humano, el mayor inhibidor de enzimas proteoliticas, como la elastasa. El o;AP
contiene alrededor del 90% de la capacidad inhibitoria de la elastasa en el plasma,
por lo que su inactivacion por el HCIO puede conllevar un dafio tisular, ya que la

elastasa se libera con la estimulacion de los neutrdfilos. E1 HCIO ataca aminas
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primarias y grupos sulfhidrilos en proteinas. A las concentraciones fisiologicas de
HCIO puede reaccionar con aril-aminas sustituidas ( como anilina, 1 naftilaminay 1-
naftol) para formar productos capaces de unirse al DNA, siendo asi genotdxico para

las células humanas.

Los compuestos fenolicos reaccionan eficazmente con el HCIO, protegiendo

asi las moléculas susceptibles de ser atacadas antes de su oxidacion (Aruoma, 1998).

7.- Oxigeno molecular (O,) y Oxigeno singlete (*0,)

El atomo de oxigeno posee 8 electrones. De la union de dos de ellos resulta el
oxigeno molecular, O, ( oxigeno atmosférico), con 16 electrones: 14 apareados y dos
desapareados. Por consiguiente, la molécula del O, es un birradical, llamado oxigeno
triplete ( 0, ) por razones derivadas de su espectro; puesto que tiene un electron
desapareado en cada uno de sus orbitales externos antienlazantes n*. Sin embargo, la
reactividad de esta molécula es baja porque los espines de estos dos electrones
presentan direcciones paralelas. Para que el oxigeno pudiese oxidar un atomo o una
molécula que no fuese radical libre aceptando un par de electrones, éstos deberian ser

de espines paralelos (Cadenas, 1989).

A pesar de su caracter radicalario, el oxigeno es estable y moderadamente
agresivo. Para que el oxigeno molecular aumente su reactividad ha de invertir el
espin de uno de los electrones de sus orbitales externos, o bien ha de sufrir una

reduccion secuencial y univalente para producir radicales de oxigeno.

La reduccion univalente del oxigeno, un proceso con significacion biologica
en la produccion de energia, se refiere a la reduccion del oxigeno molecular por un
electrén de una sola vez. Los productos intermedios producidos en este proceso son
especies de oxigeno muy reactivas (ERO), y algunas de estas especies reactivas

intermediarias pueden escapar del proceso por la reduccion tetravalente completa y
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reaccionar con estructuras bioldgicas induciendo el dafio oxidativo, produciendo a su

vez nuevas ERO capaces de iniciar y propagar el dafio tisular (Sen, 1995).

iy k1 =
1z ¢h°
L
b o+ 2R+ ZH = H,J,
Ta TH'
r
(a4 3 + IH = OH™ + H,O
!
12 1H
L
Q.+ 4 + 41 = 2 H,0

Figura 2.1.2.5.- Formacion de ERO a partir de la reducciéon secuencial y

univalente del oxigeno molecular

Mediante un impulso de energia, se puede producir la inversion de los
electrones de los orbitales externos del oxigeno molecular, y se originan los oxigenos
singlete . Existen dos tipos de oxigeno singlete:

1. El oxigeno singlete delta (‘AgO, ) que debido a su larga vida media, es
el de mayor importancia bioldgica.

2. El oxigeno singlete sigma ( ' =g ) es mas reactivo que el anterior,
pero de semivida corta, porque decae después de ser formado de forma muy répida,
al estado delta (Proctor y Reynolds, 1984; Cadenas, 1989). Su inestabilidad se debe a
que presenta dos electrones en la orbita mas externa con los spines en direcciones
opuestas. Se obtiene por termolisis de ciertos endoperdxidos de naftaleno y por la

accion de la luz visible o de las radiaciones ultravioleta (UV) en presencia de
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fotosensibilizadores, como la clorofila y la riboflavina ( vitamina B,), asi como de
ciertos farmacos. El 'O, ataca directamente a los lipidos del organismo (Ballester,

1996).
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Figura 2.1.2.6.- Estados energéticos del oxigeno molecular
(Martinez-Cayuela, 1998)
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2.2.- PRINCIPALES SISTEMAS BIOLOGICOS CAPACES DE
PRODUCIR ERO

» Autooxidacion de pequeiias moléculas

Diferentes moléculas citoplasmaticas pueden producir ERO cuando se
autooxidan. En todos los casos se produce como radical primario el O, que por una
reaccion de dismutacion espontdnea o enzimatica puede dar lugar a H,O, Cuando
esas moléculas oxidadas se vuelven a reducir, se establece un ciclo redox que puede
implicar un consumo desproporcionado de oxigeno molecular y equivalentes redox.
Entre estas moléculas se encuentran iones divalentes, tioles, quininas, catecolaminas,

tetrahidropterinas y flavinas (Freeman y Grapo, 1982; Proctor y Reynolds, 1984).

» Oxidacion de hemoglobina y mioglobina

La oxidacion de estas hemoproteinas puede producir radicales libres de
oxigeno. El hierro de la hemoglobina y de la mioglobina cuando est4 unido al O, |
esta normalmente en la forma ferrosa, pero existe una cierta dislocacion electronica,

de manera que se produce el equilibrio siguiente:

HEMO-Fe*—O, < HEMO-Fe*'—O0O3"~

Es posible que la molécula de hemoglobina oxigenada se descomponga y de
lugar a O,” y Hemo-Fe*™ . En ese punto, la hemoglobina, ya metahemoglobina, no
puede transportar oxigeno. Normalmente, s6lo una baja proporcion de
oxihemoglobina es transformada en metahemoglobina debido a la accion de las
metahemoglobina reductasas (Valenzuela y Videla, 1989; Halliwell y Gutteridge,
1999).
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> Actividad de enzimas

Diversas enzimas generan ERO durante su ciclos cataliticos. Entre ellas se
encuentran la  dihidroorotato-deshidrogenasa, la triptéfano-dioxigenasa, la
aldehidoxidasa, la monoaminoxidasa, la xantina oxidasa, la 6xido nitrico sintasa, la
ciclo oxigenasa, la lipoxigenasa y la NADPH oxidasa. En algunos casos, las ERO
que se forman inactivan las enzimas que las originan y, de esta forma, regulan la ruta
metabolica en la que participan (Sies, 1985; Southorn y Powis, 1988; Greens y
Paller, 1992).

> Peroxisomas

Se ha comprobado que los componentes que estimulan la proliferacion de los
peroxisomas inducen al estrés oxidativo. Estos orgdnulos tienen una gran capacidad

para producir H>O, debido a la elevada concentracion de oxidasas que contienen.

Algunos ejemplos son: las -L- y D-aminoacido oxidasas, la glicolato oxidasa
o la urato oxidasa. Estas enzimas catalizan la reduccion divalente del O, sin
formacion del radical superdxido. La oxidacidon peroxisémica de 4acidos grasos
también genera H,O, como subproducto (Southorn y Powis, 1988; Del Rio et
al,1992).

» Transporte electrénico mitocondrial

El sistema de transporte electronico mitocondrial es la principal fuente de O,™
La citocromo oxidasa cataliza la reduccién del oxigeno molecular con cuatro
electrones para formar dos moléculas de agua. El disefio molecular de esta enzima
impide la liberacion de los radicales libres. Sin embargo, cuando la cadena
respiratoria estd muy reducida y la concentracion de ADP es limitante, otros
componentes de la cadena respiratoria si pueden perder electrones durante su

transferencia y generar O, . La formacién de radicales libres de oxigeno durante el
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transporte electronico mitocondrial se ve favorecida por elevadas concentraciones de

oxigeno (Reed, 1997; Beckman y Ames, 1998).

» Transporte electronico microsomal

Las fracciones microsomales liberan O, y H,0, cuando se tratan con
NADPH. El denominado citocromo P450 es, en realidad, un conjunto de citocromos,
localizados en el reticulo endoplasmatico y otros organulos. Estos citocromos estan
implicados en la oxidacion de sustratos a expensas de O,, uno de cuyos atomos se
une al sustrato y el otro forma el agua. En la reaccion se requiere poder reductor que
normalmente es aportado por el NADPH a través de una flavoproteina denominada
NADPH-citocromo P450 reductasa. Cuando se acopla el ciclo catalitico del
citocromo P450, el flujo de electrones se desvia al O,, que se convierte en O," en
lugar de unirse al sustrato. La autooxidacion de la NADPH -—citocromo P450
reductasa también puede original O," ( Sevanian et al., 1990; Beckman y Ames,

1998).

El citocromo b5 es una hemoproteina del sistema de transporte electronico
microsomal responsable de la introduccioén de doble enlaces en los acidos grasos. Los
electrones se transfieren desde el NADH o NADPH al citocromo b5 por una
flavoproteina reductasa y el citocromo b5 a su vez los cede a la desaturasa.
Finalmente, esta proteina oxida al dcido graso con oxigeno y forma agua. Por causas
desconocidas es posible que el citocromo b5 y la flavoproteina cedan electrones al O,

y generen O,"~ (Freeman y Grapo, 1982 ; Valenzuela y Videla, 1989).

» Los leucocitos polimorfonucleares utilizan las ERO en las reacciones
inflamatorias en sus mecanismos defensivos frente a bacterias, para destruirlas y
defender de su invasion al organismo (O, , H,O,, HCIO, OH’). Los neutrofilos
acceden a la zona inflamada asociados a células endoteliales. Si la lesion muscular es

significativa, los neutrofilos migran hacia el musculo. Los radicales libres producidos
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durante el ejercicio juegan un papel importante promoviendo la permeabilidad

vascular y activando las sustancias que atraen los neutrofilos (Mc Cord, 1980).

La presencia de radicales libres, puede ser el factor desencadenante de la
infiltracion por neutréfilos en el musculo lesionado y la subsiguiente respuesta

inflamatoria (Atalay et al., 1996).

Los neutrofilos generan el radical superoxido mediante la via de la cadena
respiratoria debido a la accion de la enzima NADPH oxidasa localizada en la
membrana plasmatica. En los neutréfilos activados, la NADPH oxidasa transporta
electrones del NADPH citosolico al oxigeno disuelto en el fluido extracelular,

formando el anién superoxido (Weiss, 1982).

»Radicales libres generados a partir del 6xido nitrico

El NO como agente prooxidante conduce a la formacion de moléculas
altamente oxidantes, ya que puede reaccionar con el O, y formar peroxinitrito

(ONOO) (Beckman et al., 1994), un potente agente oxidante, que puede ser

protonado rapidamente y producir otras dos moléculas oxidantes, que son el HO® y el

diéxido de nitrogeno (Sergent et al., 1997).

El ONOO" puede producir dafio oxidativo en lipidos, desoxirribosa, o.-
tocoferol, aminoacidos y proteinas (Sergent et al., 1997) . Por otra parte, el NO®
puede reaccionar con H,O, y formar oxigeno singlete, y ademas aumentar la
formacion de HO® mediante la liberacion de hierro de la ferritina (Sergent et al.,

1997).

El NO® puede ser considerado un agente antioxidante, ya que se ha descrito
que este radical puede inhibir el estrés oxidativo, inducido en hepatocitos por hierro

o etanol, debido a que reacciona con el hierro formando un complejo inactivo que
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no puede promover la formacion de HO®, lo que conduce a una disminucion del
contenido de MDA y de conjugados diénicos, indices de lipoperoxidacion (Sergent et

al., 1997).

» Fuentes exdgenas

Ademas de los sistemas intracelulares, existen también fuentes exdgenas de
radicales libres. La radiacion ionizante, la radiacidon ultravioleta o la luz visible en
presencia de fotosensibilizadores pueden dar lugar a radicales libres. La formacion
de radicales libres también estd implicada en la toxicidad de una amplia variedad de

xenobidticos.

Realmente, muchos de estos compuestos quimicos ejercen su accion toxica
mediante la activacion metabolica a productos intermedios reactivos que son los
radicales libres. Entre estos compuestos se encuentran diversos pesticidas, el humo
de tabaco, antimicrobianos, farmacos anticancerigenos y otros medicamentos

(Martinez-Cayuela, 1998).

2.3.-PAPEL DE LOS RADICALES LIBRES EN LOS SISTEMAS
DE SENALES CELULARES

Los numerosos mecanismos, fisicos, quimicos y biologicos, que inducen
estrés oxidativo, han determinado por parte de las células, un numero de respuestas
que les permite sobrevivir al dafo que producen los radicales libres de oxigeno. El
estrés oxidativo activa la expresion de varias moléculas de sefial que no son
especificas de esa agresion, ya que regulan las respuestas celulares ante otras
agresiones, asi como participan en la regulaciéon del metabolismo normal y del

crecimiento (Finkel y Holbrook, 2000).
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Entre los mecanismos de sefiales ante el estrés oxidativo se encuentran las
cascadas de sefiales de las quinasas, que son enzimas presentes en algunos tejidos del
organismo, que sirven para activar proenzimas. Entre estas quinasas se encuentran la
de regulacion extracelular (ERK) y la quinasa amino terminal c-Jun (JNK), entre
otras. Indudablemente, en algunas situaciones, la respuesta a los radicales libres de
oxigeno produce sobreestimulacion de sefales que normalmente son reguladas por

estas especies.

Fuentes de radicales libres

b—-'------'

Estres axdatvo
HSF1 NF-KB p53 PI)K | || Erk
1| [ =
INK
\\ \ // 038
Genes Dianco
ﬁiﬂq:uttﬂss Proliferacion [\.%nﬂ-f&"accn Envejecimiento

Figura 2.3.1.- Principales mecanismos de sefiales celulares que se activan como
respuesta al estrés oxidativo. La cascada de estas sefiales aumentan la expresion
de genes blanco que inducen o inhiben mecanismos de apoptosis y proliferacion

celular.

30



Capitulo 11

2.4.-EFECTOS BENEFICIOSOS DE LAS ERO

Aunque parezca paradojico, las especies reactivas de oxigeno también poseen
efectos beneficiosos ya que desempefian un papel importante en multitud de

reacciones biologicas, estas reacciones son :

1) Los leucocitos polimorfonucleares los utilizan en las reacciones
inflamatorias en sus mecanismos defensivos frente a las bacterias, para destruirlas y

defender al organismo de su invasion.

En la fagocitosis normal, las ERO destruyen los microorganismos invasores
mediante un proceso cominmente conocido como explosion respiratoria (Sha’Afi et
al.,1988; Lilius et al., 1992). Las ERO son capaces de inducir genes como c-fos, c-
myc, c-jun y B-actin; los que codifican factores de transcripcion implicados en la
traduccion del crecimiento, diferenciacion y desarrollo celular (Amstad et al., 1992).
A través de este mecanismo en la inflamacion temprana, las ERO pueden contribuir a

paliar la situacion inflamatoria.

2) Los radicales libres de oxigeno act@ian como mediadores esenciales en la
apoptosis (muerte programada). Se ha observado, en experimentos de cultivo celular
que los antioxidantes, al suprimir la generacién de radicales libres, bloquean la

capacidad de los farmacos anticancerosos de destruir las células con cancer.

3) Los radicales superdxido participan de manera esencial en el sistema de
metabolizacion de productos toxicos, que elimina numerosas sustancias nocivas del
organismo. El papel fisiologico del radical superdxido es posible que potencie la

vasorregulacion (Halliwell, 1989) y la proliferacion de fibroblastos (Sen, 1995).

4) El 6xido nitrico (NO®) es un radical libre inorganico que actiia como factor

de relajacion endotelial, participando ademds como neurotransmisor en el sistema
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nervioso central (Zentella, et al,; 1996) y en la respuesta fagocitica de algunos
macrofagos (Knowles, 1994). La sintesis de NO® es catalizada por la NOS, para la
cual se han descrito tres isoenzimas presentes en diferentes tipos de células. Las
isoenzimas nNOS, presentes en el tejido neuronal y eNOS, que se encuentran en las
c¢lulas endoteliales vasculares, son dependientes de calcio. La isoenzima iNOS,
identificada en macréfagos, hepatocitos y células pulmonares, es inducible por
endotoxinas o citoquinas y es independiente del calcio (Knowles, et al., 1990;
Knowles, et al., 1994). La sintesis hepatica de NO°® es catalizada por una iNOS y
ocurre en hepatocitos, en células endoteliales y en células de Kiipffer donde se ha
descrito una baja actividad (Knowles, et al., 1990). Para la sintesis de NO® la NOS
utiliza L-arginina y NADPH, generando NO® y citrulina. Esta reaccion requiere
ademds de oxigeno, cuatro cofactores [Protoporfirina IX, FAD, FMN vy

tetrahidrobiopterina (BH4)] y la presencia de calmodulina (Knowles, et al, 1994).

Oxido nitrico sintasa 2A: NOS2A

La NOS2A pusde ser expresada por muchos tipos

celulares en respuesta

a diersas sefales que actlan sinérgicamente, incluyendo citoquinas v
productos microbianos. La pamera NOS inducible

purificada fue 1a de los maendfagos. Los macrdfagos
.\ 4 activados por Ss5tos Mensajerns, exXpresan grandes

cantidades de NOS2A, [0 gue conduce a una elevada
17rgll.2-glz formacidn de Gido nitrico (NOL. El NO, se combing
con el O, producido por la NADPH oxidasa de los

mismos macrdfagos, formando peroxinitrto, de alta
toxicidad. Por lo tanto, la NOSZA, completa la trizada de

(LD

ENZIMas responsables de la explosion resiratona de los
Cromosoma 17 macrifagos. A diferencia de la NOS endotzlial, ésta
ES: 92000 kb E2nZiMa no requiere dal compleio caltio-calmaoduling.

Y ientiiicado: 32%

Figura 2.4.1.- Oxido nitrico sintasa 2 A en la formacion de NO

Tiene un especial interés en la respuesta inflamatoria del musculo en el
postejercicio por la aparente capacidad del NO para inhibir la proliferacion de

linfocitos y la produccion del radical superdxido en los neutréfilos circulantes
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(Tiidus, 1998). Sin embargo, la posible influencia local del NO en la perfusion y
vasodilatacion muscular, puede provocar la respuesta inflamatoria inicial tras el
ejercicio (Tiidus, 1998). Aunque la influencia del NO en la respuesta inflamatoria no
se conoce con exactitud, se sabe que el NO es producido en el musculo y que dicha

produccion se acompaiia de un aumento en el consumo de oxigeno (Tiidus, 1998).

2.4.1. RADICALES LIBRES Y EXPRESION GENICA

La relacion de los radicales libres con la etiopatogenia de una larga serie de
enfermedades estd bien documentada (Martinez-Cayuela,1998). En muchos casos,
los mecanismos implicados se corresponden con los efectos citotoxicos que
posteriormente se describirdn. Sin embargo, en los ultimos afios se han descrito
algunos efectos moduladores de los radicales libres sobre la expresion génica
(Cimino et al, 1997) que abren nuevas perspectivas en la comprension del papel de

estos compuestos como agentes patdgenos.

Existen muchas posibilidades de actuacion de los radicales libres en la
compleja red de mecanismos bioquimicos que enlazan las sefiales extracelulares con
la sintesis de proteinas especificas: receptores, proteinas transductoras, proteina
cinasas, factores de transcripcion, etc. Se conoce que al menos tres factores de
transcripcion parecen sensibles al estado redox celular, el factor nuclear kB (NFkB),
el activador de proteinas (AP-1) y el receptor activado de proliferacion de
peroxisoma (PPAR). Muchas de estas proteinas son susceptibles de regulacion por el
equilibrio redox, especialmente los residuos de cisteina. Nos centraremos
concretamente en dos sistemas bien estudiados: la proteina cinasa C y el factor de

transcripcion NF-kB.
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Proteinaquinasa C

La proteinaquinasa C (PKC), cataliza una etapa inicial en la cascada de
sefiales que regulan procesos celulares como la proliferacion, la adhesion, apoptosis,
la angiogénesis, la invasion y la metéstasis. Concretamente, esta enzima modula la
proliferacion celular a través de la activacion de las llamadas MAP cinasas
(proteinasquinasas activadas por mitdgenos). Resulta evidente, por tanto, que la
activacion de la PKC por los radicales libres puede resultar decisiva en la promocion
y la progresion tumoral. Asimismo, esta activacion puede ser relevante en la
estimulacion de la proliferacion de las células del musculo liso durante el proceso

aterosclerotico.

Esta bien establecido que las etapas de inicio de la carcinogénesis estan
mediadas en muchos casos por reacciones quimicas de oxidacion sobre el ADN. Los
radicales libres pueden originar, por ejemplo, mutaciones en oncogenes que
estimulen excesivamente la proliferacion celular (Oliva et al., 1997). Pero para el
desarrollo neoplésico se suele necesitar, ademas, que las células iniciadas sufran un
proceso de promocion, es decir, que reciban un estimulo a su proliferacion selectiva
sobre las demés células no iniciadas. Este proceso de promocion lo pueden realizar,
compuestos diversos (alcohol, cloruro sédico, hormonas, etc.) por mecanismos no
siempre bien conocidos, pero considerados, generalmente como no oxidativos, al
contrario de lo que ocurre con los factores iniciadores. Lo que esta claro, sin
embargo, es el papel relevante que desempefia la PKC en la promocion tumoral,
porque para inducir esta etapa en experimentacion animal se suelen emplear
precisamente como agentes artificiales los ésteres de forbol, que son estimulantes de
dicha enzima. En condiciones naturales, los activadores de la PKC son los
diacilgliceroles (DAG) formados en respuesta a los estimulos proliferativos a partir

del fosfatidilinositol (PIP;).
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FACTORES DE CRECIMIENTO

PP,
P, DAG
l@
. ®
ESTERES DE FORBOL PKC ROS

MAP cinasas

/N

PROLIFERACION CELULAR

Regulacién de la proteina cinasa C (PKC). PIP,: fosfatidil inositol difosfato; IP,:
inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; ROS: especies reactivas de oxigeno; MAP cinasas:
proteina cinasas activadas por mitégenos.

Fig. 2.4.1.1- Regulacioén de la Proteinaquinasa C (PKC)

Este estimulo es, légicamente, transitorio porque los DAG se metabolizan
rapidamente. En cambio, los ésteres de forbol, que son analogos estructurales de los
DAG, son metabdlicamente estables y ejercen una activacion mas prolongada de la
PKC. La activacion de la PKC por los radicales libres puede explicarse
razonablemente en términos moleculares. En efecto, la enzima tiene un dominio N-
terminal que es autoinhibidor, rico en residuos de cisteina que pueden ser afectados
por los peroxidos. La oxidacién de estos residuos se reflejaria, por tanto, en un
estimulo de la actividad enzimatica. Parece logico pensar que la regulacion de la
PKC por el estado redox celular constituye un mecanismo de promocién tumoral,
mecanismo que proporcionaria una explicacion adicional al papel de los
antioxidantes, especialmente la vitamina E, en la prevencion del céancer

(Gopalakrishna y Jaken, 2000).
Ademas de su implicacion en la promocion tumoral y la proliferacion de las

células de musculo liso en la aterosclerosis, la PKC interviene en el desarrollo de

algunas de las complicaciones cronicas de la diabetes. Se sabe que estas
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complicaciones se deben fundamentalmente a la hiperglucemia a través de
mecanismos diversos, entre los cuales se encuentra la activacion de esta enzima
(Koya y King, 1998). Es interesante resaltar que la activacion de la PKC en estas
condiciones parece estar mediada también por la produccién incrementada de los
radicales libres debida al funcionamiento excesivo de las cadenas de transporte
electrénico mitocondrial, como consecuencia del aporte continuado de glucosa a las

células afectadas (Nishikawa et al.,2000).

Factor de transcripcion NF-kB

Este factor de transcripcion estd presente en muchos tipos de células y
desempefia un papel decisivo en diversos procesos celulares, como la respuesta
inmunitaria, la apoptosis, la inflamacion y la proliferacion celular. Esto explica el
interés de su estudio en enfermedades que incluyen una respuesta inflamatoria
cronica y un importante componente de proliferacion celular, como es la

aterosclerosis.

Las siglas NF-kB aluden a su descubrimiento como factor nuclear
responsable de la formacion de las cadenas kappa de las inmunoglobulinas en los
linfocitos B. En su forma mads usual, se trata de un heterodimero constituido por dos
subunidades proteicas, pS0 y p65. Mientras el heterodimero esta unido a la proteina
IKB, el complejo es inactivo. Sin embargo, la fosforilacion de la proteina IKB por las
proteinaquinasas  correspondientes (IKB cinasas) lleva a su separacion del
heterodimero NF-kB. Este puede entonces experimentar translocacién al niicleo,
donde se une a secuencias especificas del ADN y estimula la sintesis de una gran
cantidad de proteinas relacionadas con la reaccion inflamatoria, la respuesta
inmunitaria, la sintesis de 6xido nitrico, las interacciones celulares, la apoptosis, la

proliferacion, etc.

Por su parte, la fraccion IKB fosforilada se somete al proceso de

ubiquitinacion y proteolisis inespecifico en el proteosoma (Perkins, 2000). Los
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activadores principales del factor NF-kB son las citocinas TNF-o e IL-1, que se
producen fundamentalmente por las células fagociticas en el proceso inflamatorio.
Curiosamente, estas citocinas también se forman como consecuencia de la activacion

del NF-kB en un claro fendmeno de autoestimulacion defensiva.

Los radicales libres parecen actuar en varios puntos de este sistema,
fundamentalmente favoreciendo la actuacion de las IKB cinasas y la translocacion de

NF-kB al nucleo (Flohe et al., 1997; Ginn-Pease y Whisler, 1998).

El cuadro es mucho mas complejo, porque ademas del mecanismo descrito, el
NF-kB puede activarse por otras vias que incluyen, por ejemplo, la fosforilacion por
MAP quinasas y PKC, sobre las cuales podrian actuar también los radicales libres

(Janssen-Heininger et al. , 2000).

TNF-z, 1L

N/

Translocacion 1 Ubiquitinacion

Degradacion

PROTEINAS ESPECIFICAS

Activacién del factor nuclear de transcripcion NF-«kB. TNF: factor de necrosis
tumoral; IL-1: interleucina 1; IxB: proteina inhibidora del NF-xkB; ROS: especies reactivas de
oxigeno.

Fig. 2.4.1.2- - Factor nuclear de activacion NF-kB: activacion

Otro aspecto interesante de esta regulacion es la implicacion del 6xido nitrico

en la activacion del NF-kB. Cuando se produce en pequenas cantidades, el 6xido
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nitrico activa las IKB quinasas, con el consiguiente estimulo del NF-kB. Esta accion

puede interpretarse como una «proteccion inflamatoria» de base.

En cambio, como consecuencia de la induccion de la 6xido nitrico sintasa por
el NF-kB, se produciria una gran cantidad de oxido nitrico. En este caso, este
compuesto originaria una inhibicion del NF-kB por nitrosilacion de dos cisteinas.
Estariamos ante una inhibicion feedback en un modelo claro de defensa frente a una
reaccion inflamatoria prolongada (Janssen-Heininger et al., 2000). Las relaciones
entre los radicales libres, el 6xido nitrico y sus derivados (especies reactivas de
nitrogeno: RNS) son muy complejas. De hecho, el 6xido nitrico puede reaccionar
con el radical superoxido y originar peroxinitrito. Aunque este ultimo compuesto
puede ser también muy citotoxico (Wolin, 2000), con esta reaccion se impediria la
formacion de perdxido de hidrogeno, que es el responsable directo de la activacion
del NF-kB. Esto contribuiria a explicar el caracter antiinflamatorio y antiaterégenico

del 6xido nitrico (De Caterina, 2000; Patel et al., 2000).

Vale la pena resaltar, por ultimo, el papel que parece desempefiar también la
hiperglucemia mantenida en la activacion del NF-kB por los radicales libres
(Nishikawa et al., 2000). Este efecto, y el ya resefiado anteriormente sobre la
proteinaquinasa C, podria contribuir a explicar las alteraciones vasculares en la

diabetes tipo I (Schmidt y Stern, 2000).

2.4.2.- CITOTOXIDAD DE LOS RADICALES LIBRES SOBRE
PROTEINAS, LIPIDOS, HIDRATOS DE CARBONO Y ACIDOS
NUCLEICOS

La mayor parte de los componentes celulares pueden ser danados por los
radicales libres, pero las proteinas, los acidos grasos insaturados, los acidos nucleicos
y los hidratos de carbono resultan ser los blancos fundamentales de las reacciones de

estas especies. Cuando los radicales libres de oxigeno reaccionan con esas moléculas
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las estructuras de las mismas se alteran y, como consecuencia de ello, también el
correcto funcionamiento de las células. A continuaciéon se describen los dafos
producidos por los radicales libres sobre las proteinas, lipidos, acidos nucleicos e

hidratos de carbono.

2.5.- REACTIVIDAD DE LOS RADICALES LIBRES EN
SISTEMAS BIOLOGICOS

2.5.1.- Proteinas

Los radicales libres de oxigeno estan implicados de forma muy importante en
la oxidacién que conduce a modificaciones estructurales de las proteinas, que
pueden llegar a la degradacion de las mismas. Entre las modificaciones posibles se
incluyen las modificaciones oxidativas de los aminodcidos y la formacién de
carbonilos, que puede ser utilizado como un marcador temprano de dicha oxidacion

de proteinas.

Reznick y Packer, (1994) describieron un método espectrofotométrico
adecuado para la determinaciom de los grupos carbonilo como marcadores de la
oxidacion de las proteinas. Por otra parte, Levine et al.,(1994), propusieron un
método mas preciso que el anterior basado en la técnica de HPLC con el objetivo de
determinar las diversas especies quimicas que aparecen en una reaccion de oxidacion

por radicales libres en proteinas.

Evans et al.,(1999) utilizaron un método para determinar los grupos carbonilo
producidos por las reacciones de los radicales libres de oxigeno con las proteinas,
estos grupos carbonilo pueden reaccionar con el reactivo DNPH
(dinitrofenilhidrazina) generando compuestos dinitrofenilhidrazonas como productos
de la reaccion, que son coloreados, por lo tanto puede utilizarse esta reaccion para
estimar el contenido de los grupos carbonilos, proteinas en tejidos humanos y en

fluidos corporales. Estos autores han utilizado esta técnica para medir la
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concentracion de grupos carbonilo en tejido celular humano; dicha técnica se utilizd
parar investigar los grupos carbonilo ligados a proteinas en muestras de cerebro
obtenido en analisis post-morten de pacientes que sufrieron distintos tipos de
alteraciones, tales como la esclerosis lateral amiotrofica, la atrofia muscular
progresiva. Se tomaron también controles de personas normales y también de
personas enfermas que habian sufrido otros desdrdenes neurovegetativos diferentes
de los que afectaron al cortex; estas enfermedades estan relacionadas con mutaciones
en la enzima SOD que pueden dar lugar a un incremento importante en el estrés

oxidativo, afectando a las proteinas en el cortex cerebral.

Las modificaciones oxidativas proteicas pueden ser primarias o secundarias.
Las modificaciones primarias suceden en la oxidacion catalizada por metales, la
oxidacion inducida por la radiaciéon y la oxidacién por ozono u oxidos de nitrogeno.
El estado redox de los ligandos metédlicos de muchas metaloproteinas puede ser
modificado al reaccionar con estos radicales libres. Las modificaciones secundarias
se producen cuando las proteinas son alteradas por moléculas generadas por
oxidacion de otras moléculas. Un ejemplo importante es la modificacion covalente
de las proteinas producida por el hidroxinonenal, generado en la oxidacién lipidica.
Los grupos carbonilo pueden aparecer en las proteinas por cualquiera de estas
reacciones, y la aparicion de grupos carbonilo se acepta como una evidencia de la
oxidacién proteica. Por ejemplo la glicosilacion de proteinas puede aumentar los

grupos carbonilo en los residuos aminoacidicos.

Asi, la oxihemoglobina se convierte en metahemoglobina cuando reacciona
con el O, o el peroxido de hidrégeno (Freeman y Grapo, 1982; Valenzuela y Videla,
1989). Otra hemoproteina citoplasmatica, la catalasa, también es inhibida por los
radicales superoxido, que la convierten en sus formas inactivas ferroxi y ferrilo

(Halliwell y Gutteridge, 1999).

Los radicales libres pueden reaccionar con aminoacidos que contengan

grupos insaturados o azufre. De esta manera, las proteinas con elevada proporcion de
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fenilalanina, histidina, tirosina, triptdfano, cisteina o metionina son mas susceptibles
al ataque de los radicales libres. En este sentido, se ha comprobado que enzimas tales
como la gliceraldehidoeral-3-fosfato deshidrogenasa, la papaina o la superoxido
dismutasa (SOD), cuya actividad depende de estos aminoacidos, se inhiben en
presencia de ciertos radicales libres. Las reacciones de los radicales libres con todos
estos aminodcidos dan lugar también a alteraciones estructurales en las proteinas
provocando entrecruzamientos y fendmenos de agregacion, que se ven favorecidos
por la formacién de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Stadtman, 1992;

Gebicki y Gebicki, 1993).

Los enlaces peptidicos pueden ser dafiados por los radicales libres. Estos
enlaces se rompen después de la oxidacion de residuos de prolina por radicales

hidroxilo o superéxido (Woff et al., 1986).

Por ultimo, la reaccion de los radicales libres con las proteinas también puede
generar subproductos que amplifiquen el dafo inicial . Por ejemplo, cuando el
triptofano se oxida hasta H,O, y N-formilquinurenina, este compuesto reacciona con
algunos grupos amino y provoca entrecruzamientos entre proteinas lipidos o ambos (

Freman y Grapo, 1982; Stadtman, 1992).

2.5.2.- Lipidos

Como ya se ha comentado anteriormente, la mayoria de los radicales libres de
interés bioldgico suele corresponder a especies extremadamente reactivas e
inestables, por lo que su periodo de vida media es muy corto, asi como su radio de
accion. No obstante, cuando un radical libre reacciona con un compuesto no radical,
se puede formar un nuevo radical libre que podrd reaccionar, a su vez, con otro

compuesto no radical y asi sucesivamente.

De esta manera, es posible que se creen reacciones en cadena que daran lugar

a efectos bioldgicos lejos del lugar donde se origind el primer radical. Un claro
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ejemplo de este hecho lo constituye la peroxidacion lipidica de la que se hablara a

continuacion.

Los radicales libres hidroxilo y perhidroxilo y el oxigeno singlete pueden
reaccionar con los acidos grasos de los fosfolipidos y otros componentes lipidicos de
las membranas para formar hidroperdxidos lipidicos (Aikens y Dix, 1991; Schaich,
1992; Choe et al., 1995). Este proceso de peroxidacion lipidica comienza cuando el
radical libre quita un atomo de hidréogeno de uno de los carbonos metilenos de la
cadena hidrocarbonada para originar un radical libre lipidico. Los acidos grasos
poliinsaturados son especialmente susceptibles al ataque de los radicales libres,
puesto que contienen grupos metileno separados por dobles enlaces que debilitan el
enlace metileno C-H. El radical libre lipidico, para estabilizarse, sufre un reajuste
molecular que produce un dieno conjugado. El dieno conjugado reacciona con el
oxigeno molecular y se forma un radical perdéxido que puede dar lugar a
endoperoxidos, o bien captar un dtomo de hidrégeno de un carbono metileno de otro
acido graso poliinsaturado adyacente y formar, de nuevo, un radical libre lipidico y
un hidroperdxido . Asi se establece una cadena de propagacion del dano

peroxidativo.

Los hidroperdxidos lipidicos son compuestos estables, pero si entran en
contacto con iones metalicos de transicion, producen mas radicales libres que pueden
iniciar y propagar otras reacciones en cadena. De esta manera, se altera la estructura
de las membranas y, por tanto, su funcién (Rice-Evans y Burton, 1993). Los
productos finales de la peroxidacion lipidica, entre los que se incluyen hidrocarburos
volatiles, alcoholes o aldehidos, pueden difundir lejos del lugar donde se originaron y
alterar la permeabilidad vascular, la respuesta inflamatoria o la quimiotaxis (Blake et

al., 1987; Pryor y Church, 1991).
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Hidroperoxido lipidico N_\—/\

Figura 2.5.2.1.- Peroxidacion lipidica

El malondialdehido (MDA), otro producto final de la peroxidacion de los
acidos grasos, puede causar entrecruzamientos y polimerizacion entre los distintos
componentes de las membranas, asi como reaccionar con las bases nitrogenadas del

ADN (Valenzuela, 1991).

Los hidroperéxidos de los acidos hidroxieicosatetraenoicos (HETE) y los
isoprostanos son biologicamente activos. El HETE  produce quimiotaxis en
neutrofilos y facilita la captura de calcio y la movilizacion de la proteinaquinasa-C.
El 12-HETE esté relacionado con la secrecion de adrenocorticotropina, los procesos
de modulacién mitogenéticos y la funcién de los linfocitos, mientras que el 15-
HETE puede inhibir la migracién de neutrofilos a través de la citoquina endotelial

activada (Aruoma, 1998).
Los isoprostanos son una serie de prostaglandinas unidas a compuestos que

se forman durante la peroxidacion del acido araquidonico, aunque probablemente se

formen productos similares a partir de otros PUFA. Como consecuencia de la
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similitud estructural con las prostaglandinas F,, estas sustancias se conocen como
F,-isoprostanos, los cuales se pueden medir en plasma ( 35+6 pg/ml) y orina
(1600+£600 pg/ mg creatinina) en sujetos sanos, lo que indica que son compuestos

originados a partir de la peroxidacion lipidica, incluso en sujetos sanos.

La mayoria de los isoprostanos plasmaticos estdn esterificados con
fosfolifidos, pero algunos estan “libres” (sin esterificar). Uno de los isoprostanos: 8-
1sS0PGF;, , es un poderoso vasoconstrictor renal y disminuye el flujo sanguineo renal
y la filtracion glomerular hasta casi la mitad de las ya de por si bajas concentraciones
(nM). Se ha sugerido que el aumento de la concentracion de los F-isoprostanos
circulantes puede contribuir al sindrome de patologia hepatorrenal. La excrecion
urinaria de isoprostanos estd incrementada en fumadores y pacientes con

arterioesclerosis (Salonen et al., 2003).

== CO,H
OOH l l OOH
N = CO.H . conm
N COH coM 5
z BU
- OOH OOH
I I 11 Iv
—_
|
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F,_-IsoP E,-IsoP D,-IsoP Isotromboxano

Fig. 2.5.2.2.- Esquema de la formacion de isoprostanos
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En general los isoprostanos y sus metabolitos se pueden cuantificar en orina,
lo que constituye un ensayo valido de la peroxidacion lipidica en el organismo si se
puede descartar el efecto de la dieta. El mecanismo de formacion de los isoprostanos
se muestran en la figura 2.5.2.2. Los endoperdxidos pueden sufrir la reduccion para
producir F,-isoprostanos o recolocaciones para formar Ej-isoprostanos, D»-

isoprostanos y/o isotromboxanos (Aruoma, 1998).

2.5.3.- Acidos nucleicos

Gran parte de la citotoxicidad de las ERO es una consecuencia de las
aberraciones cromosomicas producidas por las modificaciones quimicas que sufren
las bases y azucares del ADN al reaccionar con esas especies (Demple y Linn, 1982;

Harman, 1992; Higuchi y Linn, 1995).

Las ERO, reaccionan con el ADN tanto a nivel del esqueleto azicar-fosfato,
como de las bases. El ataque sobre las bases tales como timina y adenina producen el
dafio de la base. Esas modificaciones quimicas provocan reacciones de
entrecruzamiento y, en muchos casos, la ruptura de las hebras del ADN. Si el dafio
que se origina es tan grande que no puede ser reparado, entonces se produce una
mutacion, o produce la muerte celular (Cerutti, 1985; Davies et al., 1982). Puesto
que el ADN mitocondrial no tiene histonas unidas, es mas susceptible al dafio

oxidativo que el ADN nuclear (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Aunque se ha documentado el dafio al ADN por ERO, no esta claro cudl o
cuales de los oxidantes causan el dafo. Ni el O, ni el H,O,, bajo condiciones
fisiologicas, parecen causar roturas de cadenas del ADN o modificaciones de las
bases (Lesko, et al, 1980; Aruoma et al, 1989). Se ha propuesto que la toxicidad in
vivo del O,y del H,O, se produce por su conversion, dependiente de una reaccion
no enzimatica catalizada por hierro, a una especie radical altamente reactiva, el

radical OH (Dizdaroglu, 1991; Halliwell y Gutteridge , 1988). Como fuente exdgena
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la radiacidn ionizante, por interaccion con el medio celular y tejidos, también puede
inducir la formacion de OH, ya que se ha observado que produce un espectro de

dafio al ADN similar al provocado por otros oxidantes.

Alrededor de un 90% de los dafios producidos en el ADN por el H,O, , son
bases alteradas; asimismo puede causar roturas de simple y doble cadena. El H,O,
también induce el intercambio de cromatides hermanas, presumiblemente como
consecuencia directa del dafio oxidativo al ADN.Las células contienen enzimas que
pueden reponer las bases del ADN dafiadas por oxidacion tales como glicosilasas.
La existencia de estas enzimas, en una amplia diversidad de organismos, sugiere que

el dafio oxidativo es un problema importante (Bernstein, 1991).

Las enzimas celulares superoxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y
glutation reductasa limitan, en parte, el dafio producido por las especies reactivas del
oxigeno. Las membranas celulares no son aparentemente obstaculo para los agentes
oxidantes, ya que la liberacion de radicales libres de oxigeno formados en leucocitos

pueden inducir roturas de cadenas del ADN de células vecinas (Bernstein , 1991).

En células humanas, se producen un gran ntimero de dafios oxidativos al
ADN por célula y dia, debido al metabolismo celular oxidativo. Asi, residuos tales
como timina glicol (Tg), 8-oxo0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG), 8-
oxoguanina (8-oxoGua), timidinaglicol (dTg) y 5-hidroximetiluracilo (5-OhmU) son
hidrosolubles y, por lo tanto, excretados en la orina de humanos como resultado de
su sustitucion durante la reparacion del ADN dafiado por oxidacion (Bernstein y
Bernstein, 1991 ; Fraga et al., 1991). De cllos la 8-0xodG y los derivados de la
Timina son los mas estudiados; los valores de concentracion y excrecion de bases y
nucledsidos oxidados obtenidos en diferentes laboratorios estdn dentro del mismo

rango.

Los niveles de 8-oxodG en orina probablemente no estan afectados por la

dieta, ya que los nucledsidos no se absorben en el estdmago. Aln no se ha tratado la
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cuestion de si la 8-0xodG se metaboliza hasta otros productos en humanos. Tambien
es posible que alguna o toda la 8-o0xodG excretada por orina no proceda del DNA,

pero si de la desoxiGTP (dGTP) en el pool precursor de los nucledtidos del DNA.

Rango de Valores publicados de biomarcadores urinarios del

dafio oxidativo de DNA en humanos

N° Total N° Total de

Lesion Ensayo Rango de Valores de sujetos publicaciones
dTg HPLC 390-435 pmol/kg 24 h 19 2
Tg HPLC 100-174 pmol7kg 24 h 19 2
dTg GC/MS 110-250 pmol/kg 24 h 3 2

5-O0hmU  GC/MS 74+ 9 nmol/24 h 14 1°

8-oxodG  HPLC 170-600 pmol/kg 24 h 60 6
1.0-3.0 nmol/nmol creatinina 206 8
8-0x0dG  GC/MS 110-345 pmol/kg 24 h 26 3
8-0xodG  ELISA 1600-4800 pmol/kg 24 h 4 1
7.7 £ 3.4 nmol/nmol creatinina 52 1°
8-oxodGua HPLC 1.5-5.0 nmol/nmol creatinina 13 1

? Datos tomados de Loft y Poulsen, ( 1996 )
® Datos tomados de Faure et al., ( 1996 )
¢ Datos tomados de Erhola et al., ( 1997 )

Tabla 2.5.3.1.- Valores del dafio oxidativo del DNA en orina de humanos. ( Loft
y Poulsen, 1999).

Para interpretar el uso de nucleobases oxidadas y desoxinucledsidos como
biomarcadores del dafio oxidativo en el DNA, y las vias de reparacion de las
modificaciones en el DNA ( en concreto la 8-oxoGua), se aislaron partir de extractos
nucleares de células humanas, dos enzimas diferentes reparadoras de DNA: una con
actividad glicosilasa y otra que unicamente escinde 8-oxodG como nucleétido (Loft,
1999). Se mostr6 que la enzima que escinde 8-0xodG como nucledtido contribuye a
la reparacion de la 8-oxodG en DNA. Ademas la 8-0xoGTP fosfatasa y 8-oxodGMP

nucleotidasa rdpida y selectivamente transformaron los nucleotidos oxidados
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liberados en nucleodsidos listos para su excrecion. Estas enzimas también permiten la
eliminacion de dGTP oxidado a partir del pool celular y a continuaciéon su

eliminacion como 8-0xo0dG.

Ademas el metabolismo del DNA danado a partir de células reparadas y el
turnover mitocondrial liberan también §8-oxodG. Datos atin no publicados a partir de
estudios en ratas indican que la induccion de 8-0xodG en el DNA nuclear en 6rganos
diana se corresponde con el aumento en la excrecion urinaria tras la administracion
del carcindgeno 2-nitropropano, lo que avala la idea de que la 8-0xodG es in vivo el

producto primario obtenido tras sufrir modificaciones el DNA (Loft, 1999).

Experiencias con animales muestran que la 8-oxodG inyectada se excreta
inalterada en orina, mientras que la 8-oxodG de la dieta o la oxidacion de la dG

durante la excrecion no contribuye a la reparacion del DNA.

En humanos la cantidad excretada de 8-oxodG y 8-oxoGua se encuentran
dentro del mismo rango y ambas tienen valores superiores en fumadores (como
ejemplo de poblacion con estrés oxidativo). Consecuentemente la excrecion urinaria
de la 8-0x0dG refleja por término medio, el riesgo promutagénico de un producto
oxidativo en el DNA de todos los organos y tejidos. Posiblemente la 8-oxoGua
excretada por orina permita conocer la importancia total de la reparacion de la 8-

0x0dG en el DNA.

Para wusar los productos de reparacion excretados por orina como
biomarcadores del dafio oxidativo al DNA se asume una minuciosa y amplia
reparacion en el DNA (Loft, 1999). Asi tras una radiacidon ionizante en humanos, el
incremento de timina — glicol y 8-0xodG excretados por orina se produce en 24

horas.

En un estudio del cerebro humano se describe un promedio de dos lesiones en

DNA nuclear por célula y dia. En humanos se han determinado los valores de
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excrecion urinaria de 8-o0xodG y 8-oxoGua en el rango 15-50 nmol/24 horas. La
suma de los productos de reparaciéon de DNA estd en 300-1000 lesiones/dia en cada
célula. Asumiendo la existencia de 5x10° células en el organismo, la eficiencia

reparadora calculada se sitiia en el 99,4 - 99,8 %.

Como consecuencia de esta amplia y rapida reparacion, la excrecion urinaria
de los productos de reparacion reflejard el indice de dafio oxidativo en todas las
células del organismo. Por el contrario, los niveles de bases oxidadas en el DNA de
linfocitos reflejarian los niveles en equilibrio entre dafio y reparacion, aunque s6lo en
un tejido distinto de los tejidos diana. En consecuencia los dos grupos de marcadores

resultan complementarios (Loft, 1999).

2.5.4.- Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son dafiados en menor proporcidon que otras
moléculas por los radicales libres. Monosacaridos tales como la glucosa, el manitol o
ciertos desoxiazlcares pueden reaccionar con el radical hidroxilo para producir
sustancias reactivas como es el perdxido de hidrégeno, que contribuye a los niveles
intracelulares con una concentracion 10° M (Sies, 1985; Blake et al., 1987; Lunec,

1990) .

Los oxoaldehidos que se producen a partir de la autooxidacion de los
monosacaridos estdn implicados en la patogénesis de cancer, diabetes y
enfermedades cronicas asociadas al tabaco. Se ha postulado que la oxidacion de los
monosacaridos puede mediar en la formacion de enlaces cruzados con las proteinas,
causando agregacion proteica y disminucion en la fluidez de la membrana, lo que
provoca cataratas en diabéticos y microangiopatia (Von Sontag, 1980). En pacientes
con diabetes mellitus se han encontrado complejos IgG fluorescentes y complejos de
albumina fluorescentes. La fluorescencia se genera por radicales oxigeno, pero es
mediada por el enlace covalente de la glucosa a estas proteinas. Es conocido que los

monosacaridos simples se oxidan bajo condiciones fisiologicas generando O, . En
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las proteinas con aminoacidos aromaticos, la formacion de O, ~ puede
aumentar la oxidacién y la formacion de enlaces cruzados entre estas proteinas. Este
tipo de proteinas fluorescentes son las implicadas en el desarrollo de microangiopatia

en diabetes mellitus.

Asimismo, los polisacaridos pueden sufrir el ataque de los radicales libres,
fragmentdndose para dar unidades mas sencillas. Greenwald y Moy (1980)
demostraron que el acido hialurénico ( es un glucosaminoglicano, que consiste en
repetidas unidades de 4cido glucurénico y N- acetilglucosamina) se despolimeriza en
presencia de concentraciones elevadas de radicales hidroxilo, lo que provoca la
disminucién del liquido sinovial de las articulaciones. Este efecto es potenciado por

las ERO generadas por neutrofilos in vitro (Mc Cord, 1980).

2.6.- RADICALES LIBRES Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

Los radicales libres se ven implicados en multitud de procesos patologicos.
Los radicales libres pueden predisponer al ser humano a enfermedades causadas por

otros factores y ser antagonistas de los procesos curativos.

2.6.1.-Envejecimiento

Un campo de investigacion sugiere que los dafios de los radicales libres a las
células conducen a cambios patologicos asociados al envejecimiento (Bechman et
al., 1998). Hay evidencia extensa para implicar a los radicales libres en el desarrollo

de un gran numero de enfermedades degenerativas (Cross,1987).

El estrés oxidativo estd implicado en el desarrollo de la mayoria de las causas
de las discapacidades de las personas mayores, incluyendo el debilitamiento
cognoscitivo y la enfermedad de Alzheimer, la disminucion de la actividad del

sistema inmunitario, cataratas y degeneraciéon macular relacionada con la edad. Asi
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mismo, a la luz de los resultados revisados (Tolonen et al.,1985; Tolonen et al.,1988;
Clausen et al., 1989), se pone de manifiesto que estos fenomenos adversos pueden

ser paliados con la ingesta de diversos agentes antioxidantes.

2.6.2.-Procesos oncolégicos

Los radicales libres intervienen en las etapas de iniciacion y promocion de un
tumor. El incremento de cancer en edades avanzadas puede ser debido, al menos en
parte, al incremento en el nivel de reacciones de los radicales libres con la edad, al
mismo tiempo que disminuye la eficacia del sistema inmune para eliminar las células

alteradas (Harman, 1992).

2.6.3.-Patologias cardiacas

En la actualidad, se estan realizando algunos estudios prospectivos para
determinar el efecto protector de los antioxidantes en la enfermedad coronaria y en
neoplasias ya que existen evidencias que en la aparicion de enfermedades
cardiovasculares estan implicados mecanismos oxidativos mediados por radicales
libres. Con respecto a la ateroesclerosis coronaria, existe la teoria de la oxidacion. La
elevacion de LDL (lipoproteinas de baja densidad) es un factor de riesgo coronario
bien establecido, asi como el aumento del indice LDL/HDL (lipoproteinas de
baja/alta densidad) es un buen detector de enfermedad coronaria. Las LDL en su
forma nativa no son propiamente las culpables, sino que tienen que ser oxidadas para

ser aterogénicas.

El primer paso en la oxidacion de LDL es la peroxidacién, produciendo
hidroperoxidos de fosfolipidos y otros hidroperoxidos lipidicos. Estos se desdoblan
para formar malonildialdehido y otros compuestos reactivos, los cuales pueden
modificar la afinidad de la apolipoproteina B por las LDL.. Esto da lugar a que la
forma oxidada de LDL sea reconocida por los receptores de los macréfagos, que

fijan las LDL oxidadas de forma descontrolada. Esto es debido a que, a diferencia de
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las apolipoproteinas B y E, no existe una autoregulacion respecto al contenido de
LDL-colesterol. De esta manera los macrofagos acumulan grandes cantidades de
lipidos en forma de LDL oxidada que eventualmente son convertidos en células

espumosas, parte fundamental en la lesion ateroesclerosa (Codina et al., 1999).

Otras modificaciones inducidas por las LDL oxidadas son la estimulacion de la
adhesion de los monocitos al endotelio vascular y la inhibicion de la vasodilatacion

y citotoxicidad.

2.6.4.- Enfermedades de la piel

La superficie de la piel es especialmente vulnerable al dafio producido por los
radicales libres generados por una gran variedad de procesos fisioldgicos y
biologicos (Schallreuter et al., 1989). Se piensa que los radicales libres tienen un
importante papel en el envejecimiento de la piel y en el desarrollo de desérdenes
semejantes al cancer de piel, también se ha demostrado que los radicales libres tienen
un papel importante en los dafios causados por las radiaciones ionizantes y

ultravioletas a las células epidérmicas (Fuchs et al., 1989).

Los estudios han mostrado que la exposicion a la luz UV debilitan los
sistemas antioxidantes de la piel (Potokar et al.,1990), produciendo una disminucion
de la concentracion de vitamina E después de la exposicion a radiacion UV debido a

un incremento del estrés oxidativo (Trevithick et al., 1992).

2.6.5.- Patologias del higado

La relacion entre la sobrecarga de hierro y la actuacion conjunta de los
radicales libres influye signficativamente en el higado. El hierro contiene electrones
desapareados y puede ser considerado como un radical (Halliwell et al., 1999). La
oxidaciéon de Fe*" da lugar, a través de la pérdida de un electron captado por el

oxigeno, a la formacion de O,". La generacion de O, da origen a H,O,, que puede
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. + . . . .
reaccionar con Fe*” y producir OH' , de esta forma el hierro resulta un catalizador
adecuado de la produccion de intermediarios de la reduccion parcial del oxigeno de

alta reactividad.

Entre las reacciones quimicas-hierro dependientes aquellas relacionadas con
la peroxidacion de lipidos han sido ampliamente estudiadas (Halliwell et al.,1999).
Como especies responsables de la iniciacion de las reacciones en cadena se han
propuesto tanto al OH (Halliwell et al.,1999) como a hierro-oxo-especies (Fontecave
et al.,1993), tales como el ion perferrilo (Fe*"-O, Fe**-0,-) , el i6n ferrilo (FeO,") o
el complejo Fe’-O,Fe’”. En la etapa de propagacion el hierro interviene
incrementando la velocidad de oxidacion de lipidos a través de la conversion de los
hidroperéxidos lipidicos (ROOH) en radicales alcoxilos (RO’) o peroxilos (ROO)
(Gutteridge , 1987).

Las consecuencias fundamentales de la peroxidacion de lipidos son:

a) Distorsion y/o ruptura de membrana, lo que altera la permeabilidad de

la misma y produce cambios en la actividad de las enzimas dependientes de lipidos

b) La toxicidad de los peréxidos lipidicos y sus productos de ruptura
(Bacon et al., 1990). Se ha observado que la peroxidacion precede o acompana el
dafo celular en muchas patologias (Halliwell et al., 1994) y ¢l dafio a los fosfolipidos
de las membranas de las organelas seria el mecanismo unificador subyacente en
muchas de las teorias propuestas a fin de explicar los efectos descritos en tejidos

sometidos a sobrecarga de hierro (Bacon et al., 1990).

Resultan particularmente susceptibles a la sobrecarga de hierro los
individuos que padecen Hemocromatosis idiopatica primaria (HH). Se trata de una
enfermedad hereditaria autosdmica recesiva, donde se encuentra disminuida la
capacidad de controlar la absorcién de hierro debido a un defecto en la expresion

de la proteina que regula su incorporacion en las células de la mucosa intestinal
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(Weinberg, 1990). Dado que en casos de HH la patologia asociada mas frecuente
es el carcinoma primario de higado (frecuencia=24%) no se descarta que el hierro

en exceso actiie danando bases del ADN (Searle et al., 1986).

El higado, por ser un importante 6rgano de almacenamiento de hierro, es
especialmente afectado por su exceso, sin embargo, en personas que no poseen el
gen de la HH, se ha observado una mayor frecuencia de cancer correlacionada con
valores incrementados de hierro (Weinberg, 1990; Stevens et al., 1994; Knekt et
al., 1994).

La induccion de hipertiroidismo experimental en la rata por la administracion
de dosis diarias de T3 (0,1 mg/Kg de peso), produce incrementos en la actividad de
enzimas hepaticas involucradas en procesos de oxidorreduccion. A nivel
mitocondrial, microsomal y peroxisomal, aumenta la generacion de radicales libres,
como el radical superoxido (O,") y/o el peroxido de hidrogeno (H,O,), y a nivel
citoplasmatico aumenta la generacion de especies reactivas derivadas del nitrégeno
(ERNS), como el 6xido nitrico (NO') y el peroxinitrito (ONOQO") (Fernandez et al.,
1985; Fernandez et al., 1993; Fernandez et al., 1997).

Ademas del incremento en la generacion de radicales libres y de ERNS, se
produce una importante disminucion de la actividad de algunos sistemas de defensa
antioxidante, como la SOD, la catalasa y los contenidos totales de equivalentes de
GSH (Fernandez et al., 1988; Fernandez et al., 1991), de a-tocoferol, de licopeno y
de B-caroteno (Simon et al., 1998). Este aumento en el nivel de moléculas
prooxidantes junto a la disminucidon de la actividad antioxidante, condicionan un
estrés oxidativo hepatico que conduce a dafio celular, mediante un incremento en la

respuesta lipoperoxidativa (Fernandez, 1992).
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2.7.- RADICALES LIBRES Y ACTIVIDAD FISICA

Existen diversas fuentes de produccion de radicales libres durante el ejercicio

(Packer, 1999):

1. Por un escape de electrones, probablemente a nivel de la ubiquinona
— citocromo b, en la cadena mitocondrial de transporte de electrones con
produccion de anion superdxido (0,™) (Sjodin, 1990) . En esencia, lo que sucede en
el sistema de transporte de electrones es que los iones hidrogeno y los electrones son
transportados hasta el oxigeno por transportadores de electrones en una serie de

reacciones enzimaticas, siendo agua el producto final.

4H +4¢ +0, —» 2H,0

Como los electrones son transportados en la cadena respiratoria, se libera
energia y se resintetiza ATP en reacciones acopladas. Por cada par de electrones (2¢)
transportados en la cadena, se libera suficiente energia como para resintetizar un
promedio de 3 moles de ATP. En total, 12 pares de electrones se eliminan a partir de
la degradacion de 180 g de glucogeno y por consiguiente se generan 36 moles de
ATP. Por lo tanto, durante el metabolismo aerobico, la mayor parte de un total de 39
moles de ATP son resintetizados en el sistema de transporte de electrones al mismo

tiempo que se forma agua.

Considerando que durante el ejercicio el consumo total de O, aumenta entre
10 y 20 veces y que a nivel del musculo el flujo es atn 10 veces mayor (Child et al.,
1998), es razonable suponer que la produccion mitocondrial de O,", se halla
igualmente incrementada. Reacciones subsecuentes entre superoxidos originan otras
especies reactivas de oxigeno, el perdxido de hidrogeno y en ultima instancia el

radical hidroxilo ( Jaeschke, 1995 ; Ji, 1995 ).
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Hidroperoxidasas

Figura 2.7.1.-_Ciclo del oxigeno. Una porcion de oxigeno (O,),
utilizada durante la respiracion mitocondrial, es convertida a superéxido (O,”
), que la dismuta a perdxido de hidrégeno (H.O;) que, a su vez, conduce a la
formacion de radical hidroxilo (HO') y a la peroxidacion lipidica. Las
hidroperoxidasas catalizan la ruptura de los hidroperdxidos, dando agua como
producto final que, a su vez, es fuente de O, durante la fotosintesis,
completando el ciclo. R= molécula orgénica, Q= quinona.

La contraccion muscular estd directamente relacionada con la generacion de
dichas especies (Reid et al., 1994; O'Neil, 1996) y la fatiga muscular que se produce

durante el ejercicio( Bruto, 1996 ).

Es posible que la reduccion prolongada de fuerza muscular pueda estar
asociada, al dano que sufre el musculo tras el ejercicio por la accion del radical
superoxido. En el postejercicio, se inicia una respuesta inflamatoria en la etapa
inicial del proceso de reparacion con la generacion de especies reactivas de oxigeno
originados por los neutrofilos en la explosion respiratoria (Mc.Cord, 1980; Pyne,
1994). Los neutrofilos constituyen la primera linea de defensa contra la invasion de
sustancias extrafias a los tejidos . Las especies reactivas de oxigeno producidas
durante el ejercicio pueden jugar un papel en la infiltracion de neutrédfilos al muasculo

promoviendo un aumento de la permeabilidad vascular.
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La interaccidon con el endotelio vascular se produce a través de receptores de
membrana que determinan su adherencia y migracion. Estos receptores son: la
molécula de adhesion interleucocitaria y la molécula de adhesion del leucocito al
endotelio. Se ha demostrado que la hipertermia incrementa la adhesion de los
leucocitos a las células endoteliales con el dafio celular subsecuente . En general, el
ejercicio de intensidad moderada tiende a aumentar la explosion respiratoria mientras
que el ejercicio mas intenso tiende a suprimirlo (Neiman, 1997). La infiltracion de
neutrofilos tiene el potencial de destruir componentes del musculo como los
fosfolipidos de las membranas y las proteinas estructurales y funcionales. Si su
generacion no es regulada, las ERO tedricamente pueden convertirse en
propagadores del dafilo muscular en el postejercicio y la respuesta inflamatoria y que
la respuesta inflamatoria en el musculo postejercicio contribuya al dafio de la fibra

muscular.

Uno de los mas recientes descubrimientos es la liberacion del factor de
activacion de los neutrofilos que es inducido en los monocitos/macrofagos por el

lipopolisacarido de las bacterias gram negativas.

La activacion de los leucocitos polimorfonucleares tiene un efecto
potencialmente tdxico relacionado con la liberacion de proteinasas, radicales de

oxigeno y eicosanoides.

Los radicales libres superdxido no solamente se producen por los leucocitos
polimorfonucleares, sino también por la estimulacion de la via xantina-oxidasa que
se encuentra en la superficie de las células endoteliales y se activa durante la
isquemia-reperfusion, donde el oxigeno penetra con rapidez a las células y produce
una oxidacion a purinas generando urato y radicales superdxido que son metabolitos

de alta toxicidad (Schiller, 1991; Boros, 1993).

En relacion al dafio histico, los radicales superoxido pueden estimular la

acumulacion, adherencia y activacion de los neutréfilos, aumentando la actividad de
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los leucocitos polimorfonucleares en los diferentes 6rganos, donde junto con las

proteasas contribuyen al dafio de los tejidos.

Otra via de generacion endogena de los radicales superdxidos es a través de la
peroxidacion lipidica del acido araquidonico, el cual activa las vias de la

lipooxigenasa y ciclooxigenasa (Anderson , 1990).

Es importante considerar que no todos los efectos biologicos de los radicales
libres de oxigeno son negativos, tienen efectos beneficiosos como mencionamos

anteriormente (Smith , 1992).

Cuando se produce un shock séptico se genera oOxido nitrico, metabolito
derivado de la L-arginina que tiene un efecto vasodilatador y se produce por las
c¢lulas endoteliales, macréfagos activados, algunas células nerviosas, hepatocitos

estimulados por las citoquinas y por los leucocitos polimorfonucleares.

Dentro de las versatiles funciones del oOxido nitrico se encuentran la
inmunosupresion, la neurotoxicidad y la alteracion en la transmision sensorial.
Estudios en humanos revelan niveles elevados del 6xido nitrico y sus metabolitos, lo

que sugiere su excesiva produccion durante la sepsis (Evans et al., 1994).

2. En la isquemia — reperfusion. Durante el ejercicio, el flujo sanguineo es
restringido en numerosos 6rganos y tejidos ( rifion, regidon esplacnica, etc.) para
aumentar el aporte a los misculos activos y estas regiones ingresan en un estado de
hipoxia, mayor cuanto mas intenso es el ejercicio, y mas aun si se supera la
capacidad aerobica maxima (VO; max). Incluso el propio musculo activo entra en un
estado de hipoxia por insuficiente aporte energético. Al finalizar la actividad intensa,
todas las areas afectadas son reoxigenadas, produciéndose la isquemia — reperfusion

con la conocida produccion de radicales libres que la acompaiia (Sjodin, 1990).
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La isquemia — reperfusion puede ocurrir si se practican ejercicios intensos que
exigen mucho esfuerzo, como el remo de competicion, en el que se utiliza mas
oxigeno del que se puede tomar al poner a prueba la resistencia de los hombros, los

brazos, la espalda y las piernas (Kanter, 1993).

3. Por autooxidacion de catecolaminas, cuyos niveles suelen estar

aumentados durante el esfuerzo.

4.- La xantina oxidasa cataliza reacciones que son una de las principales
fuentes de produccion de ERO (Mc Cord, 1995). La xantina oxidasa participa en
el catabolismo de las purinas produciendo una oxidaciéon de hipoxantina a xantina 'y
de xantina a acido urico. Esta enzima puede encontrarse en dos formas: reducida
(XDH) que utiliza NAD" como aceptor de electrones, y oxidada (XO) que utiliza

oxigeno molecular como aceptor de electrones.

La reduccion univalente del oxigeno en la reaccion catalizada por la xantina
oxidasa produce la formacion del radical superoxido. Aunque esta enzima existe
principalmente en la forma reducida (XDH) cuando vira a la forma XO,participa en
el dafio muscular, ya que las condiciones fisiologicas del musculo durante un

ejercicio agotador se asemejan a las de un tejido isquémico.

5.- La peroxidacion lipidica del acido araquidénico también genera

radicales superdxido (Anderson, 1990).

6.- La alteracion de la homeostasis del calcio que se produce en el masculo
estresado como consecuencia del ejercicio fisico extenuante, particularmente el
ejercicio anaerobico/excéntrico que conduce a la isquemia (con formacion de
hipoxantina) y genera una excesiva actividad contractil y dafio muscular ( con

activacion de proteasas) (Konig y Berg, 2002)
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7.- Como consecuencia de la reaccion de explosion respiratoria debido a la
activacion de los leucocitos polimorfonucleares (PMF) tras el dafio muscular

inducido por el ejercicio.

2.8.- MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

El estado redox a nivel subcelular, de las células, los tejidos y los organismos
es una realidad muy compleja que no se puede medir ni definir con un sélo
parametro aislado (Pryor, 2000). La falta de acuerdo entre todos los marcadores hace
pensar en dos posibilidades: 1) alguno de los marcadores no se relaciona
directamente con ciertos tipos de ejercicio fisico, intensidad, duracion,... y 2) el nivel
de estrés oxidativo generado no es suficiente para producir un aumento en todos los

marcadores.

Por ello, son varias las formas que se utilizan para cuantificar el estado redox
a nivel celular, como la deteccién especifica de los radicales libres, las medidas
indirectas de estrés oxidativo a través de los productos de oxidacién de las
macromoléculas ( productos de peroxidacion lipidica, proteica y del DNA), la
cuantificacion de los niveles de antioxidantes enzimdticos y no enzimaticos, y la

proporcion entre glutation reducido y oxidado.

La determinacion de la capacidad antioxidante “in vitro” proporciona una
idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas “in vivo”, ya que la
capacidad antioxidante de una mezcla no esta s6lo determinada por la suma de las
capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes, sino que también
depende del microambiente y de la interaccion de los compuestos entre si, donde

pueden producirse efectos sinérgicos o inhibitorios (Ghiselli et al., 2000).
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La liberacion desde las células del tejido diana donde se origina el dafio
oxidativo al torrente sanguineo de los productos originados por las ERO en el
organismo, permite su determinacién en sangre, plasma, aire exhalado, orina ...
evitando asi la biopsia del tejido, que obviamente supone otra dificultad afiadida en
las investigaciones. Se trata pues de determinaciones indirectas ya que el analisis

no se realiza en los tejidos directamente danados por las ERO.

La principal dificultad de los métodos directos de andlisis de los radicales
libres en sistemas bioldgicos se debe a su elevada reactividad (corta vida media, ej.
OH 10"'%seg.). Su determinacion y caracterizacion se realiza mediante Resonancia
de Spin Electronico (ESR), cuya aplicacion a muestras bioldgicas tiene el
inconveniente de la elevada absorcion dieléctrica de energia que presentan las
disoluciones acuosas. Dimmey et al., (1980) mediante esta técnica demostraron que
las sefiales de ESR producidas por la exposicion de proteinas irradiadas con oxigeno

molecular son debidas a los radicales peroxido.

Las dificultades que plantea la determinacion directa de las ERO en los
sistemas bioldgicos justifican que la medida del grado de estrés oxidativo en estos
sistemas se realice en el laboratorio mediante determinaciones indirectas, basadas en

la valoracion de:

- - Productos originados por la reaccion de las ERO con DNA, lipidos y
proteinas.

- - Los sistemas de defensa antioxidantes, tanto de forma individual:
sistemas enzimaticos (actividades enzimaticas SOD, CAT, GPx) y no
enzimaticos (relacion glutation oxidado/glutation reducido, acido urico,
bilirrubina, vitaminas antioxidantes, etc.) ; como en conjunto, que viene
representado por el estado antioxidante total (TAS).

- - Enzimas directamente implicadas en el dafio muscular como son la

creatina quinasa (CK) y la lactato deshidrogenasa (LDH).
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Determinacién del dafio oxidativo en DNA

Entre los productos de las bases oxidadas de DNA excretados en orina, la 8-
0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG, es el producto mas utilizado para
medir el dafio oxidativo del DNA) y la 8-oxoguanina (8-oxoGua) se determinan por
HPLC con detector electroquimico (EC), y glicol-timidina (dTg) y glicol-timina
(Tg) con detector UV (Loft et al., 1993; Loft et al., 1999); no obstante todos los
productos de reparacion de DNA se pueden medir mediante cromatografia de gases-
espectroscopia de masas (GC/MS) (Teixeira et al., 1995). Para medir 8-oxodG en
orina, el limite de deteccion es de 1,8 pmol, correspondiente a una concentracion

35nM.

El mayor problema que plantean todas estas técnicas reside en los
procedimientos previos para conseguir una separacion de pequefias cantidades de
analito a partir de la orina, como extracciones en fase solida y utilizacion de distintas
columnas de HPLC. Estos procedimientos conllevan problemas en los indices de

recuperacion y requieren el uso de estandares internos.

También se ha desarrollado la técnica ELISA para la determinacion de 8-
oxodG en muestras de orina humanas, basada en la utilizacion de anticuerpos
monoclonados, los valores asi obtenidos son 3-5 veces mas altos que valores

publicados por otros métodos (Erhola et al., 1997).
El producto de oxidacién del RNA, 8-oxoguanosina (8-0xoG) también se ha

usado como biomarcador en la orina y su excrecion es 3-4 veces mayor que la 8-oxo-

7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG) (Loft et al., 1999).

62



Capitulo 11

Determinacion del dafio oxidativo en proteinas

El dafio oxidativo a las proteinas tiene una quimica muy compleja (Dean et
al.,1997). Entre las especies mas deletéreas se incluyen radicales de propagacion
como el alcoxilo. A partir de las proteinas agredidas se generan algunos productos
como los hidroperdxidos proteicos que son relativamente estables y pueden generar

nuevos radicales al reaccionar con metales de transicion.

Los residuos de aminoacidos azufrados, asi como los de lisina e histidina
suelen ser muy susceptibles al dafio oxidativo. En los primeros se generan disulfuros
que pueden ocasionar el establecimiento de puentes covalentes cruzados entre
proteinas o subunidades con formacién de agregados. En los segundos se produce su
oxidacion a grupos aldehidos lo cual también puede ocurrir con residuos de
aspartico, prolina y arginina, esto da lugar a un incremento de grupos carbonilo en
las proteinas agredidas (Gracy, 1992). En los casos extremos llega a producirse

incluso la fragmentacion de las cadenas polipeptidicas (Grune et al., 1997).

La determinacion de los grupos carbonilo es generalmente el método mas
utilizado para cuantificar el dafio oxidativo en proteinas de tejidos y fluidos
corporales humanos. Se basa en la reacciéon de las ERO con residuos proteicos
(histidina, arginina, lisina y prolina) originando grupos carbonilo, los cuales
reaccionan con 2.4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para generar dinitrofenil
hidrazonas (cromoéforos), que se cuantifican espectrofotométricamente (Reznick et

al., 1994; Levine et al., 1994; Evans et al., 1999).

HoN —NH - C6Hg (NO2),+R—CO—-R — R,C=N-NH - C¢Hg (NO3 ),
(DNPH) ( Dinitrofenilhidrazonas)

La derivatizacion cuantitativa requiere que exista en el medio de reacciéon un

exceso de reactivo, que puede ser eliminado de diferentes modos: mediante la

extraccion con etanol/etilacetato, cromatografia en fase reversa o mediante filtracion
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en gel por HPLC para la determinacion espectrofotométrica de las hidrazonas (Evans
et al., 1999). El uso de pequefios volimenes de muestra conteniendo pequefias
cantidades de proteina plantea problemas de reproducibilidad del método. Una
modificacion del método usando grandes volimenes de reactivo hace a la técnica
mas reproducible para la determinacion de niveles de referencia de grupos carbonilo
en diversos sistemas y compararlos con los valores de grupos carbonilo obtenidos en

diferentes condiciones experimentales (Reznick et al., 1994).

Muchos laboratorios han desarrollado protocolos individuales para el ensayo
de determinacion de los grupos carbonilo, lo que explicaria las variaciones en los
niveles de referencia de los grupos carbonilo. En cambio los valores de grupos
carbonilo en plasma descritos por varios laboratorios son generalmente comparables

(< 1 nmol / mg proteina) (Evans et al., 1999).

También se han desarrollado métodos inmunoquimicos que utilizan
anticuerpos anti-DNPH para identificar las proteinas oxidadas después de realizar su

extraccion y derivatizacion con DNPH (Keller et al., 1993).

Determinacion del dafio oxidativo en lipidos

La determinacion de productos de peroxidacion refleja el balance entre la
peroxidacion lipidica y los peroxidos eliminados, y estos productos de peroxidacion
lipidica pueden ser detectados por varios métodos en tejidos humanos y fluidos
corporales. Entre los biomarcadores capaces de medir la peroxidacion lipidica en
humanos se halla la determinacién de los niveles circulantes de anticuerpos frente a
las LDL oxidadas, analisis de isoprostanos, hidrocarburos gaseosos exhalados y el
analisis de sustancias reactivas con el TBA (TBARS) por distintas técnicas:
espectrofotometria, HPLC y GC. Esta tltima determinacion estd muy afectada por la

dieta, lo que puede alterar los resultados de peroxidacion lipidica.
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El ensayo del 4cido tiobarbitirico (TBA) y los dienos conjugados, y las
medidas directas de peroxidos plasmaticos por diferentes técnicas dan respuestas
diferentes del grado de estrés oxidativo por razones que aun no han sido dilucidadas.
En sujetos sanos los niveles de peroxidos plasmaticos tienden a ser < 100nM. Los
peroxidos y los productos de peroxidacion lipidica pueden, hasta cierto punto, ser
absorbidos a través del intestino y los metabolitos de los aldehidos son reexcretados

por orina (Halliwell, 1999).

Los gases etano y pentano exhalados en el aliento son productos de la
peroxidacion de los acidos grasos poliinsaturados ®-3 y -6 respectivamente El aire
espirado que contiene estos hidrocarburos puede ser recogido en un recipiente con
gas inerte y medido, usando la cromatografia de gases y detectores de llama de
hidrégeno. Sin embargo la estimacion del pentano espirado tiene ciertos
inconvenientes (Jenkins, 1988) responsables de que no se use esta técnica como
ensayo Unico para estimar satisfactoriamente el grado de peroxidacion lipidica en
muestras biologicas. Dillard et al. (1978) observaron que el ejercicio fisico en
humanos (75% VO, max) aumenta el nivel de pentano (un producto de la
peroxidacion lipidica) 1,8 veces en el aire espirado, comparado con sujetos en

reposo, lo que ha sido confirmado en trabajos posteriores (Balke et al.,1984).

El estrés oxidativo inducido por la actividad fisica se cuantifica
mayoritariamente por determinacion de los niveles de TBARS. Este método que no
es especifico para el MDA libre formado in vivo, es criticado por su baja selectividad
respecto a la cuantificacion del MDA ya que el MDA que reacciona en el ensayo
TBARS se forma por descomposicion de los peroxidos lipidicos y aminodcidos
durante la fase de calentamiento acido del ensayo. Ademas pigmentos biliares,
tromboxanos, prostaglandinas, PUFA y ascorbato plasmaticos incrementan los
valores de MDA (Dufaux, B. et al, 1997; Halliwell, B. et al, 1999; Ko6nig, 2002). La
dificultad que presenta la valoracion de la peroxidacion lipidica se debe a que la

mayoria de los productos originados, incluyendo peroxidos lipidicos, dienos
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conjugados y aldehidos, son quimicamente inestables y desaparecen facilmente

durante el ensayo.
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Fig. 2.8.3.1.- Esquema de la produccion de dienos conjugados y sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico (TBA) durante la peroxidacion de acidos grasos
polinsaturados (PUFA) (Lunec, 1990).

Actualmente se considera que el biomarcador mas especifico de la
peroxidacion lipidica en humanos puede ser los Fr-isoprostanos, que son productos
especificos originados a partir de la peroxidacion de residuos de acido araquidonico (
por ser un acido graso componente de los fosfolifidos en la membrana celular). Atn
son necesarios muchos ensayos de estandarizacion y calibracion en los métodos de
laboratorio, pero en la actualidad los isoprostanos plasmaticos se pueden medir con
precision y sensibilidad por técnicas de espectroscopia de masas. El aumento en los

niveles de isoprostanos se asocia con el estrés oxidativo, mientras que la disminucioén
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de los mismos se produce con la administracion de antioxidantes como la vitamina E.
Los isoprostanos se transforman rdpidamente y son metabolizados y excretados, por
lo que la deteccioén de sus productos en orina puede, por lo tanto, ser un biomarcador

util de la peroxidacion lipidica.

Con el analisis de isoprostanos también se plantea el problema (ain sin
resolver) de la posible influencia de la dieta en humanos. Estudios recientes ( Gopaul
et al., en prensa) sugieren que aunque algunas comidas contienen isoprostanos, las
cantidades presentes son insuficientes para alterar los niveles plasmaticos, incluso en

el improbable caso de que fueran absorbidos el 100%.

Existen otros isoprostanos originados a partir de la peroxidacion de residuos
de 4cido eicosapentanoico (Fs-isoprostanos) y del acido docosahexaenoico (Fs-
isoprostanos, también llamados neuroprostanos). Estas familias se pueden distinguir
de los F»-isoprostanos por espectroscopia de masas, y su determinacion puede ser
utilizada para cuantificar la relacion en que son peroxidados in vivo los distintos
acidos grasos poliinsaturados (PUFA). Es conocido que el aumento en el nimero de
dobles enlaces en un PUFA, aumenta la susceptibilidad a la peroxidacion in vitro, y
que las LDL aisladas en sujetos alimentados con dietas ricas en aceite de pescado
muestran in Vitro un aumento en la peroxidacion dependiente de Cu**. Estos PUFA
mas susceptibles a la peroxidacion, se observa que se mantienen estables in Vvivo,
aunque hay pruebas que muestran un incremento en la formacién de F, isoprostanos

— pero no F»- en la corteza cerebral de pacientes con Alzheimer.

Los isoprostanos podrian considerarse como biomarcadores utiles para
analizar las consecuencias de la ingesta de dietas ricas en PUFA y determinar si
antioxidantes, como la vitamina E, podrian mejorar situaciones de peroxidacion

elevada, asi como la cantidad de antioxidante necesaria (Halliwell, 1999).

Los biomarcadores del dafio a DNA, lipidos y proteinas deben ser utilizados

paralelamente porque es probable que en determinadas situaciones se alteren unos y
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otros no. Hay compuestos, como el carcindgeno dietilestilbestrol, que incrementan el
dafio oxidativo in vivo de DNA, a pesar de que actiien como potentes inhibidores de
la peroxidacion lipidica (Halliwell, 1999). Por tanto cualquier trabajo de
investigacion que incluya pruebas de intervencion ha de analizar mas de un

biomarcador.

Determinacion del Estado Antioxidante Total en plasma(TAS)

Los métodos desarrollados hasta la actualidad para medir la actividad
antioxidante de los fluidos son esencialmente métodos de inhibicioén en los que se
generan especies de radicales libres, hay un punto final por el que se detecta la
presencia del radical, y las sustancias antioxidantes de la muestra adicionada

capturan el radical inhibiendo el punto final (Rice-Evans et al., 1994).

Los métodos varian en la forma de generar el radical, la reproducibilidad del

proceso de generacion y el punto final usado (Fig. 2.8.3.2.).

El ensayo TRAP (Total Radical-Trapping Antioxidant Parameter) se basa en
la descomposicion térmica del compuesto azo- hidrosoluble: hidrocloruro de 2,2’-
azobis(2- amidopropano) (ABAP) que produce radicales peroxilo a una velocidad
constante y conocida. Cada molécula de Trolox (Trolox™, Hoffman-LaRoche, Basel,
Switzerland), o-tocoferol u otros antioxidantes fendlicos atrapa dos radicales
peroxilo, dando el Trolox un factor de estequiometria de 2 en el ensayo TRAP. Otros
antioxidantes puros tienen diferentes factores de estequiometria  (ascorbato, 1.5;
urato, 1.7) y éstos deben ser considerados cuando se extrapolen las concentraciones

molares a partir de los valores del TRAP.
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Fig 2.8.3.2.- Métodos para la medida de actividad antioxidante: HRP,
peroxidasa de rabano; OPD, o-fenilendiamina; ABTS, 2,2’-azinobis(3-etilben-
zotiazolina-6- sulfonato); ABAP, 2,2’-azobis(2-amidinopropano)hidrocloruro;
AAPH, 2,2’- azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro; AMVN, 2,2°- azobis (2,4-
dimetilvaleronitrilo); TBARS, sustancias reactivas al &cido tiobarbitarico; CO,
produccién de monoxido de carbono (Rice-Evans et al., 1994)
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El ensayo TRAP fue modificado por Metsa-Ketela (1991) (Rice-Evans et al.,
1996) con respecto al punto final, usando la quimioluminiscencia aumentada con
luminol, que es mas precisa y se presta a un mayor grado de automatizacion,
permitiendo procesar un mayor numero de muestras. La produccion de radicales
peroxilo aumenta la reaccion de quimioluminiscencia en este sistema: la adicion de
un antioxidante a la reaccion extingue la quimioluminiscencia, la duracion de la cual
es directamente proporcional a la capacidad capturadora de radicales libres de los
antioxidantes de la muestra. Estd descrito que este punto final produce en el ensayo

una mayor precision que el método TRAP original.

Una nueva modificacion fue la introduccion de un ensayo para antioxidantes
en la fase lipidica usando 2,2’-azobis(2,4-dimetilvaleronitrilo) (AMVN) como fuente
de radicales peroxilo. La apolaridad del AMVN genera radicales en la fase lipidica
de la muestra, frente al ABAP que genera radicales en fase acuosa. También se ha
usado este ensayo, usando luminol y el punto final luminométrico, para medir la
capacidad antioxidante de preparaciones con lipoproteinas humanas de baja densidad

(LDL).

El método de Nakamura et al., (1987) utiliza o-fenilendiamina (OPD) como
sustrato de la enzima peroxidasa. Con la conversion a la forma activada (radical

libre), la OPD mostrara un incremento de absorbancia a 430 nm (Rice-Evans et al.,

1996).

En el ensayo de DeLange y Glazer (1989) (Rice-Evans et al, 1996) que utiliza
ficoeritrina (pigmento para el marcaje con fluoresceina), los antioxidantes (como el
ascorbato, urato y a-tocoferol) que reaccionan rapidamente con los radicales
peroxilo protegen la ficoeritrina del dafio por los radicales libres y por eso inhibe el
cese de su fluorescencia. El Dicloruro de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH),
que se descompone térmicamente para producir radicales peroxilo al calentar a 37°C,
se usa como fuente constante de radicales peroxilo. La B-ficoeritrina se usa como

agente detector, y es una sustancia muy fluorescente (excitacion 540 nm; emisioén
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565 nm), pero la intensidad de fluorescencia disminuye cuando reacciona con los

radicales peroxilo.

McKenna et al., (1991) (Rice-Evans et al, 1996) desarrollaron un ensayo de
fluorescencia basado en ¢l fluordforo lipofilico acido Cis- parinarico, una sustancia
fluorescente en medio lipidico. El fluorescente acido Cis- parinarico (excitacion 324
nm, emision 413 nm) reacciona con los radicales libres y la velocidad constante de
pérdida de fluorescencia disminuye por adicion de antioxidantes como el o-

tocoferol.

El método de Cooper y Engel (1991) mide la formaciéon de mondxido de
carbono a partir de DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) y también se ha aplicado en la
medida de la capacidad antioxidante de sustancias y soluciones de antioxidantes
puros, mejor que para fluidos extracelulares. La oxidacion de 3,4-
dihidroxifenilalanina producird monoxido de carbono si no existen antioxidantes en
la incubacion de la mezcla. Las medidas de CO se realizan por cromatografia gas-

liquido (Rice-Evans et al, 1996) .

En otro método se genera radicales libres con peroxidasa de rabano picante y
peroxido de hidrégeno o perborato, que se transforman inicialmente en p-yodofenol
y finalmente en luminol, que puede ser monitorizado por quimioluminiscencia. La
adicion de antioxidantes en la mezcla de incubacién inhibe la fluorescencia. Esta
nueva técnica luminométrica se puede calibrar con Trolox y tiene un coeficiente

estequiométrico de 2.

Finalmente el método de Rice-Evans y Miller (1994) se basa en la inhibicién
por antioxidantes de la absorbancia del radical cation 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) ( ABTS™ ) que tiene un espectro de absorcion
caracteristico con unos maximos a 660, 734 y 820 nm de longitud de onda. El radical
cation ABTS" se origina (Fig.13) al reaccionar el ABTS con especies radicales de

ferrilmioglobina, generadas por la activacion de metamioglobina con H,O, .
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Los antioxidantes disminuyen la absorbancia del radical ABTS™ hasta un
punto y en una escala de tiempo dependiente de la capacidad antioxidante de la
sustancia que se investiga. En este ensayo son evidentes diferentes estrategias
analiticas: a) ensayo de decoloracidon del radical, b) ensayo de inhibicion ( se fija el

tiempo final), ¢) inhibicion del ensayo ( velocidad de reaccion).

HX - Fe'" . H,0,

Metamioglobina =

Y A

X - Fe'v = 0) ABTS
Ferrilmioglobina

~ ”
5 -
. ‘
N .
. .
-\’ .

ABTS + HX-F"mmmaoeaa ___2

Azul-verde
radical cation

Fig. 2.8.3.3.- Formacion del radical cation ABTS" a partir de.mioglobina

activada

a) Para el ensayo de decoloracion, la reaccion entre el ABTS y el peréxido de
hidrogeno debe continuar hasta que permanezca estable el color de la mezcla de
incubacion. Esta reaccion requiere la presencia de mioglobina para que reaccione con
la peroxidasa originando el radical ferrilmioglobina, al que el ABTS le cede un
electron formando el cation radical ABTS™ . El porcentaje en la disminucion de color
(frente al blanco medido a 734 nm : Absorbancia con la muestra), o el porcentaje de
color que permanece en el punto final, se puede usar como un indice de la actividad

antioxidante plasmatica.
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b) Para el ensayo de inhibicién con un punto final fijado se mezclan ABTS,
mioglobina y la muestra, y la reaccion se inicia por adicion del perdxido de
hidrégeno o metamioglobina. Tras el tiempo fijado, se mide la absorbancia de la
solucidn junto con el tampdn, que se utiliza como blanco. La absorbancia del blanco
menos la absorbancia de la muestra dividido por la absorbancia del blanco

(expresado como porcentaje) es el porcentaje de inhibicion de la reaccion:

% Inhibicion = (( AbS pianco- AbSmuestra) / ADS pranco) X 100

Este valor (porcentaje de inhibicion), define la respuesta del sistema y es

proporcional a la capacidad antioxidante de la muestra de plasma.

c) Para el ensayo de inhibicién midiendo las velocidades de reaccion se sigue
el procedimiento trazado en (b), con la adicidon de todos los reactivos a la vez y la
reaccion comienza con el peroxido de hidrégeno, pero se determinan en este caso las
velocidades de reaccion de la muestra y del blanco (tampo6n). El resultado se obtiene

por comparacion de las cinéticas de reaccion.

La determinacion de la capacidad antioxidante total por los métodos
anteriores asume en los resultados obtenidos los efectos de sinergismo y antagonismo
que existen cuando varios antioxidantes se hallan presentes en una misma muestra.
Estos efectos no se pueden cuantificar cuando se determinan de forma individual.
Los métodos analiticos utilizados para cuantificar los sistemas antioxidantes

enzimaticos y no enzimaticos se revisaran en el capitulo siguiente.
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Analisis de Creatina quinasa y Lactato Deshidrogenasa

1.- El analisis de CK en suero fue usado por Ebashi et al. (1959) por primera
vez como ayuda en el diagnostico en la distrofia muscular progresiva y desde
entonces se ha convertido en un importante marcador del dafio muscular (Agarwal et

al., 1999) La actividad CK es estable durante 7 dias a 4° C y 1 mes a —25° C.

Existen principalmente 4 isoenzimas de la CK:

- CK-1-BB: isoenzima que se haya mayoritariamente en el cerebro. El
dafio en el tejido cerebral puede incrementar el valor de la CK-BB en
CSF, pero raramente produce una elevacion de la actividad CK total en
suero.

- CK-2-MB: isoenzima que se haya mayoritariamente en el musculo
cardiaco, con bajas concentraciones en el musculo esquelético.

- CK-3-MM: isoenzima que se localiza en el musculo esquelético, y en
pequefia cantidad en el musculo cardiaco. La elevacion de esta isoenzima
produce en la mayoria de los casos un incremento en la la actividad CK
total en suero.

- CK-4-Mt: se localiza en las membranas mitocondriales y representa un

15% de la actividad total en la CK cardiaca.

Las diferentes isoenzimas pueden ser caracterizadas y cuantificadas por
métodos electroforéticos o inmunolégicos. El nivel de CK sérica depende de la edad,
raza, IMC vy actividad fisica. La CK esta presente en altas concentraciones en el
citoplasma de los miocitos liberdndose al torrente circulatorio en determinadas

situaciones.

Entre las causas que pueden provocar un incremento en la actividad CK

estan:
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a) La hemolisis incrementara los valores de CK en eritrocitos. Cuando se
afecta involuntariamente el musculo durante la punciéon venosa puede
causar incrementos de 3-4 veces de la actividad CK en la muestra.

b) La edad, los valores de CK en nifios son mucho mayores que en adultos.

c) El ejercicio extenuante, se conoce un aumento de 2-3 veces en la
actividad CK tras un ejercicio extenuante. En el estudio de Hunt et al.
(1989) un elevado niimero de pacientes con valores altos de CK tienen
una historia de ejercicio extenuante antes de presentar severas crisis
dolorosas.Tras el dafio muscular los niveles de CK aumentan
significativamente alrededor de las dos o tres horas alcanzando su pico
maximo a las 24 horas, pero la elevacion no es especifica de la causa
(Ebashi et al., 1959; Brozovic et al., 1984). Child et al., (1999)
observaron una elevacion en la CK sérica tras la realizacion de ejercicio
excéntrico, en dias posteriores al ejercicio respecto a los valores CK
previos al ejercicio, sin encontrar variaciones significativas en los valores
de MDA y TAC en musculo y plasma.

d) Infarto de miocardio.

e) Distrofia muscular.

f) Hipotiroidismo.

g) Infarto cerebral.

2.- La LDH es una enzima que se encuentra en muchos tejidos del organismo,
pero su presencia es mayor en el corazon, higado, rifiones, musculos, globulos rojos,

cerebro y pulmones.

En el ejercicio las células musculares transforman la glucosa en lactato, que se
libera a la sangre, y es recogido por el higado que lo vuelve a transformar en glucosa

que se vierte a la sangre para que pueda utilizarse como energia por los tejidos.
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La LDH tiene una gran variedad de isoenzimas con pequenas diferencias en su
estructura, que indican su tejido de origen (LDHI1 del corazén, LDH2 del sistema
reticulo endotelial, LDH3 de los pulmones, LDH4 de los rifiones, LDHS5 del higado y

musculo). La LDH2 en humanos es el mayor constituyente del LDH total.

Cuando se lesiona un tejido que contiene LDH se vierte mas cantidad de LDH

a la sangre, por ello el ejercicio fisico intenso produce aumento normal del LDH.

La determinacion de la actividad lactato deshidrogenasa, en suero, tiene una
gran variedad de aplicaciones clinicas. Por ser una enzima intracelular, su elevacion es
indice de dafio tisular con la consecuente liberacion de ésta a la circulacion. El dafio
puede ser desde una simple anoxia hasta una necrosis celular severa, produciéndose
por lo tanto, diversos grados de elevacion de la actividad enziméatica en suero. Los
valores normales de LDH en adultos son 100-200 UI/L. Ademas, cuando se alteran
los niveles séricos de LDH total, la determinacion de la isoenzima predominante

posibilita la identificacion del 6rgano comprometido

2.9. ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR EL EJERCICIO
FiSICO

2.9.1.- Estrés oxidativo inducido por el gjercicio extenuante

El aumento del consumo de energia durante el ejercicio fisico, hace que se
incremente el suministro de oxigeno a los tejidos activos, que puede aumentar hasta
20 veces con relacion al estado de reposo (Brooks et al.,1984). El flujo de oxigeno en
el tejido muscular esquelético periférico puede, sin embargo, aumentar hasta 200
veces, incrementdndose 30 veces de la circulacion sanguinea y la diferencia de

oxigeno en sangre arteriovenosa se incrementa 3 veces. Este reparto de las cantidades
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aumentadas de oxigeno por los tejidos activos durante el ejercicio, potencia el
metabolismo oxidativo, maximizando la energia producida por unidad de sustrato y
evitando la acumulacion de lactato (Keul et al., 1972). Sin embargo, los organismos
aerdbicos tienen que pagar un precio por tal ventaja metabolica. Recientes avances
en la Bioquimica de la toxicidad del oxigeno, tienen un considerable interés en los
efectos en diferentes estructuras bioldgicas del aumento en el consumo de oxigeno

que acompana al ejercicio (Sen et al., 1994).

Dillard et al., (1978) describen por primera vez que el ejercicio fisico
extenuante induce dafio en los lipidos de varios tejidos desde entonces un
considerable nimero de investigaciones han estudiado los efectos del ejercicio y el
entrenamiento en los indices de toxicidad del oxigeno y las defensas frente al mismo.
La hipotesis mas aceptada es que la toxicidad del oxigeno puede estar implicada en
la etiologia de una amplia variedad de situaciones patoldgicas, como ya se ha

revisado en capitulos anteriores.

La comprension de los posibles mecanismos asociados a respuestas
fisiologicas que explican cémo el ejercicio aumenta la toxicidad del oxigeno, y el
disefio de las medidas apropiadas para minimizar dicha toxicidad, son fundamentales

para:

1) Aumentar la eficacia del ejercicio fisico como instrumento preventivo y
terapéutico en la practica clinica.

2) Controlar el dafo tisular inducido por el ejercicio (Sen, 1995).

El estrés oxidativo es una situacion en la que las células estan expuestas a un
ambiente prooxidante y los mecanismos de defensa antioxidante son sobrepasados,
de forma que se llega a afectar el estado redox celular, lo que se produce durante y/o
en una fase posterior al ejercicio de alta intensidad. De ahi se deduce la importancia
del aporte nutricional de antioxidantes como vitaminas C y E, betacarotenos y

polifenoles en la dieta (K6nig,2002).
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En humanos las defensas antioxidantes en el musculo esquelético y en el
corazdn son escasas, por lo que estos Organos son muy susceptibles al estrés
oxidativo. El metabolismo basal en el corazon es casi el 100% superior al
metabolismo basal en el higado, por lo que el corazon tiene un mayor riesgo de dafio
oxidativo (Kumar et al., 1992). En reposo, un Kg de corazon e higado humanos se ha
estimado que consumen 94 y 44 ml/min. de oxigeno respectivamente (Diem et al.,
1970). En el adulto, las actividades de SOD (superoxido dismutasa) y catalasa se
han estimado en 40 veces la catalasa y 16 veces la SOD menores en musculo

gastrocnemius comparadas con las del higado (Jenkins et al., 1984).

Davies et al.,(1982) comprobaron mediante resonancia de spin electronico
(ESR) que el ejercicio fisico exhaustivo aumenta la concentracion de radicales libres
en higado y musculo, e induce dafio oxidativo en estos tejidos. También demostraron
que el ejercicio fisico exhaustivo conlleva una disminucion de los niveles de
antioxidantes y propusieron que el dafio de los radicales libres inducido por el

ejercicio, podia estar implicado en la biogénesis mitocondrial.

Jackson et al.,(1985) observaron el efecto que tiene una actividad muscular
contractil intensa durante 30 min. en la concentracion de radicales libres y las sefiales
de ESR obtenidas indicaron un aumento del 70% en la concentracion de RL en el

musculo activo, respecto al misculo en reposo.

La teoria en la que el dafo muscular, particularmente tras un ejercicio
muscular excéntrico, es responsable del estrés inflamatorio en el postejercicio se basa
en que inmediatamente después del dafio muscular inducido por el ejercicio los
neutréfilos, monocitos y macrofagos que acuden a la zona dafiada provocan la
eliminacion de proteinas degradadas y restos celulares. Estas células son capaces de
producir EROs y secretar citoquinas proinflamatorias como IL-1, TNF-a o IL-8,
produciendo estrés oxidativo y eventualmente sobre-inflamacion. El ejercicio de
carrera concéntrico se asocia con un aumento signiticativo en los parametros de

inflamacion (IL-6), mientras que no se aprecia un aumento significativo en las
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sefiales de dafio muscular (CK). Sin embargo, el trabajo muscular excéntrico muestra
un incremento tipico en la actividad CK tras 72 horas de finalizar el ejercicio, pero

no aumenta la IL-6 (K6nig,2000).

Barclay et al.(1991) sugieren que el estrés oxidativo esta implicado en la
generacion de la fatiga muscular, ya que no se han observado los efectos del radical
superoxido en presencia de captadores de radicales hidroxilo, bloqueando Ia
actividad de la xantina oxidasa y con quelantes del i6n ferroso. Kondo et al., (1994)

observaron una relacion entre el estrés oxidativo y la atrofia muscular.

El primer factor desencadenante de la contraccion muscular es una sefial
eléctrica basada en la entrada de Na™ a la célula, seguida de una salida de K' de la
célula. Estudios en animales y en humanos han revelado que se produce un aumento
en la concentracién plasmatica de K' tras la contraccion muscular. Como
consecuencia de este aumento de K™ que escapa al exterior celular, y del agua que se
introduce en la célula, la contracciéon muscular intensa disminuye la concentracion de
K" intracelular en un 6-20 %. Esta considerable salida de K intracelular puede
perjudicar la excitacion del sarcolema y los tubulos-T- de las membranas, y

finalmente contribuir al inicio de la fatiga (Sjogaard, 1990).

Sen et al., 1995 estudiaron el efecto que tiene la exposicion a agentes
oxidantes de los sistemas de transporte del K en cultivos celulares de musculo
esquelético y observaron que bajas dosis de hidroperéxido (HOO) tienen efectos
especificos en los diferentes componentes de los transportadores de K', los

mecanismos y la significacion bioldgica atin no estan dilucidados.

La oxidacion del glutation (GSH) en varios tejidos ha demostrado ser un
indice adecuado para valorar el estrés oxidativo, ya que en esta situacion el glutation
intracelular se oxida rapidamente a GSSG. El GSSG producido intracelularmente
puede ser reducido hasta glutation en presencia de la glutation reductasa activa que

requiere NADPH como cofactor. No obstante, si el grado de estrés oxidativo es
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severo, la relacion entre la formacion de GSSG puede superar la capacidad de las
células de reducirlo y en esta situacion, se ha observado que las células del corazon y
del musculo esquelético vierten GSSG fuera de ellas por un mecanismo acoplado a la

energia (Ishikawa et al.,1986; Sen et al., 1993).

En el ejercicio extenuante se ha observado un aumento del nivel de GSSG y
una disminucion del nivel de glutation total ( GSSG + GSH) en los tejidos del
musculo esquelético, corazon e higado (Lew et al., 1991; Ji et al., 1992; Sen et al.,
1992; Ji, 1994; Sen et al., 1994). Este aumento en la generacion de GSSG, excede la
capacidad de la glutation reductasa para reducir el grupo disulfuro, lo que explicaria
el vertido de GSSG del tejido al plasma (Sen, 1995). El aumento de la concentracion
de glutation oxidado plasmatico como consecuencia del ejercicio ha sido demostrado
en numerosos trabajos (Viguie et al.,1993; Sen et al., 1994). Gohil et al.,1988
observaron que un ejercicio submaximal al 65% de VO;m.x aumentaba la oxidacion
del glutation en sangre durante los primeros 15 minutos de ejercicio. En otro estudio
el nivel de GSSG en sangre aumenté significativamente después de un test maximal
en cicloergdbmetro durante 14 minutos, o tras pedalear 30 minutos en el umbral
anaerobico o después de pedalear 30 minutos en el umbral aerdbico los respectivos
individuos (Sen et al.,1994). Por el contrario Ji et al., 1994 no observan cambios
significativos de GSSG en sangre a los 60 y 120 min tras finalizar el ejercicio en un
trabajo realizado con ciclistas sanos sometidos a un ejercicio al 70% de VO; max
durante 134 min. Sen et al. (1995) observan que 24 horas de recuperacion son
suficientes para restablecer los valores de GSSG en sangre existentes antes del

egjercicio.

La capacidad para la sintesis del glutation en el higado es muy alta y el
ejercicio induce una disminucion del glutation hepdtico, lo que se ha interpretado
como una respuesta protectora (Sen et al., 1992). Los datos a partir de ratas
hepactetomizadas revelan que el nivel de glutation en el musculo cardiaco es muy
dependiente del suministro hepatico, sin embargo no sucede igual en el musculo

esquelético (Kretzschmar et al., 1992), ya que las células del musculo esquelético
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son muy activas en la sintesis del glutation, se estima que las células musculares son
capaces de mantener una concentracion aproximada 3mM de glutation (Sen et al.,

1995).

Al usar la oxidacion del glutation como parametro para detectar el dafio
causado por los radicales libres en el deporte, Gomez-Cabrera y col.,(2002) observan
que soélo se produce dafio cuando se llega al agotamiento, es decir, los efectos de los
radicales libres s6lo ocurren cuando el sujeto realiza ejercicio fisico a un grado que

supera el umbral anaerdbico.

Como ya se indicd anteriormente la mieloperoxidasa dependiente de la
produccion de superoxido en neutrofilos es un proceso fisioldogico que tiene una
actividad bactericida. Los neutrofilos representan el 50-60% de los leucocitos
circulantes, y Smith et al., (1990) mostraron que una unica prueba de ejercicio puede

aumentar extraordinariamente la produccion de ERO por los neutrofilos.

En mamiferos el dafio oxidativo del DNA se relaciona con el ritmo
metabolico (Ames et al., 1993), lo que se manifesto al observar que tras una carrera
de maraton de 10 horas la relacion de nucledsidos oxidados/creatina aumenta 1,3
veces respecto al reposo (Alessio et al., 1990); sin embargo Viguie et al., (1993) no
observaron cambios significativos de 8-hidroxiguanosina en orina tras 90 minutos de

ejercicio.

Los oxidantes como el radical hidroxilo y el radical peroxilo, pueden unirse
también a las proteinas. Las proteinas oxidadas son rapidamente degradadas hasta
sus aminoacidos constituyentes por el ATP o por la via independiente de la
ubiquinona. Constituyentes de las proteinas como metionina, triptéfano, histidina y
residuos sulthidrilo, cruciales para la funcion proteica, son muy sensibles al dafio
oxidativo. La significacion fisiologica de la oxidacion proteica es amplia e incluye la

modificacion de receptores, alteracion de sefiales de traduccion y otros procesos.
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Reznick et al. (1992) fueron los primeros en observar que el ejercicio fisico
intenso incrementa la oxidacion proteica del musculo esquelético en ratas. Rajguru et
al. (1994) comprueban que después del ejercicio disminuye la cantidad de grupos
sulthidrilo en los microsomas del musculo esquelético, lo que resulta importante en

la formacion de enlaces cruzados entre las proteinas.

2.9.2.-Entrenamiento fisico como protector frente al estrés oxidativo

Hasta ahora nos hemos centrado enlos efectos nocivos de las ERO generadas
durante el ejercicio fisico agotador. Sin embargo, el ejercicio fisico, sobre todo
cuando no es agotador resulta una practica claramente sana y beneficiosa para la

prevencion de muchas enfermedades.

El estrés oxidativo producido por el ejercicio depende del tipo, intensidad y
duracion del ejercicio, sin embargo y en mayor grado la variabilidad interindividual
se atribuye a las diferencias en el nivel de entrenamiento, género, nutricion y factores

genéticos (Konig, 2000).

Los efecos indeseables del ejercicio agotador se evitan, al menos en parte,
con el entrenamiento. Salminen et al., (1983) muestran que el entrenamiento reduce
la susceptibilidad del musculo a los radicales libres. Por otro lado, Leeuwenburgh et
al,, (1994), demostraron que el entrenamiento induce el aumento de enzimas
antioxidantes. Gomez-Cabrera et al., (2002) han observado que el entrenamiento
protege contra la oxidacion del glutation asociado al ejercicio fisico agotador. El
ejercicio fisico regular genera una adaptacion frente al estrés oxidativo evidenciado
por un descenso del dafio al ADN, niveles mantenidos de oxidacidon proteica y un
aumento de la resistencia frente a la administracion crénica de peroxido de hidrogeno

(Radak et al., 1999; Radak et al.,2000).
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En musculo esquelético, corazén e higado, las defensas antioxidantes
parecen estar reguladas por el efecto del entrenamiento fisico (Jenkins et al., 1984;
Leeuwenburgh et al., 1994). Caldarera et al. (1973) fueron los primeros en mostrar
que el ejercicio agudo aumenta la actividad catalasa en higado, misculo esquelético
y corazon en ratas. Desde entonces un gran numero de trabajos han comprobado el
efecto de varios regimenes de ejercicios de entrenamiento de resistencia en las

defensas antioxidantes (Ji, 1994; Ohno et al.,1994; Sen and Hanninem,1994).

El ejercicio diario de intensidad moderada y larga duracion (entrenamiento de
resistencia) produce un aumento del contenido mitocondrial en musculo, pero una
prueba unica de ejercicio de alta intensidad se ha demostrado que conlleva un dafio
muscular derivado entre otras causas, de un incremento de la sensibilidad a agentes
oxidantes, de una liberacion de enzimas proteoliticas en musculo e higado, y de un
deterioro en la integridad de las membranas, reticulo endoplasmico y reticulo

sarcoplasmico (Davies et al., 1982).

Jenkins et al. (1984) hallaron una buena correlacion entre el consumo de
oxigeno y las enzimas antioxidantes a nivel muscular (biopsias de tejido muscular).
Los sujetos sometidos a estudio se dividieron en dos grupos:

1) VOomax > 60 ml/ Kg. min 'y 2) VOypax < 60 ml/ Kg. min

El grupo de alta capacidad aerdbica tuvo un aumento significativo de las

actividades catalasa y SOD en musculo, aprecidndose una correlacion positiva entre

el VOomax y la catalasa muscular (r =0.72, p<0.01), y la SOD ( r = 0.60, p<0.05).

Ginsburg et al. (1996) describen en un grupo de atletas entrenados, sometidos
a una uUnica prueba de ultrarresistencia, una disminucion del 47%, (p<0.001) de la
peroxidacion lipidica en plasma respecto a los valores medidos antes de iniciar la
prueba. En el mismo trabajo se observo que los valores de peroxidacion lipidica en
reposo eran menores (p<0.01) en el grupo de atletas entrenados que en un grupo de
sedentarios. Estos resultados indican que los efectos acumulativos del entrenamiento

tienden a disminuir la peroxidacion lipidica en plasma.
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Criswell et al.(1993) estudiaron el efecto del entrenamiento durante 12
semanas y observaron cambios favorables en el musculo esquelético en ratas. Los
autores proponen que un periodo de 5 minutos de entrenamiento de alta intensidad,
fue superior en la regulacion de las defensas antioxidantes musculares al ejercicio

continuo de intensidad moderada.

El ejercicio fisico habitual es crucial para mantener y promover la capacidad
natural para defender al organismo frente a la toxicidad del oxigeno reactivo. En los
procariotas se conocen algunos mecanismos dependientes de las ERO en la
induccién de las proteinas de defensa antioxidantes (Sen, 1994). En células de
mamiferos se ha identificado el factor de transcripcion activador de la proteina-1 y
NF-kB como susceptible al equilibrio redox (Schreck et al., 1991; Amstad et al.,
1992; Sen,1995). El estado redox — tiol en distintos compartimentos de estas células
parece influir en la regulacién de estos factores de transcripcion. Por ejemplo una
alta concentracion citosoélica de GSSG induce la activacion de NF-kB, pero una baja
concentracion citosdlica de GSSG inhibe la fijacion del dimero activado a la
secuencia de oligonucledtidos diana. El ejercicio fisico que induce cambios en el
estado redox-tiol de los tejidos, puede influir en la sefal intracelular del proceso de
traduccion provocando la expresion de proteinas de defensa antioxidante (Mihm et

al., 1995).

Hay numerosos trabajos que apoyan que el ejercicio cronico incrementa las

defensas antioxidantes:

- La actividad de la eritrocito catalasa y de la glutation reductasa
muestran incrementos significativos después de 10 semanas de entrenamiento (Ohno

etal., 1988).

- En otro estudio se examind el estado antioxidante de corredores
altamente entrenados (128- 230 Km./semana), corredores baja y medianamente

entrenados (26-70 Km. / semana) y de individuos sedentarios, y se encontrd que
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existia una relacion directa entre la distancia recorrida semanalmente y la actividad
eritrocitaria de las enzimas antioxidantes. Se observd que los corredores de maraton
entrenados parten de unos niveles de MDA y dienos conjugados (DC) en reposo
superiores a los de los sujetos sedentarios. Al finalizar la prueba de medio maraton
los sujetos entrenados muestran un aumento significativo en los valores de MDA y
CD, pero estos niveles disminuyen en el periodo de recuperacion (24-48 horas) hasta
valores inferiores incluso a los que se determinaron en reposo. Estos resultados
sugieren que el entrenamiento aerébico mejora la actividad enzimatica antioxidante
en eritrocitos tanto en reposo como en el periodo de recuperacion post-ejercicio. Esta
mejora junto con el aumento del flujo sanguineo muscular y la actividad aldehido-
deshidrogenasa mitocondrial en el musculo, pudieran ser responsables de la
significativa disminucion de los indices de peroxidacion lipidica tras el ejercicio en

sujetos entrenados (Robertson et al., 1991).

- La peroxidacion lipidica en sangre disminuye en respuesta al
incremento del tiempo de entrenamiento en mujeres de 60 afios, indicando un efecto

de adaptacion (Yagi, 1992).

- En otro estudio con ratones se demostrd que tras controlar durante 5
dias su entrenamiento, se podia eliminar el dafio muscular inducido por una
prolongada carrera. En varias experiencias se relataron reducciones significativas en
la sensacion de dolor y proteolisis después del entrenamiento. Los autores sugieren
que el entrenamiento puede inducir un efecto protector parcial contra el dafio
muscular, a condicién de que la intensidad y la duracion del ejercicio no sean

enormemente aumentados (Komulainen y Vinko, 1995) .

- Child et al., (1998 y 1999) estudiaron corredores entrenados que
fueron sometidos a un ejercicio fisico intenso, lo que sugiere un considerable

incremento de ERO y observaron que las variaciones en el consumo de oxigeno
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pueden hacer subestimar el verdadero aumento en la formacioén de radicales libres
durante el ejercicio intenso, como consecuencia de que se reduce el control
respiratorio mitocondrial (Davies et al.,1982) y se incrementa la formacion de
radicales libres a partir de fuentes no mitocondriales (Sjodin et al., 1990). Se
observo una correlacion significativa entre el consumo de oxigeno y TAC
plasmatica, lo que sugiere que el incremento en la proteccién antioxidante
plasmatica sea una consecuencia del aumento en la capacidad para consumir
oxigeno. Los cambios bioquimicos que producen este efecto pueden representar una

respuesta de adaptacion al entrenamiento de resistencia (Child et al., 1998).

- Brites et al. (1999) observan un aumento en los niveles plasmaticos de
antioxidantes de bajo peso molecular ( acido ascérbico, acido urico y a-tocoferol) en
un grupo de futbolistas entrenados, respecto a controles sedentarios. Este aumento
puede ser atribuido a una movilizacion de estos antioxidantes desde los tejidos hacia
el plasma, lo que justificaria la mejora del estado antioxidante total plasmético con el

entrenamiento.

Son diversos los autores que sugieren que el entrenamiento fisico induce, en
el contenido de enzimas antioxidantes, adaptaciones paralelas al incremento de la
capacidad oxidativa de la enzimas mitocondriales que participan en el metabolismo
muscular. No obstante, en un trabajo de Laughlin et al. (1990), al estudiar la relacion
entre la capacidad oxidativa y las enzimas antioxidantes musculares, realizando un
analisis de regresion lineal; no se encontrd ninguna relacion entre la capacidad
oxidativa y la actividad SOD y catalasa. Ademds aunque el entrenamiento fisico
induce un aumento en la capacidad oxidativa muscular, no se observa ningun efecto
en la actividad SOD y provoca una disminucién significativa en la actividad

catalasa, resultados que concuerdan con los hallados por Ji et al., (1992).
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2.10.- DEFENSAS ANTIOXIDANTES

La demostrada contribucion de las ERO al dafio y la fatiga muscular como
consecuencia de la actividad fisica intensa o prolongada, desequilibrando la
homeostasis muscular hace que no sea sorprendente que dentro y fuera de las células
del musculo esquelético existan mecanismos de defensa para reducir el riesgo del
dafio oxidativo (Barclay et al., 1991). Los dos tipos principales de mecanismos
protectores (enzimaticos y no enzimdticos) actian como un Unico sistema
antioxidante para reducir los efectos perjudiciales de las ERO en las células. Los
antioxidantes (enzimaticos y no enzimaticos) existen en los medios intra y
extracelulares y para dotar de una proteccion intracelular maxima, estos captadores

estan estratégicamente compartimentados dentro de la célula (Powers et al., 1999).
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Fig. 2.10.1.- Defensas antioxidantes musculares. Localizacion de los
antioxidantes mas importantes intracelulares y extracelulares en el miocito del

musculo esquelético (Powers et al., 1999)

Entre las estrategias utilizadas por los antioxidantes para proteger al
organismo sometido a una actividad fisica cuando el equilibrio, antioxidantes S

prooxidantes, se desplaza hacia la derecha; se encuentra la conversion de las ERO en
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moléculas menos reactivas y la prevencion de la transformacion de las ERO menos
reactivas en formas mas perjudiciales (p.e. prevencion de la transformacion del

peroxido de hidrogeno hasta radical hidroxilo) (Ghiselli et al., 2000).

2.10.1.- ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Las principales enzimas antioxidantes celulares son : superdxido-dismutasa

(SOD), catalasa (Cat) y glutation-peroxidasa (GPx).

A) Superoxido-dismutasa

Constituye la defensa celular mas importante frente a los radicales

superoxido, dismutandolos hasta formar perdxido de hidrégeno y oxigeno.

202.* +2H+ - H,O,+ Oy

Esta reaccion transcurre normalmente a baja velocidad ( t,, = 7 s) y depende
del pH; en presencia de SOD 0.35 uM la velocidad de dismutacion del O,*- se

acelera hasta alcanzar un ty, =0.5 ms (Ji, 1995).

En humanos existen dos isoenzimas de Superoxido-dismutasa en musculo
esquelético que varian en la localizacion celular y en el cofactor metalico unido a

ellas.

La Superéxido-dismutasa Cu-Zn, es un dimero de Mr = 32.000 u.m.a., que se
localiza principalmente en el citosol, mientras que la isoenzima Superoxido-
dismutasa-Mn se encuentra principalmente en la matriz mitocondrial Ambas
isoenzimas catalizan la dismutacion del radical superdxido con una eficiencia similar

(Ji, 1995).
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La distribucion de las isoenzimas superoxido dismutasa varia en los distintos
tejidos: en musculo esquelético la actividad superdxido dismutasa se distribuye en
un 15-35% en la mitocondria, mientras que el resto 65-85% se localiza a nivel
citosolico; siendo esta actividad mucho mayor en los musculos con alta capacidad
oxidativa (alto porcentaje de fibras tipo I y Ila) que en los musculos con baja

capacidad oxidativa (alto porcentaje de fibras tipo IIb) (Criswell, 1993).

La actividad SOD muestra un incremento significativo con el entrenamiento y
hay evidencia de que la SOD-Mn es la principal responsable de ese aumento. El
incremento en la actividad de la SOD-Mn producido con el entrenamiento es
relativamente pequefio comparado con los aumentos en la actividad de otras enzimas
mitocondriales y ademas no se relaciona con una mejora significativa de la
proteccion antioxidante (Ji, 1995). Se ha observado como el entrenamiento aumenta
la actividad SOD so6lo en las fibras tipo I, y que la actividad SOD aumenta mas en
funcion de la duracion del ejercicio que con la intensidad. Una prueba de ejercicio
intenso provoca un aumento en la actividad SOD en tejidos como el corazon, higado,

pulmon, plaquetas sanguineas y musculo esquelético (Ji, 1995).

La actividad SOD fue muy superior ( en un 52%, p<0.01) en futbolistas
entrenados respecto a sujetos sedentarios (Brites et al., 1999). En un estudio con
sujetos controles sedentarios, corredores de maraton y atletas velocistas entrenados,
se observo que la actividad SOD era significativamente superior en los deportistas
respecto a los controles (p<0.01), y también fue superior tras finalizar las pruebas
fisicas en los dos grupos de deportistas respecto a los valores obtenidos en reposo

antes de realizar las pruebas (Marzatico et al., 1997).

B) Glutation peroxidasa

89



Defensas antioxidantes

La Glutation-peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion del perdxido de
hidrogeno o los hidroperoxidos organicos hasta agua y alcohol, respectivamente,

utilizando el glutation reducido (GSH) como donante de electrones:

2GSH+H,0, — GSSG+2H0
2GSH+ROOH — GSSG +ROH + H,O

La Glutation-peroxidasa es una enzima selenio-dependiente que existe en una
isoforma (EC 1.11.1.9). Aunque la Glutation-peroxidasa es muy especifica con el
donante de electrones (GSH), tiene una baja especificidad con los hidroperéxidos. La
Glutation-peroxidasa reduce un amplio rango de hidroperdxidos (desde el peroxido
de hidrogeno hasta complejos hidroperoxidos organicos) y esta caracteristica hace de
la Glutation-peroxidasa un importante protector celular frente a las ERO.

La actividad Glutation-peroxidasa varia segun el tipo de fibras musculares: es
muy alta en las fibras tipo I y muy baja en la fibras tipo IIb (Ji et al., 1992). Respecto
a su localizacion intracelular, en musculo esquelético el 45% de la actividad
Glutation-peroxidasa esta en el citosol y el 55% restante en la mitocondria. El hecho
de que la Glutation-peroxidasa se encuentre tanto en el interior de la mitocondria
como en el citosol permite eliminar el peréxido de hidrégeno o los hidroperéxidos

organicos producidos a partir de diversas fuentes.

La Glutation-peroxidasa necesita un suministro de GSH, (que es oxidado por
esta enzima hasta glutation oxidado, GSSG), por lo que las células deben poseer una
via capaz de regenerar el glutation reducido (GSH). Esta funcion se consigue
mediante la enzima Glutation- reductasa (GR) que utiliza NADPH como agente
reductor. En muchos tejidos el NADPH se produce mayoritariamente a través de la
glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa por la via de las pentosas, pero en el musculo
esquelético, el NADPH se produce mayoritariamente a través de la isocitrato-

deshidrogenasa (Criswell et al., 1993).
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La GR tiene una distribucion celular similar a la Glutation-peroxidasa, y su
actividad es mucho mayor en musculos con alta capacidad oxidativa que en
musculos con baja capacidad oxidativa. Aunque la GR no se considera un enzima
antioxidante primario, es esencial para la correcta funcion antioxidante de la

Glutation-peroxidasa.

El efecto de una prueba de ejercicio fisico intenso sobre la actividad de la

Glutation peroxidasa es controvertido.

La actividad de la GPx aumenta con el entrenamiento so6lo en las fibras tipo II
y esta adaptacion al entrenamiento depende de la duracion mas que de la intensidad
del ejercicio. Tras un ejercicio fisico intenso la actividad GR aparece aumentada en
musculo esquelético de rata. También aumenta dicha actividad en eritrocitos de
humanos después de un ejercicio prolongado. En un estudio realizado con sujetos
controles sedentarios, corredores de maraton y atletas velocistas entrenados, se
observd que la actividad GPx era significativamente superior en los deportistas

respecto a los controles (p<0.01) (Marzatico et al., 1997).

C) Catalasa

Es un tetramero de Mr ~ 240.000 u.m.a. (Ji, 1995) cuya funcidén principal es

catalizar la descomposicion del peroxido de hidrogeno hasta agua y oxigeno.

H, O, —» H,O0+% 0O,

Para mantener la actividad catalitica la catalasa requiere que el Fe'™ se una al
sitio activo del enzima. Aunque la funcion de la catalasa y de la Glutation-peroxidasa
podrian solaparse, las dos enzimas tienen diferente afinidad por el perdxido de
hidrégeno, como sustrato: la Glutation-peroxidasa de mamiferos tiene mayor
afinidad por el perdxido de hidrégeno a bajas concentraciones, comparada con la

catalasa (Km gpx= 1 UMy Km e = 1 mM). Esto hace que a bajas
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concentraciones la Glutation-peroxidasa juegue un papel mas activo en la

eliminacion del peréxido de hidrogeno en las células musculares.

La catalasa esta extensamente distribuida en la célula, se han encontrado altas
concentraciones en peroxisomas y mitocondrias (Halliwell et al., 1999). Tal y como
sucede con la Glutation-peroxidasa y Superoxido-dismutasa, la actividad de la
catalasa es mucho mayor en musculos con alta capacidad oxidativa que en musculos

con un gran porcentaje de fibras tipo II ( Powers et al., 1999).

El efecto del entrenamiento en la actividad catalasa es controvertido ya que
existen estudios que muestran aumento, disminucion y ausencia de variacion en la
actividad catalasa con el ejercicio cronico. Calderera et al., (1973) observaron un
aumento significativo de la actividad CAT en corazén, higado y musculo esquelético
tras una prueba de ejercicio fisico intenso. Se podria esperar que la actividad CAT
aumentase como consecuencia del aumento en la produccion de H,O, durante el
ejercicio; no obstante la CAT se localiza principalmente en los peroxisomas,
mientras que la fuente principal de H,O, es la mitocondria en condiciones
fisiologicas. La Glutation-peroxidasa mitocondrial y citos6lica son probablemente
mas efectivas en la competicion por el H,O; producido en esos dos compartimentos

celulares que la CAT ( Ji, 1995).

En un estudio con sujetos controles sedentarios, corredores de maraton y
atletas velocistas entrenados, se observo que la actividad CAT era significativamente
inferior en los atletas velocistas entrenados respecto a los controles (p<0.05), y era
significativamente superior (p<0.01) en los corredores de maraton respecto a los

controles sedentarios (Marzatico et al., 1997).

D) Otras enzimas que participan en el sistema de defensa antioxidante

La Citocromo-c-oxidasa es la enzima terminal en la cadena respiratoria

mitocondrial, catalizando la transferencia de electrones del citocromo asz al oxigeno
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molecular. La importancia de esta enzima radica en que previene el escape de Oy*- y

H,0; fuera de la cadena respiratoria al unirse estas ERO al enzima.

Las enzimas lipoliticas , como la fosfolipasa A,, juegan un importante papel

en la eliminacion de lipidos oxidados, lo que previene la peroxidacion lipidica.

La degradacion de las proteinas oxidadas es importante para evitar la
acumulacién en la célula de residuos alterados o dafiados, ya que en determinadas
condiciones oxidativas, ciertas proteasas se activan para degradar proteinas oxidadas,

incluidas las moléculas enzimaticas (Ji, 1995).

La activacion de las defensas antioxidantes enzimaticas tras la realizacion de
un ejercicio fisico intenso puede reflejar un aumento en la produccion de ROS en
esta situacion, basada en las propiedades cinéticas de estas enzimas. Sin embargo,
por las diferentes magnitudes del incremento en el consumo de oxigeno y por las
diferencias intrinsecas en las actividades enzimadticas, el musculo esquelético puede
estar sometido a un mayor grado de estrés oxidativo durante el ejercicio que el
higado y el corazon. Los tejidos de mamiferos no muestran una rapida regulacion de
la expresion genética en las enzimas antioxidantes como respuesta a un estrés
oxidativo intenso, aunque tal mecanismo de regulacién si se ha hallado en los

procariotas (Ji, 1995).

Aunque se ha producido un incremento en la evidencia que el entrenamiento
fisico regula las enzimas antioxidantes en aquellos tejidos involucrados activamente
en el ejercicio, existe ain controversia al respecto. En general las enzimas
antioxidantes en musculo esquelético muestran la mayor respuesta de adaptacion al
entrenamiento. En humanos existe una correlacion entre una elevada actividad en las
enzimas antioxidantes con el consumo maximo de oxigeno, y los atletas entrenados
tienen una mayor actividad SOD y CAT en musculo esquelético. Los autores
describen que ciclistas amateur y profesionales tienen mayor actividad SOD en

eritrocitos que sujetos controles; y también describen que los ciclistas profesionales
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tienen mayores actividades CAT y GPx que sujetos controles y ciclistas amateur (Ji,
1995). Se puede pensar que el entrenamiento de resistencia reduce el dano oxidativo
por un aumento en las enzimas antioxidantes mitocondriales y consecuentemente con

una disminucién del flujo de oxigeno en la cadena respiratoria.

2.10.2.- ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

A) Glutation

El glutation (GSH) o y-glutamilcisteinglicina es la mayor fuente no proteica
de grupos tiol en las células. Se sintetiza principalmente en el higado y es
transportado por la circulacion hasta los tejidos. Debido a su estructura peptidica, el
GSH es degradado en el intestino delgado cuando se ingiere, por consiguiente en los

niveles celulares de GSH no influye directamente la dieta.

La concentracion celular de GSH esta en el rango milimolar para la mayoria
de los tejidos, pero el contenido en GSH varia mucho en los distintos d6rganos
dependiendo de su funcion. Por ejemplo los mayores niveles de GSH se encuentran
en el cristalino (10 mM) y en el higado (5-7 mM) (Halliwell et al., 1999). Otros
organos como pulmoén, riidén y corazon contienen aproximadamente 2-3 mM de
GSH. En el musculo esquelético la concentracion de GSH varia dependiendo del tipo

de fibra muscular y de la especie animal (Ji, 1995).

El glutation cumple varias funciones en la defensa antioxidante celular. En
primer lugar, el GSH interacciona facilmente con una variedad de radicales,
incluidos los radicales hidroxilo y los peroxidos organicos, como donante de 4&tomos
de H. En segundo lugar, una de las funciones antioxidantes mas importantes del GSH
es eliminar el hidrogeno y los peroxidos organicos (como los lipoperdxidos) durante
la reaccion catalizada por la glutation peroxidasa, formando agua y alcohol

respectivamente. Por donacidon de dos dtomos de H, dos moléculas de GSH se oxidan
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hasta GSSG. La reduccion del GSSG es catalizada por la glutation reductasa (GR),
una enzima que contiene flavina, usando el NADPH como reductor. Esta reaccion
tiene lugar junto a la catalizada por la glutation peroxidasa, lo que permite la

regeneracion del GSH mediante un ciclo redox.

Se ha descrito que el GSH actia como reductor de varios antioxidantes
celulares. Por ejemplo se ha postulado que el glutation reduce los radicales de la
vitamina E (radical a-tocoferoxil) que se forman en la cadena de reacciones con los
radicales alcoxilo o con los radicales lipoperoxilo. El glutation también puede ser
usado para reducir el radical de la vitamina C (semidehidroascorbato) producido en
el reciclado de la vitamina E y en la reduccion del acido lipoico a dihidrolipoato.
Esta tltima reaccién juega un papel importante en la recuperacion del acido

ascorbico (Packer, 1991).

En un estudio tras someter a los sujetos a 90 minutos de ejercicio se muestra
una disminucion significativa de GSH sanguineo mientras que aumentan los niveles

sanguineos de GSSG (Gohil et al.,1998).

Sen et al., (1994) someten a individuos a un test maximal durante 14 minutos
, tras el que no varian los niveles sanguineos de glutation total (GSH+GSSG) ni de
GSH, pero existe un incremento del GSSG y del 100% de la relacion
GSSG/(GSH+GSSG). Cuando los sujetos se someten durante 30 minutos a un test
submaximal (50% del VO, max.) de ejercicio aerdbico se obtienen los mismos
resultados. Cuando los sujetos se someten durante 30 minutos a un test (77% del
VO, max.) de ejercicio anaerobico no varian los niveles sanguineos de GSH, pero
existe un incremento del GSSG, del glutation total y de la relacion
GSSG/(GSH+GSSG). Tras un periodo de 24 horas todos los niveles se recuperan

alcanzando los mismos valores encontrados antes de la pruebas .

Como los niveles plasmaticos de GSH son casi indetectables en humanos

(<0.01 puM), la oxidacion del GSH puede tener lugar principalmente en los
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eritrocitos, que tienen un sistema especifico dependiente de la energia para exportar
el exceso de GSSG intracelular. Como en el test anaerobio no se observa un
incremento de GSH en sangre, el incremento del glutation total podria ser debido al

GSSG exportado de los tejidos ademas del GSSG sanguineo (Sen et al., 1994).

El nivel plasmatico de GSH es aproximadamente tres veces menor que el
nivel en sangre. Ademas es probable que los cambios en el GSH plasméatico debidos
al flujo acelerado de GSH hepatico, que se produce durante el ejercicio, no sean
detectados a nivel sanguineo de GSH o del glutation total. El estrés oxidativo debido
a una actividad fisica intensa produce una rapida oxidacion en el GSH intracelular en
las células musculares y de una produccion de GSSG que es liberado al torrente
sanguineo. En conjunto se observa una disminucion del nivel de glutation total
intracelular, lo que sugiere que el flujo de GSSG de las células musculares a la

sangre sea por un mecanismo dependiente de energia (Sen et al.,1992).

El efecto del entrenamiento en el contenido de GSH parece variar entre los
tipos de fibras musculares y los diferentes tejidos. El contenido de GSH en eritrocitos
aumenta significativamente, acompafiado de un aumento en la actividad glutation
reductasa, tras 20 semanas de entrenamiento fisico en humanos que previamente eran
sedentarios. Estd descrita una elevacion en la concentracion de GSH sanguineo tras
una sesion de entrenamiento en corredores de largas distancias frente a sujetos
controles no entrenados (Ji et al., 1995). En sujetos moderadamente entrenados,
sometidos a una carrera durante 2.5 horas, se observa tras la prueba una disminucion
de GSH plasmatico y del cociente GSH/GSSG, mientras que el nivel de GSSG
muestra un incremento significativo al final de la prueba respecto al pre-ejercicio

(Dufaux et al., 1997).

El entrenamiento a corto plazo no produce una mejora en la adaptacion del
sistema antioxidante, tal y como se refleja en un estudio realizado con humanos de
ambos sexos sometidos durante 8 semanas a un entrenamiento aerdbico

(3veces/semana), en el cual no se observaron variaciones en las actividades de las
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enzimas SOD, CAT y GPx. Tampoco cambiaron las concentraciones de vitamina E
en musculo, ni los niveles de glutation (GSH, GSSG, Glutation total y cociente
GSH/GSSG) (Tiidus et al.,, 1996). Sin embargo, se ha demostrado que el
entrenamiento protege frente a la oxidacion del glutation asociada al ejercicio

agotador (Gomez-Cabrera y col., 2002).

En otro estudio un grupo de sujetos moderadamente entrenados se sometieron
a una primera prueba de ejercicio maximal seguida de un ejercicio submaximal
prolongado ( 3 dias consecutivos de ejercicio al 65% VO, max). Tras los tres dias de
prueba submaximal no se observo variacion en los valores de glutation total respecto
a los medidos antes de la prueba, si aparece una disminucién del GSH acompanado
de un aumento del GSSG respecto a los valores en reposo previos al ejercicio

(Viguie et al.,1993).

B) Vitamina E

La vitamina E es el principal antioxidante que actua frente a las reacciones de
lipoperoxidacion en cadena en la membrana celular. El término genérico vitamina E
se refiere a varios isomeros estructurales de tocoferoles y tocotrienoles, siendo el a-
tocoferol el mas conocido y el que posee mayor actividad antioxidante. Debido a su
alta liposolubilidad la vitamina E se asocia con los lipidos de membranas, como en
mitocondrias, reticulo sarcopldsmico y en plasma. En la mayoria de las condiciones
dietéticas, la concentracion de vitamina E en los tejidos, es relativamente baja. Por
ejemplo el cociente de vitamina E / lipidos en membranas puede variar de 1 : 1000
en eritrocitos a 1 : 3000 en otros tejidos y 6rganos (Packer, 1991), sin embargo los

niveles de vitamina E en tejidos y 6rganos aumentan con la suplementacion dietética.
Como antioxidante, la vitamina E es particularmente importante por su

capacidad de transformar los radicales superdxido, hidroxilo y lipoperéxidos en

formas poco reactivas. También es capaz de romper las reacciones en cadena de
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lipoperoxidacion que se producen como consecuencia del ataque de los radicales

libres a las membranas.

Aunque la vitamina E es un eficaz captador de radicales libres, la reaccion de
la vitamina E con estos radicales produce una disminucion funcional de la vitamina E
y la formacién de radicales-vitamina E. El estrés oxidativo produce una disminucioén
significativa de los niveles tisulares de vitamina E; sin embargo el radical-vitamina E
puede ser regenerado hasta su estado nativo con la cooperacion de otros
antioxidantes. Por lo tanto algunos investigadores postulan que la capacidad de la
vitamina E para actuar como un antioxidante esta relacionada sinérgicamente con
otros antioxidantes que sean capaces de reciclar la vitamina E durante periodos de
estrés oxidativo (Packer, 1991).

Se ha descrito, con cierta controversia, que el ejercicio induce una alteracioén
en los niveles plasmaticos de vitamina E. Durante el ejercicio en humanos se observo
un aumento en la concentracion de vitamina E en plasma y en eritrocitos, sugiriendo
que el ejercicio podria promover la movilizaciéon de vitamina E de los tejidos al
plasma, y que el musculo esquelético podria usar la vitamina E circulante para
proteger frente al dafio oxidativo (Ji, 1995). Otros autores no hallaron variaciones en
los niveles de vitamina E en humanos tras realizar una carrera de medio maraton
(Duthie et al., 1990). En jugadores de futbol entrenados se observo que los niveles de
vitamina E eran superiores (en un 10%) a los medidos en sujetos controles no

entrenados (Brites et al., 1999).

Los cambios en los niveles de vitamina E se aprecian mejor cuando se
expresan por unidad de ubiquinona mitocondrial. La reduccioén de la concentracion
de vitamina E en el interior de la membrana mitocondrial puede justificar que la
mitocondria sea muy susceptible al dafio de los radicales libres. El contenido de
vitamina E en el corazon sufre una pequefia disminucion tras un programa de
ejercicio de entrenamiento cronico en treadmill, comparada con la disminucion en
musculo esquelético. Las diferencias en la respuesta al entrenamiento de la vitamina

E entre el corazén y el musculo esquelético se pueden explicar en parte por el alto
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contenido de vitamina E en el corazén ( = 70 nmol/g) , solamente cercano al tejido
adiposo marrén.  (Ji, 1995). En un estudio realizado con sujetos entrenados
sometidos a una unica prueba de ejercicio de ultrarresistencia (Triatlon) no se
observaron variaciones en las concentraciones de vitamina E en plasma antes y

después de la prueba (Ginsburg et al., 1996).

C) Vitamina C

La vitamina C es hidrofilica y act@ia mejor en medio acuoso que la vitamina
E. Como el pK, del 4cido ascorbico es 4.25, la forma predominante a pH fisiologico
es el anion ascorbato. El ascorbato estd muy distribuido por los tejidos en mamiferos
y se encuentra en mayor concentracion en las gldndulas adrenal y pituitaria (Yu,

1994).

La vitamina C tiene un doble papel como antioxidante. Por un lado, puede
capturar directamente radicales superoxido, hidroxilo y lipoperoxidos; y por otro
lado la vitamina C juega un importante papel regenerando la vitamina E; no obstante,
en el proceso de regeneracion de la vitamina E se consume la forma nativa de la
vitamina C, lo que da lugar a la formacion del radical semiascorbilo, el cual se puede
reducir hasta la vitamina C nativa mediante la accion de la NADPH-
semiascorbiloreductasa o de los grupos tiol, tanto del glutation como del acido

dihidrolipoico.

El aumento de los niveles de vitamina C puede proteger frente al daio de los
radicales libres, sin embargo a altas concentraciones ( aprox. | mM) la vitamina C
actia como prooxidante en presencia de metales de transicién como Fe*" o Cu®". La
accion pro-oxidante del ascorbato se basa en su capacidad de reducir el Fe’* hasta
Fe*" que es un potente inductor de radicales libres (reaccion de Fenton). Por ello la
administracion de megadosis a través de suplementos de vitamina C ha sido

cuestionada por muchos investigadores (Powers et al., 1999).
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Duthie et al., (1990) al estudiar la respuesta antioxidante plasmatica tras una
carrera de medio maraton observaron un aumento en los niveles de vitamina C. Sin
embargo Ginsburg et al., (1996) en un estudio realizado con sujetos entrenados
sometidos a una Unica prueba de ejercicio de ultrarresistencia (Triatlébn) no
observaron variaciones en las concentraciones plasmaticas de vitamina C antes y
después de la prueba. Respecto al efecto del entrenamiento se describe un incremento
en los niveles de vitamina C plasmaticos en futbolistas entrenados respecto a los

individuos sedentarios (Brites et al., 1999).

D) Acido a-lipoico

El 4cido a-lipoico también conocido como acido tidctico, por su bajo peso
molecular difunde féacilmente a través de las membranas, participa en los
mecanismos de redox y por su facilidad en ceder electrones es un importante
antioxidante. Tiene capacidad de regenerar las vitamina E y C. Es un cofactor de la
piruvato decarboxilasa y otras enzimas del ciclo de Krebs, y se localiza en la

membrana mitocondrial interna.

El acido a- lipoico es un tiol enddgeno que actia como cofactor del
complejo a-deshidrogenasa y normalmente esta presente en pequefias cantidades en
tejidos animales ( 5 — 25 nmol/g) generalmente unido a un complejo enzimatico
siendo asi inactivo como antioxidante , sin embargo el acido a- lipoico exdgeno
libre puede ser efectivo como antioxidante y participar en la regeneracion de las
vitaminas E y C. Puede ser consumido a través de la dieta y no muestra efectos
toxicos conocidos. Tras la ingesta dietética, el acido a- lipoico se reduce a acido
dihidrolipoico (DHLA), que es un potente antioxidante frente a todas las especies
oxiradicales. Ademas el DHLA resulta muy eficaz en la recuperacion de la vitamina

C durante periodos de estrés oxidativo y puede ser un eficaz sustituto del GSH

(Packer, 1994).

100



Capitulo 11 ooz cavdoc

El radical-vitamina E puede ser reciclado por la vitamina C, a costa de la
formacion del radical-vitamina C. Este radical puede ser reducido hasta vitamina C
por el DHLA, que se transforma en &cido lipoico en este proceso, y puede

reconvertirse en DHLA mediante mecanismos celulares enzimaticos (Fig. 2.9.2.1).

Fig. 2.10.2.1.- Interaccion entre &cido a-lipoico (a-LA), glutation (GSH) y vitamina
C (VC) en la recuperacion de vitamina E (VE). VCe = radical ascorbato; VEe =
radical vitamina E; DHLA = acido dihidrolipoico; GSSG = glutation oxidado. (
Powers et al., 1999. Modificado a partir de Ji, 1995)

E) Carotenoides

Los carotenoides son antioxidantes liposolubles localizados principalmente en

las membranas celulares. Los carotenoides tienen una efectiva actividad antioxidante
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biologica como evidencia su capacidad para reducir el indice de peroxidacion
lipidica inducida por sistemas generadores de radicales (Krinsky, 1982). Las
propiedades antioxidantes de los carotenoides se derivan de su estructura de largas
cadenas con dobles enlaces conjugados, lo que permite capturar la mayoria de ERO,

incluidos los radicales superoxido y peroxilo (Yu, 1994).

Como la vitamina C, el B-caroteno puede actuar como antioxidante y como
pro-oxidante. A una presion parcial de oxigeno fisiologica (< 100 mm Hg) el B-
caroteno muestra una actividad capturadora de radicales, sin embargo la exposicion a
presiones parciales hiperoxicas (> 150 mm Hg) hace que el B-caroteno actlie como
prooxidante (Palozza, 1997).

F) Ubiquinonas

Las ubiquinonas son sustancias liposolubles derivadas de las quinonas que
contienen la estructura del isopreno. Las ubiquinonas naturales contienen entre 1 y
12 unidades de isopreno. La formas reducida de la ubiquinona, el ubiquinol es el que

realmente tiene actividad antioxidante (Mellors et al., 1996).

La forma predominante de la ubiquinona en humanos es la ubiquinona-10
(también conocida como coenzima Q). Las fuentes de ubiquinona-10 en la dieta son

aceite de soja, carne, pescado, frutos secos, trigo, espinacas, berza, alubias y ajos.

La concentracion de ubiquinona-10 en plasma humano varia entre 0,4 y 1
uM y aproximadamente el 80% esta presente en el estado reducido (ubiquinol). En
tejidos humanos la ubiquinona-10 se encuentra en niveles relativamente altos ( 60-
110 pg/g) en corazodn, higado y rifidn, existiendo en forma reducida entre el 70 y

100% (Aberg et al., 1992).

En cuanto a su localizacion intracelular el 40-50% de la ubiquinona total se
halla en la mitocondria, el 25-30% en el ntcleo, 15-20% en el reticulo sarcoplasmico

y el resto (5-10%) en el citosol.
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El efecto antioxidante de la ubiquinona se describié en 1966 y desde entonces
numerosos trabajos han estudiado el papel antioxidante de la ubiquinona observando
que sus propiedades antioxidantes derivan del anillo fendlico de su estructura. Las
ubiquinonas reaccionan con los radicales del oxigeno y oxigeno singlete previniendo
la peroxidacion lipidica en las membranas y otras estructuras lipidicas celulares
(Karlsson, 1997). También algunas ubiquinonas juegan un papel importante en la
recuperacion de la vitamina E durante periodos de estrés oxidativo por via

dependiente del sistema NADPH.

G) Oligoelementos : Se, Zn, Cu.

a) Selenio

El Selenio (Se) es un elemento esencial para los humanos. Se presenta en dos
formas diferentes: selenometionina y selenocisteina, la forma mas importante para la
actividad bioldgica del selenio, ya que es la que se encuentra en el centro activo de
las selenoproteinas. Se han identificado once selenoproteinas: cuatro formas de
glutation peroxidasa, selenoproteina P, selenoproteina W, tres tipos de yodotironina-
desyodinasa, tiorredoxina reductasa y selenofosfato sintetasa. Varias de estas
proteinas intervienen en la defensa antioxidante del organismo contra las lesiones
oxidativas. La selenoproteina P es una proteina plasmatica con multiples residuos de
selenocisteina. No se conoce su funcidn, pero se cree que podria participar en los
sistemas de defensa antioxidante extracelulares del organismo o como transportador
de Se. Otras selenoproteinas que podrian participar contra el estrés oxidativo son la

tiorredoxina reductasa y la selenoproteina W (Holben et al., 1999).
La funcion del Se como antioxidante no s6lo se debe a su papel en la

glutation-peroxidasa y otras selenoproteinas, sino también a la interacciéon con

determinados nutrientes, como la vitamina E. La glutation-peroxidasa reduce el
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peroxido de hidrogeno , disminuyendo asi la generacion de radicales libres, mientras
que la vitamina E estd implicada en la eliminacion de los productos derivados del
ataque de los radicales libres a los lipidos. Se ha visto que las necesidades de Se se
reducen cuando la ingesta de vitamina E esta aumentada, y viceversa. Ademas, el Se
tiene un papel directo en el reciclaje del tocoferol, ya que el radical tocoferoxilo
también puede ser reducido a tocoferol por el glutation en una reaccion catalizada

por una selenoenzima.

Un estudio realizado con poblacion rural malnutrida en China demostrd que
un suplemento combinado de Se, vitamina E y [-caroteno reduce la mortalidad
global del cancer, pero no se han obtenido los mismos resultados en poblaciones

occidentales normonutridas (Blot et al., 1993).

La deficiencia de Se produce mayor susceptibilidad a las lesiones oxidativas,
un incremento en la concentracion de glutation plasmatico y un aumento en la

actividad de la glutation S-transferasa.

a) Cinc

El cinc participa en varias funciones del sistema de defensa antioxidante, pero
no hay un mecanismo comin a todas ellas. Su intervencion en la prevencion de la
peroxidacion lipidica podria ser a través de la enzima Cu-Zn- SOD, donde el metal
tienen un papel estructural. También podria deberse a su interacciéon con la
metalotioneina, proteina que act@la capturando radicales hidroxilo. Ademas el Zn
estabiliza las membranas, por lo que una deficiencia de Zn puede ocasionar dafios
oxidativos a éstas. Los iones cinc pueden unirse a los grupos sulfidrilo de las

proteinas, protegiéndolas contra la oxidacion.referencia

b) Cobre
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El cobre interviene en la defensa antioxidante a través de su papel en cuatro
enzimas: la Cu-Zn-SOD intracelular, en la que el cobre tiene un papel catalitico, la
SOD extracelular; la metalotioneina que une Cu, que puede tener actividad como
atrapador de radicales libres; y la ceruloplasmina, que puede eliminar diferentes

radicales de oxigeno protegiendo los PUFA delas membranas del dafio oxidativo.

La deficiencia de cobre se ha asociado con una reduccion de la actividad de la
Cu-Zn-SOD y de la ceruloplasmina y un incremento del dafio oxidativo en los lipidos
y de los niveles de LDL oxidadas, por lo que podria incrementar el riesgo de
aterosclerosis y cancer. Sin embargo un exceso de cobre también puede ser
perjudicial por el aumento en la produccion de radicales de oxigeno a través de la

reaccion de Fenton.referencia

H) Otras sustancias con actividad antioxidante

a) El manganeso forma parte de la SOD mitocondrial, por lo que también es

fundamental para eliminar los radicales libres que se producen en la mitocondria.

b) La taurina puede actuar como captador de radicales libres y oxidantes,
inhibir la peroxidacion lipidica y la activacion de neutréfilos. Este aminoacido es
muy abundante en los neutréfilos y su funciéon como antioxidante la realiza a través
de su reaccion con el acido hipocloroso. También puede formar complejos con cinc,
protegiendo los tejidos de las lesiones oxidativas producidas por las ERO (Mijan de

la Torre y col., 1998).

c) La melatonina captura radicales libres y es un antioxidante que dona
electrones para eliminar el radical hidroxilo y otros radicales. Se ha visto que esta
molécula protege a las células, tejidos y 6rganos contra el dafio oxidativo, sobre todo
evita la oxidacién del ADN, lipidos de membrana y proteinas citosolicas. Parece que
también tiene algin efecto sobre las enzimas antioxidantes SOD, glutation

peroxidasa, glutation reductasa y oxido nitrico sintasa. Se han realizado algunos
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estudios en los que se suplementaba melatonina para proteger contra el estrés
oxidativo, y se ha visto que puede ser beneficiosos, sobre todo teniendo en cuenta su

baja toxicidad ( Mijan de la Torre y col., 1998).

d) Los aminoacidos azufrados metionina y cisteina también pueden
participar, secundariamente, en la defensa antioxidante, pues permiten la sintesis de
novo de glutation, por lo que reducen la necesidad de reciclaje y la reduccion del
glutation oxidado. La actividad de la glutation peroxidasa puede estar disminuida por
una limitacion tisular de cisteina, ya que se reduce la sintesis de glutation. La N-
acetilcisteina interviene en el sistema de defensa antioxidante no s6lo como precursor
del glutation, sino que también puede actuar directamente como scavenger para
determinadas ERO, como el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo, y como
antioxidante, al proteger los grupos sulfidrilo de las proteinas (Mijan de la Torre y

col., 1998).

e) La bilirrubina y el urato son buenos captadores de radicales de oxigeno

y el urato puede captar iones hierro, minimizando la reaccion de Fenton.

f) Algunas proteinas plasmaticas pueden actuar como antioxidantes, como
ceruloplasmina, albdmina y transferrina, que pueden secuestrar iones hierro y
cobre, impidiendo su participacion en la generacion del radical hidroxilo mediante la

reaccion de Fenton (Mijan de la Torre y col., 1998).

g) La oxidacion de los flavonoides puede proteger a los nutrientes del dafio
oxidativo, tanto en los alimentos como en el intestino y posiblemente también en los
tejidos y en el plasma, ya que reducen la cantidad de OH®, O," " y radicales peroxilo.
Se ha postulado una relacion inversa entre la ingesta de flavonoides y riesgo de
enfermedades cardiovasculares y un posible papel beneficioso en el tratamiento y

prevencion de estas enfermedades y cancer (Mijan de la Torre y col., 1998).
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2.11.-COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenodlicos son un grupo de sustancias quimicas ampliamente
distribuidas en el reino vegetal. Se encuentran en todas las plantas superiores,
localizandose principalmente en frutos y 6rganos aéreos jovenes disueltos en liquidos

vacuolares y se consumen diariamente en la dieta en cantidades significativas.

Los compuestos fendlicos pueden ser clasificados en tres grupos:

1.- Fenoles simples y &cidos fendlicos: Los fenoles simples incluyen
monofenoles tales como el p-cresol, aislado de varios frutos, y difenoles como la
hidroquinona (Mayer & Harel, 1979). El 4cido gélico es un trifenol que puede
aparecer en las plantas de forma soluble o como ésteres del acido quinico o taninos
hidrolizables (Okuda et al., 1991). Un derivado del acido galico es el acido elagico,
que se libera de la pared celular a través de la hidrdlisis de los elagitaninos para dar
acido hexahidroxidifénico, el que forma una dilactona espontdneamente que es el

acido elagico (Bate-Smit, 1972; Wilson & Hagerman, 1990).

2.- Acidos hidroxicinamicos y sus derivados: Son 4cidos casi
exclusivamente derivados del acido cafeico, p-cumarico y ferulico, ya que el acido
sinapico es bastante raro en la naturaleza. Se encuentran generalmente en formas
conjugadas como ésteres mas que como glicosidos. El metabolito mas importante de
este grupo es el acido clorogénico, que es un sustrato clave en el proceso de

pardeamiento enzimatico (Eskin, 1990)
3.- Flavonoides: Forman el grupo de compuestos fenélicos mas importante
por la gran variabilidad estructural y su presencia en la mayoria de los alimentos de

origen vegetal. En los flavonoides se incluyen los siguientes tipos de compuestos:

3.1) Catequinas (Flavan 3-oles)

3.2) Proantocianidinas o taninos condensados no hidrolizables (Flavan 3,4-diol)
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3.3) Antocianos
3.4) Flavonas
3.5) Flavonoles

3.6) Flavanonas

Los flavonoides poseen una alta afinidad para unirse con proteinas, otras
macromoléculas bioldgicas (hormonas, acidos nucleicos) y con iones divalentes de
metales, asi como una alta capacidad para catalizar el transporte de electrones y
captar radicales libres. Estas propiedades pueden dar lugar a efectos fisiologicos
muy diversos, muchos de los cuales s6lo han podido ponerse de manifiesto en
ensayos In vitro. Todos estos posibles efectos hacen de los flavonoides un grupo de
sustancias con un importante potencial terapéutico, especialmente por sus
propiedades antioxidantes que se relacionan con la prevencion de enfermedades
cardiovasculares y con algunos tipos de cancer. Por las mismas razones, ha
aumentado su interés como componentes de los alimentos y justifican su inclusion
dentro del término genérico de fitoquimicos, y su papel dentro de alimentos

funcionales (Rivas Gonzalo, 2002).

2.11.1.-FLAVONOIDES: ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Los flavonoides constituyen una amplia familia de compuestos que a su vez

incluye varios grupos, caracterizados por poseer un esqueleto funcional Cg-Cs3-Cg .

) 4

Fig. 2.11.1.1- Esqueleto estructural de los flavonoides ( Rivas Gonzalo, 2002)
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Estos grupos se diferencian entre si por el grado de insaturacion y

sustituyentes del anillo C (Fig. 2.10.1.2.), distinguiendo entre compuestos que poseen

una funcién cetona en el heterociclo (flavonas,

flavonoles,

flavanonas o

dihidroflavonas y chalconas) y los que no la poseen (flavanoles y antocianos). La

existencia de un hidroxilo en posicion 3 es otra caracteristica comun a antocianidinas

y flavanoles. Dentro de cada grupo los compuestos se diferencian entre si por los

sustituyentes en el anillo B y por los sustituyentes en los diferentes hidroxilos de la

molécula (metilos, aztcares y/o acidos organicos, mas habitualmente).
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Fig. 2.11.1.2.- Estructura de distintos flavonoides
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2.11.2. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE FLAVONOIDES

El estudio de las propiedades beneficiosas de los flavonoides se puede
considerar que se inicia en 1936, tres afios después de haber identificado el &cido
ascorbico como vitamina C, Szent Gyorgyi avanza la nocién de vitamina P como
segundo factor antiescobuto. Los estudios realizados por este investigador
observaron que el principio activo de esta nueva vitamina podrian ser uno o varios

flavonoides, que denomino “citrina”, al haberse aislado del zumo de limon.

La actividad vitaminica de la citrina, asi como el concepto de vitamina P,
estuvieron desde un principio sujetos a controversia; sin embargo, rapidamente se
observd que ciertos flavonoides, aun careciendo del efecto antiescorbuto,
presentaban actividad sobre la permeabilidad y resistencia de los capilares
sanguineos y podian actuar como factor de economia de la vitamina C. En 1995, la
Academia de las Ciencias de Nueva York decidi6 denominar a todos estos
flavonoides con actividad bioldgica como “bioflavonoides”. El concepto de vitamina
P fue rechazado por la FDA y se aprobd el término ‘“‘sustancias con actividad

vitaminica P”.

A) ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Un importante numero de especies reactivas de oxigeno (como 'O,, O,~,
OH’, NO°® y radicales libres alquil-peroxilo) se producen regularmente en nuestro
organismo. La ingestion de flavonoides en la dieta favorece los procesos de defensa

fisiologicos frente al dafio generado por estas ERO, a dos niveles:

- Son capaces de prevenir la formacion de radicales libres, o bien,

- Actian como captadores de estos radicales una vez formados

110



Capitulo 11

Actualmente las defensas antioxidantes pueden ser categorizadas en defensas
primarias, constituidas por una variedad de enzimas, y defensas secundarias, que

comprenden una amplia gama de enzimas, pequefias moléculas y sustancias

vegetales:
Defensas-primarias Defensas-secundarias
Superdoxidodismutasa Enzimas-proteoliticas
(SOD) Enzimas-lipoliticas
Catalasa Enzimas reparadoras d¢
Glutation peroxidasa ADN
o -tocoferc

Acido-ascorbico
Carotenoides
Coenzima-Q
Acido-urico
Melatonina
Polifenoles-flavonoides
Acido-a-lipoico

Aminoindoles, etc.

Con estas defensas antioxidantes secundarias, es dificil determinar un
mecanismo unico que explique su actividad antioxidante. Sin embargo se pueden

determinar tres tipos de mecanismos:

a) Que la transferencia de electrones determine que el antioxidante se
transforme en una molécula radical activa;

b) Que la transferencia de electrones determine la formacion de una
molécula radical antioxidante inactiva o estable;

¢) Que pequenas moléculas actien como enzimas antioxidantes

(Cadenas, 1998).
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Fig. 2.11.2.1.-Estructura basica de los principales flavonoides

Los flavonoides suprimen el dafio tisular producido por los RL sobre las
células del hamster Chino V79, las células cardiovasculares humanas y las
neuronas. De la misma forma, los flavonoides protegen los eritrocitos y los
miocitos contra el dafio producido por la hipoxia en los corazones sometidos

a isquemia-reperfusion.

Los flavonoides inhiben un amplio rango de enzimas como ATPasa,
aldolasa-reductasa, fosfodiesterasas, proteina tirosina-quinasas, ciclooxigenasas,
lipooxigenasa, monooxigenasa microsomal, glutation-transferasa, y o¢xido nitrico

sintasa (Kyriakidis et al.,1986; Vernet et al., 1992; Ursini et al., 1994), ademas, los
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flavonoides estimulan la SOD, como se ha observado en pacientes con cirrosis

hepatica en los que ejercieron una accion hepatoprotectora (Huang et al.,1992).

En resumen, las propiedades antioxidantes de los flavonoides radican en su
accion captadora de RL y en su capacidad quelante de metales, que son la base del
efecto que ejercen disminuyendo el dafio oxidativo producido por los RL, a través de
la inhibicién de la peroxidacion lipidica, la proteccion de las LDL contra la
oxidacion, la inhibicion de actividades enzimaticas, y probablemente la accion

antimutagénica que se le atribuye a algunos de estos compuestos.

El concepto basico de la actividad antioxidante de varios compuestos
naturales y sintéticos comprende una transicion redox mediante la cual la molécula
antioxidante dona un electrén (o dtomo de hidrogeno, equivalente a la donacion de
un electron y un H' al radical libre (R’). Durante el transcurso de esta transferencia de
electrones, el caracter radical (inestabilidad), es transferido al antioxidante,

formandose un antioxidante radical-derivado :

Flavonoide (OH) + Radical — Flavonoid(O) + RH
e

(Reaccion 1)

Cualquiera que sea el mecanismo inherente a los efectos antioxidantes de los
flavonoides, estos compuestos —al igual que todos los antioxidantes— deben reunir
dos requisitos basicos para ser considerados como tales : en primer lugar, aun a bajas
concentraciones deben proteger los compuestos contra la oxidacion o el dafio por RL
y, en segundo lugar, el radical flavonoide -radical aroxil — debe ser lo
suficientemente estable para que la funcién antioxidante sea efectiva. La falta de
estabilidad que pueda tener el radical aroxilo es la base del efecto prooxidante de

algunos flavonoides. A su vez, el radical aroxilo puede ser recuperado por otros
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antioxidantes, como el ascorbato (reacciones 1 y 2) (Kandaswami et al., 1993; Bors

etal., 1995).

Radical flavonoide (O-) + &cido ascorbico — Flavonoide (OH) + Radical ascorbilo
(Reaccion2)

Se han fijado algunos criterios estructurales necesarios para la eficacia de la
captacion de radicales libres en las moléculas de flavonoides llevando a cabo los
ensayos con el radical del cation ABTS 2,2’- azinobis (3-etil-benzotiazolin-6-
sulfonato) (ABTS ™), expresando los resultados como capacidad antioxidante total en
equivalentes de Trolox (TEAC) (Rice Evans y Miller,1998). Entre ellos se citan:

l. La presencia de la estructura 3’,4’- 0-dihidroxi en el anillo aromatico B
(catecol), lo que confiere mayor estabilidad al radical formado

2. La existencia de grupos hidroxilo en los carbonos 5y 7 del anillo A.

3. El doble enlace localizado en la posiciéon 2,3 en conjuncidon con el grupo 4-
oxo y 3-hidroxi del anillo C, responsables de la deslocalizacion desde el anillo B (los
radicales peroxilos producidos son estabilizados por el efecto de resonancia de los
nucleos aromaticos).

4. La existencia de grupos hidroxilo en posicion 3 y 5 con funcion 4-oxo en los
anillos A y C, y con doble enlace entre las posiciones 2,3 generan el maximo

potencial captador de radicales libres.

Se han realizado estudios cinéticos que miden las constantes de velocidad de
reaccion de flavonoides con radicales de nitrégeno generados por radiolisis, y
sugieren que las dos caracteristicas principales para el control del potencial redox son
el grupo catecol en el anillo B y el doble enlace en el anillo C. La quercetina cumple
todos estos requerimientos y por esta razdn es un antioxidante mas eficaz que la

catequina, por ejemplo, que s6lo cumple el primero (Rice-Evans et al., 1998).

En la Tabla 2.11.2.1. Se muestran los datos de actividad antioxidante de

flavonoides expresados como TEAC (Rice-Evans et al., 1998).
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TEAC™
Quercetina 47
Epigalocatequin-30-galato 4.8
Epigalocatequina 3,8
Taxifolina 1L
Catequina 2,4
Luteolina 2.1
Rutina 2.4
Kaempferol 1.3
(1) concentracion mM de una solucién de Trolox que tiene capa-
cidad antioxidante igual a una concentracién 1 mM de la sustan-
cia problema.

Tabla 2.11.2.1.-Actividad antioxidante de algunos flavonoides

Ademas, las propiedades antioxidantes de los flavonoides dependen en parte
de su capacidad de unirse con el hierro o el cobre (Crawford et al., 1961), metales

que aceleran o catalizan las reacciones quimicas (de Fenton), generadoras de RL.

Los mecanismos descritos explican algunos efectos de los flavonoides, tales
como la inhibicidn de la peroxidacion lipidica, la supresion de las reacciones de RL y
la inhibicién de algunas enzimas. En este sentido los flavonoides actian inhibiendo
los procesos de peroxidacion lipidica del acido linoleico, de las LDL, de los
fosfolipidos de las membranas; de peroxidaciéon de los glébulos rojos y de la
autooxidacion de los homogeneizados de cerebro (Ursini et al, 1994; Laughton et

al., 1989). Estas funciones se hallan ilustradas en la Fig. 2.11.2.4.
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Fig. 2.11.2.4.- Diversos mecanismos de los flavonoides para inhibir los

procesos de lipoperoxidacion (Cadenas, 1989).

Accion prooxidante de los flavonoides

Los flavonoides no constituyen un grupo homogéneo de compuestos y las

mismas propiedades que caracterizan su actividad antioxidante, determinan que

tengan efectos prooxidantes. Los mecanismos moleculares que determinan la

actividad de los flavonoides en ese sentido, se basan en la formacion de un radical

aroxilo 14bil o de un complejo redox 1abil flavonoide - hierro. En el primer caso, la

autooxidacion del radical aroxilo genera el anién superdxido (O*) que, siguiendo la

secuencia conocida, genera el radical hidroxilo (HO"):

o __, H0,
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FI{OH) + R.—>FI(0.) + RH FI{O) + O —= FI(O} + O,
Radical flavonoide labil Radical
reaccion redox flavonoide 1abil
reaccion redox Dafio
oxidativo

T

FI{OH) + Fe =—> FI{OH)"**** Fe FI{OH) *Fe. + Hz02 —> FI(OH)
Radical fiavonoide labil Complejo hierro
reaccion redox flavonoide redox

Fig. 2.11.2.5.- Mecanismos de la accion prooxidante de las flavonoides

(Cadenas, 1998)

Estos mecanismos (Fig. 2.11.2.5) pueden constituir la base de algunas

acciones mutagénicas y citotoxicas de los flavonoides (Hodnick et al., 1988).

Debe destacarse que las propiedades prooxidantes y mutagénicas de los
flavonoides se relacionan con la accion captadora de RL que tienen estos
compuestos. Sin embargo, lo que determina el caracter antioxidante o prooxidante
de esta reaccidon inicial es, como ya se menciond previamente, la estabilidad /
labilidad redox del compuesto radical formado a partir del flavonoide original. La
autooxidacion del radical aroxilo o la formacion de compuestos ternarios entre el
ADN, el cobre y los flavonoides, son posibles explicaciones de la mutagenicidad

mediada por los flavonoides (Ahmad et al., 1992).
Generalmente, se requieren altas concentraciones de flavonoides para

desarrollar mutagenicidad, ya que es en tales concentraciones cuando se genera el

radical hidroxilo (HO.) (Aruoma et al., 1991; Laughton etal., 1991).
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B) RELACION ESTRUCTURA -ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Existen una serie de caracteristicas que determinan la efectividad de las
moléculas como antioxidantes (van Acker et al., 1996; Cao et al.,1997):

1. La presencia de sustituyentes con capacidad donadora de
hidrogeno/electrones, y con apropiados potenciales de reduccion

2. La capacidad para deslocalizar el radical resultante

3.  El potencial de quelacion de metales de transicion, que depende de la
naturaleza y disposicion de los grupos funcionales en la molécula

4. La accesibilidad del antioxidante al lugar de accion, que viene
definido por el caracter lipofilico o hidrofilico o coeficiente de reparto

5. La interaccion de los radicales con otras moléculas antioxidantes

En el caso de los flavonoides se cumplen los dos primeros requisitos: son
antioxidantes hidrégeno donadores, en virtud de las propiedades reductoras de los
multiples grupos hidroxilos sustituyentes de los anillos aromaticos y ademas tienen

capacidad para deslocalizar el radical resultante dentro de su estructura.

La mayoria de los problemas encontrados para cuantificar la capacidad
antioxidante de los flavonoides son inherentes a las distintas formas de generar los
radicales libres en los ensayos. Estos radicales pueden ser generados tanto
enzimaticamente, por ejemplo por la xantina/xantina oxidasa o la reductasa, como no
enzimaticamente, por un metal de transicidon, s6lo o combinado con un agente
reductor como el ascorbato. En ambos tipos de ensayos los flavonoides pueden
interferir no s6lo las reacciones de propagacion de los radicales libres, sino también
la formacidn de los radicales, por quelacion de metales de transicion o por inhibicién

de las enzimas involucradas en la reaccion de iniciacion.
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2.11.3.- BIODISPONIBILIDAD DE FLAVONOIDES

La biodisponibilidad, desde el punto de vista de la nutricidon, se expresa
frecuentemente como la proporcion de la dosis ingerida que es excretada en orina
comparada con la excretada en heces. Sin embargo, los compuestos liposolubles, no
seran directamente excretados en orina sino que apareceran como metabolitos
hidrosolubles. Los flavonoides no son muy solubles en disolventes orgéanicos ni
acuosos y generalmente se encuentran presentes en alimentos en combinaciones con
azucares en forma de glicésidos, que son mas solubles que las correspondientes
agliconas, y que pueden necesitar una hidrolisis enzimatica de la porcion glicidica
mediante glicosidasas bacterianas o humanas antes de la absorcion (Rechner et al.,
2002). La solubilidad y destino metabdlico de los polifenoles debido a
transformaciones enddgenas y exogenas y la interaccion con otros componentes de la

dieta determinan la biodisponibilidad de estas sustancias (Birt et al., 2001).

Principalmente basado en estudios con animales, estd descrito que los
flavonoides presentes en los alimentos no pueden ser absorbidos en el intestino
delgado porque estan en forma de glucdsidos unidos a azlicares, con la excepcion de
las catequinas; so6lo los flavonoides libres, también llamados agliconas, pueden

atravesar la membrana intestinal (Ref,.art de BDisponiibilidad.).

Tras la absorcion de los flavonoides, los grupos hidroxilo se conjugan a través
de UDP-glucuronosiltransferasas con el acido glucurénico o por sulfotransferasas
con el grupo sulfato en el higado, y ademas se pueden conjugar con la glicina
(Shargel et al., 1992) y pueden ocurrir reacciones de metilacion (Birt et al., 2001).
Estos conjugados son mas facilmente transportados en sangre y excretados en bilis u
orina que sus correspondientes agliconas. El tipo de conjugados depende de la
especie e incluso del género. Las isoflavonas, flavonoles y flavonas pueden
conjugados con el acido glucurénico en la mucosa intestinal; conjugaciones
posteriores como sulfataciones pueden llevarse a cabo en el higado (Peterson et al.,

1998) .
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La actividad bioldgica de los polifenoles también se puede ver afectada por
biotransformaciones en el intestino grueso tras un proceso de fermentacion
bacteriana, que estdn sujetas a una una considerable variabilidad dependiendo de los
individuos, debido a diferencias en la flora microbiana del colon. Los
microorganismos del colon hidrolizan los conjugados y los glicésidos, lo que supone
que permite la absorcion de las agliconas liberadas. Por ello, los conjugados pueden
ser reabsorbidos y entrar en el ciclo enterohepatico. No obstante, estos
microorganismos también degradan sustancialmente la mitad de los flavonoides por
apertura del anillo heterociclico. Hay tres tipos principales de apertura del anillo,
dependiendo de la estructura . Estos principalmente producen acidos fenélicos, que
son susceptibles de sufrir reacciones secundarias como B-oxidacion, desmetilacion y
deshidroxilacion. Los &cidos fenolicos son absorbidos y posteriormente son

excretados por orina (Hollman, 1997).

Los primeros ensayos para determinar la biodisponibilidad de antocianidinas
fueron realizados con marcadores isotdpicos del tipo Carbono-14. Tras administrar
una dosis oral en ratas se determind que la absorcion gastrointestinal del producto es
rapida, con un pico maximo a los 45 minutos. Los tejidos que demostraron una
mayor capacidad de captacion fueron aquellos ricos en glicosaminoglicanos, como el
existente en las paredes vasculares. La vida media fue estimada en 5 horas. El 70 %
de la dosis administrada es eliminada en las primeras 24 horas: el 6 % por via
respiratoria, el 20 % por orina, 45 % por materia fecal. La eliminacioén biliar tarda
aproximadamente 11 horas y supone el 14 % de la dosis administrada (Masquelieur

etal., 1979).

En un estudio reciente de Rechner et al., (2002) se observa que la mayoria de
los metabolitos presentes in vivo derivan de productos de degradacion bacteriana y su
posterior metabolismo en el higado. Estos incluyen los glucurénidos de 3-
hidroxifenilacético, homovalinico, isofertlico, 3-(3-metoxi-4-hidroxifenilpropionico
y 3-hidroxihipparico, como es el caso de la quercetina. Por el contrario los

conjugados de polifenoles naturales, como los glucurénidos de quercetina,
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naringenina y d&cidos ferulico, cafeico y sindpico se detectan en niveles muy
inferiores. Los autores sugieren que estos productos de hidrolisis deben tener un

papel fisiologicamente relevante como constituyentes bioactivos in vivo.

Otros componentes de la dieta que acompafan a los polifenoles y la matriz
del alimento en que se encuentran también pueden afectar a su biodisponibilidad, por
ello es necesario conocer la capacidad de extraccion de los polifenoles a partir del
alimento en las condiciones fisioldgicas, su estabilidad y transformacion a pH
fisiologico, la accion de enzimas digestivas sobre estas sutancias y los tejidos

vegetales en los que se hallan inmersos, etc. (Tomdas-Barberan, 2003).

2.11.3.1.- FACTORES QUE AFECTAN A LA BIODISPONIBILIDAD
DE FLAVONOIDES

La estructura de hidroxilacién de los flavonoides determina su susceptibilidad
a la degradacion microbiologica en el colon y el tipo de ruptura de los productos

formados:

- La ausencia de grupos hidroxilo previene la hidrolisis del anillo.
La ausencia de hidroxilos en 5, 7 0 en 4°, o la presencia de un radical
0-metil en estas posiciones reduce la susceptibilidad a la hidrdlisis.
La metilacion del grupo hidroxilo en la posicion 3 de la (+)catequina

también incrementa la resistencia a la escision del anillo.

La mayoria de los flavonoides de la dieta tienen una estructura
polihidroxilada en las posiciones 5, 7, 3’ y 4°, que potenciara la division del anillo
tras la hidrolisis de los glucdsidos en el colon. Por ello, la hidrélisis de los glucosidos
es necesaria para su absorcion, y como los flavonoides de la dieta son muy
susceptibles a la division del anillo s6lo una pequena fraccion de las agliconas

liberadas estaran disponibles para su absorcion en el colon (Hollman, 1997).
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Respecto al metabolismo de las antocianidinas, el glicosido de Ila
pelargonidina (3,5,7,4’-tetrahidroxiflavilio) es degradado por los microorganismos
intestinales en ratas tras la administracion oral, mientras que la cianidina (3,5,7,3’-4’-
pentahidroxiflavilio) resulta ser estable, contrariamente a lo previsto ya que por la
estructura polihidroxilada de la cianidina se podria predecir una sustancial division
del anillo (Hollman, 1997). En general se puede decir que los flavonoles son menos

biodisponibles que las isoflavonas.

La cantidad de efectos potencialmente beneficiosos de los flavonoides
justifican una minuciosa comprension de la biodisponibilidad de estos componentes
de la dieta. Esta biodisponibilidad puede ser muy diferente dependiendo del tipo de
compuesto y de su estructura concreta, por ejemplo existen diferencias de
biodisponibilidad ente la quercetina y la catequina dependientes del metabolismo,
habiéndose demostrado que las concentraciones plasmaticas de los metabolitos de
quecetina tienen una vida media mds larga que los metabolitos de la catequina
(Manach et al.,1999). La quercetina experimenta una mayor metilacion en plasma
que la catequina; ademas los metabolitos de la catequina son unicamente
glucuronidados, mientras que los metabolitos de la quercetina son tambien sulfatados
(Martinez-Flores et al., 2002). Estos factores podrian afectar a la solubilidad de los
metabolitos en los fluidos organicos y ser responsables de la diferente via de
eliminacion de ambos flavonoides, ya que la catequina se elimina fundamentalmente
por la orina mientras que la quercetina se elimina por la bilis (Manach et al., 1999.
Estas sustancias se pueden encontrar en plasma en concentraciones micromolares y
los efectos bioldgicos de estos compuestos se deberian estudiar dentro de este rango

de concentraciones para que tengan relevancia nutricional.

Se precisan métodos analiticos muy selectivos y sensitivos para determinar
los flavonoides y sus metabolitos en sangre, plasma, orina y tejidos; que permitiran
conocer la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion en humanos para valorar

su actividad en determinadas situaciones en el organismo ( Hollman, 1997).

122



Capitulo 11

2.11.4.- ANTOCIANOS

Entre los pigmentos naturales, los antocianos son un tipo de flavonoides
solubles en agua, etanol y metanol e insolubles en disolventes lipidicos. Los
antocianos contribuyen a los colores atractivos naranjas, escarlatas, malvas y azules
(Harborne, 1973). Se encuentran en el reino vegetal desde la aparicion de la floracion
de las plantas, hace unos cien millones de afios, pero el hombre solamente los ha
investigado con detalle desde el principio del siglo XX, por lo que continian
proporcionando un desafio a los investigadores, debido a la variacion quimica
intrinseca y a la complejidad de su biosintesis, metabolismo, actividad bioldgica y
regulacion (Timberlake and Bridle, 1980). En la naturaleza se presentan en forma de
heterdsidos, cuyo aglucon ( o antocianidina) es un derivado del cation flavilio o 2-

fenilbenzopirilio, diversamente hidroxilado (Fig. 2.10.4.1)

+

Cation flavilio

Cation flavilio o 2-fenil benzopirilio

ANTOCIANIDINAS: Rs = OH Rs = OH

R3 RS
PELARGONIDINA (Pg) H 5
CIANIDINA (Cy) OH H
PEONIDINA (Pn) OCH3 H
DELFINIDINA (Dp) OH OH
PETUNIDINA (Pt) OCH3 OH
MALVIDINA (Mv) OCH3 OCH3

ANTOCIANOS: Pg, Cy, Pn, Dp, Pt, Mv.

R3 = O- glicdsido u O-glicésido acilado
RS = OH u O-glictdsido

Fig. 2.11.4.1.- Estructura del cation flavilio o 2-fenilbenzopirilio y principales

antocianidinas
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Los antocianos se diferencian del resto de los flavonoides en que en medio
acido se encuentran en forma de cationes que se estabilizan por resonancia con
numerosas formas mesoméricas. Como consecuencia de esta estructura presentan

propiedades especiales de color.

Hay 6 antocianos mayoritarios en la naturaleza cuyas estructuras se
diferencian entre si por los sustituyentes que presentan en su anillo bencénico lateral
o anillo B. La aglicona, se encuentra unida a una o varias moléculas de azucar, que a

su vez, pueden estar o no esterificadas con diferentes acidos orgénicos.

Entre los azlicares que pueden ir unidos a la aglicona los mas frecuentes por
orden de importancia en la naturaleza son: glucosa, ramnosa, xilosa galactosa,
arabinosa y fructosa. Normalmente estos azucares se encuentran unidos al aglucon
como monosacaridos, pero también pueden estar como di- o trisacaridos. Las
posiciones mas frecuentes de union de los azucares al aglucon son : 3,5,7,3°, 4’y
5’. Cuando el aglucén lleva un sélo azlicar éste se suele encontrar en la posicion 3,
cuando hay dos uno de ellos ocupa la posicion 3 y el otro suele colocarse en la

posicion 5, y, adicionalmente en 7, 3,4’ 0 5.

Los restos acidos que mas frecuentemente forman parte de las moléculas de
antocianos son: acido cumdrico, acido cafeico, acido ferulico, acido p-
hidroxibenzoico, acido sindpico, acido malonico, acido acético, acido succinico,
acido oxalico y 4cido malico. Estos acidos se unen a la posicion 6 de la molécula de
azucar. También se han descrito antocianos con cadenas del tipo azlcar-grupo

acilado-azicar y con estructuras poliaciladas.

Los antocianos son muy reactivos en diferentes condiciones (pH,
temperatura, en presencia de oxigeno, de didxido de azufre, de compuestos
carbonilicos, de metales, etc.) lo que hace que no sean muy estables vy,

consecuentemente, se modifiquen sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas.
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Desde el punto de vista del color, son interesantes las interacciones que tienen
con otros compuestos, especialmente con otros polifenoles (4cidos fendlicos,
flavanoles o flavonas), para producir fenémenos de copigmentacion que tienen como
resultado las variaciones en el tono y la intensidad propios de los antocianos

implicados (Rivas-Gonzalo et al.,2001).

Desde el punto de vista de sus propiedades bioldgicas, las reacciones de
condensacion que se producen con otros sustratos (aldehidos, flavanoles,...) pueden

cambiar la actividad al modificar la estructura del flavonoide .

En la alimentacion humana, son importantes fuentes de antocianos las frutas
rojas (uvas, arandanos, fresas, grosellas, ciruelas, cerezas, etc.), aunque es posible
encontrarlos en legumbres (judias pintas), hortalizas (cebolla, rabano) y verduras
(repollo, lombarda). Se localizan principalmente en aquellas partes de la planta

vinculadas a la perpetuacion de la especie (flores y frutos).

Las antocianidinas y sus derivados protegen frente a los oxidantes a través de
numerosos mecanismos. Rice-Evans, (1995) afirmo que los antocianos son 4 veces
mas potentes como antioxidantes que la vitamina E. En otros estudios con animales
se observo que los antocianos protegen de la oxidacion a los lipidos de la membrana
celular de una gran variedad de sustancias perjudiciales (Tsuda, 1998). Los
antocianos encontrados en la mayoria de las antocianidinas de origen frutal ejercen
una funcién como potentes antioxidantes “in vivo”, segin recientes estudios
japoneses en animales (Tsuda, 2000a). La pelargonidina protege al aminoacido

tirosina del oxidante peroxinitrito, altamente reactivo (Tsuda., 2000b).

Los antocianos tienen propiedades antiinflamatorias sobre el tejido conectivo
y el sistema nervioso: durante la inflamacion, las enzimas dafian los capilares en el
tejido conectivo, provocando la salida de sangre a los tejidos circundantes, donde se
liberan los oxidantes que dafan los vasos sanguineos. Las experiencias con animales

han demostrado que la suplementacion con antocianos previene la inflamacion y el
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dafo en los capilares (Bertuglia et al., 1995). Investigadores bulgaros administraron
a animales histamina y serotonina, provocando reacciones alérgicas con aumento de
permeabilidad vascular. Cuando estos animales fueron suplementados con una
variedad de flavonoides se observd que los antocianos tenian el mayor efecto
antiinflamatorio. Demostraron asi que los antocianos protegen la integridad de las
células endoteliales de los vasos sanguineos (Borissova et al., 1994). En un estudio
realizado en la Universidad de Boston se observo que los antocianos de la baya del
sauce previenen la oxidacion del peroxido de hidrogeno y de otros oxidantes en las
membranas de las células endoteliales (Tsuda,1998). El cerebro es particularmente
vulnerable al dafio oxidativo, previniendo la nitracion de la tirosina, la pelargonidina
protege frente a las enfermedades neurodegenerativas. Los suplementos con
arandanos ( muy ricos en antocianos) en animales han resultado tener efectos
benefciosos en la prevencion de las deficiencias neuroldgicas relacionadas con la

edad (Joseph, 1999).

Los antocianos también presentan propiedades vasodilatadoras. En un
ensayo realizado con las aortas de animales tratados con norepinefrina, la presencia
de delfinidina relajé la aorta un 89 %, mientras que la malvidina se mostrd ineficaz.
Por tanto la delfinidina se podria relacionar con la reduccién de la mortalidad

cardiovascular atribuida al vino y las frutas (Andriambeloson, 1998).

Los antocianos tambien previenen la oxidacion de las LDL relacionada con la
formacion de placas de ateroma (Wang et al.,2000). En un estudio europeo los
investigadores encontraron que en 55 mujeres con retraso en el crecimiento
intrauterino (indice de crecimiento fetal disminuido) que tomaron antocianos
disminuyeron los niveles de LDL oxidadas, mientras que los niveles de LDL

oxidadas aumentaron en el grupo control (Pawlowicz, 2000).
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2.11.4.1.- FACTORES QUE AFECTAN A LA ESTABILIDAD DE LOS
ANTOCIANOS EN ALIMENTOS

El nucleo flavilio de los antocianos es deficiente en electrones, y por tanto,
muy reactivo, lo que confiere a estos pigmentos una baja estabilidad tanto en los
tejidos vivos, como en los productos procesados derivados de ellos (Markakis, 1982).
Estas reacciones generalmente suponen la decoloracion de los mismos y casi siempre
son indeseables en el procesado de frutas y hortalizas. La degradacion puede ocurrir
durante la extraccion, purificacion, procesado normal de los alimentos vy
almacenamiento. El conocimiento de los factores que afectan a la estabilidad de los
antocianos y los mecanismos de su degradacion, es vital para la eficiente extraccion-

purificacion de los antocianos y su uso como aditivos de los alimentos.

Los principales factores que influyen en la estabilidad de los antocianos son :
pH, temperatura, y la presencia de oxigeno y luz, pero la degradacion enzimatica y
las interacciones con otros componentes de los alimentos (por ejemplo el acido

ascorbico, metales, aztcares, copigmentos) son menos importantes.

La velocidad de degradacion de los antocianos depende del pH y es rapida a
valores elevados de pH. También se relaciona la velocidad de degradacion con la
cantidad de pigmento existente en forma de pseudo-base carbinol incolora y es

dependiente de la temperatura.
Seguidamente se exponen los factores fisico-quimicos mas importantes

implicados en la degradacion de los antocianos, concretamente los relacionandos con

su estabilidad a diferentes temperaturas durante el almacenamiento.
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a) Estructura quimica

No todos los antocianos presentan la misma resistencia a los efectos
degradantes de los distintos agentes. Diversos autores han comprobado que los
antocianos diglucosidos son mucho mas estables a la decoloracion por efecto de la
luz y el calor que los monoglucosidos, y que estos Ultimos son mucho menos
propensos al pardeamiento (Francis, 1989). Hrazdina et al. (1970) confirmaron que
la estabilidad de los antocianos 3,5-diglucosidos de la uva, se incrementaba al
aumentar el grado de metoxilacioén, pero disminuia al incrementarse el grado de

hidroxilacion de las agliconas.

Asimismo, los grupos hidroxilo y metoxilo, los azlicares y azlicares acilados
tienen un marcado efecto en la intensidad del color y en la estabilidad de los

antocianos (Brouillard, 1982; Mazza y Brouillard, 1987).

b) Temperatura y Tiempo de almacenamiento

El efecto de la temperatura en la estabilidad de los antocianos en los sistemas
modelo y en productos alimenticios ha sido estudiado por numerosos investigadores,
entre los que destacan los trabajos realizados por Nebeski et al. (1949), Adams &
Ongley (1972). Markakis (1974) reunié la opinion de todos ellos, concluyendo que
los pigmentos antocianos son facilmente destruidos por el calor durante el procesado

y almacenamiento de los alimentos.

Posteriormente Havlikova y Mikova (1985) y Shenoy (1993) sefialaron que se
produce un incremento logaritmico de la destruccion de los antocianos con un
aumento aritmético de la temperatura. Otros investigadores (Calvi & Francis, 1978;
Maccarone et al., 1985) apuntaron que la velocidad de degradacion se duplica por
cada diez grados de aumento de temperatura. No se ha conseguido aclarar

completamente el mecanismo exacto por el que se produce la degradacion de los
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antocianos en sistemas acuosos, si bien, Markakis et al (1957), apuntaron que el
primer paso de la degradadcion era la apertura del anillo heterociclico y la formacion

de una chalcona.

Con pocas excepciones, la degradacion de antocianos sigue una cinética de
primer orden. El mecanismo de degradacion de los antocianos parece ser dependiente
de la temperatura. Se ha demostrado que la concentracion de pigmentos poliméricos
se incrementa con la temperatura y con el tiempo de almacenamiento, y contribuyen
a la coloracion de zumos, mermeladas y vino tinto (Somers, 1971; Bakker and
Timberlake, 1986). Varios autores han recomendado un tratamiento de alta
temperatura durante corto tiempo para alcanzar la méaxima retencion de pigmentos
antocianicos en alimentos procesados. El tiempo corto puede ser suficiente para
prevenir una degradacion significativa de los antocianos y/o transformaciones a
especies incoloras ((Markakis et al., 1957; Adams and Ongley, 1973a,b; Rommel et
al., 1992).

La degradacion de antocianos es pH-independiente en condiciones anaerobias
(Adams, 1972), sin embargo, en presencia de oxigeno el incremento de las
sustituciones metoxilo, glicoxilo y/o acilo, generalmente conduce a un incremento en
el pH, en el que se produce la maxima estabilidad térmica ( Hrazdina et al. 1970,
Calvi y Francis, 1978); la desprotonacion del cation flavilio por un solvente es una
reaccion exotérmica (AH'— A — A"), mientras que la hidratacion del cation (AH —
C) y la apertura del anillo pirilio son ambas reacciones endotérmicas y estan
asociadas a un cambio de entropia positiva (Brouillard and Delaporte, 1977). Por eso,
a menos que caracteristicas estructurales de otros factores logren revertir el equilibrio
hacia la formacion del cation flavilio o la base quinoidal, el incremento de la
temperatura favorece la formaciéon de la chalcona (por ejemplo durante el

almacenamiento y el procesado).
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El efecto de la temperatura se debe a dos factores fisico-quimicos:

1.- La propia naturaleza endotérmica de la reaccion de equilibrio de la
estructura del antociano que se desplaza desde el cation flavilio (rojo) hacia la forma

chalcona (incolora (Timberlake,1980) (Figura 2.10.4.1.1.)

2.- La influencia en la disociacion del complejo cation flavilio-copigmento y

de las condensaciones mediadas por acetaldehido.

Por lo que a medida que se incrementa la temperatura de almacenamiento la
concentracion del color rojo disminuye debido a una disminucién de la concentracion

del cation flavilio y a una disociacion de los complejos antociano-copigmento.

<
L2

: \
- o e P, R
+_|_r,|_'_ mhf cﬁ‘
M
FHO) B
15
=
HGI-F"..-":“"I -~ R
i

e |

A& - BASGE QuinOINaL AL

B.- TATION FLAVILIO ROMD

.- PEEUDD AASE CARBIMNDCL IMCOLCRA
D - CHALC oM INOSOLORA,

Figura 2.10.4.1.1.- Transformaciones de la estructura de la malvidina 3-
glucosido con el pH (Brouillard y Delaporte, 1977)
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2.10.4.2.- ANTOCIANIDINAS: COMPARACION CON FLAVONOLES
E INFLUENCIA DE LA GLICOSILACION

En un estudio de Elliot (1992) se observo que el poder antioxidante de las
antocianidinas fue el mayor entre 150 flavonoides estudiados (de los

aproximadamente 4000 flavonoides identificados hasta la actualidad).

La mayor capacidad antioxidante de antocianidinas y antocianos la
proporciona la estructura 0-dihidroxi del anillo B, como en la cianidina, con un valor
de TEAC de 4,0 mM, similar al de la quercetina, que posee tambien cinco grupos
hidroxilos. Si quitamos el grupo 3’-OH del anillo B, como en pelargonidina, se
reduce el valor a 1,3 mM, valor comparable con el del kaempferol, lo que demuestra
la contribucion del grupo 5,7-dihidroxi del anillo A. La glicosilacion del grupo
hidroxilo en posicion 3 como en keracianina, el rutindsido de la cianidina, disminuye
la actividad antioxidante a 3,2 mM. La sustitucion de cianidina con grupos metoxi en
posiciones 3’ y 5’ proporciona una actividad antioxidante de 2,1 mM. La
glicosilacion de la posicion 3, da lugar a una pequefia disminucion del poder
reductor, probablemente debido a que esta agrupacion no contribuye

significativamente sin la presencia de o-dihidroxi en el anillo B. referencia

Actividad antioxidante en frutas

Las frutas tienen propiedades antioxidantes debido a la presencia de diversos

compuestos como vitaminas C y E, B-caroteno y flavonoides, principalmente.

Estos compuestos aislados tienen también actividad in vivo, pero es dificil
evaluar su contribucidon porque no se consumen aislados, sino combinados. Este es el
principal motivo por el que no existe demasiada bibliografia sobre este tema.
Ademas los extractos utilizados como muestras pueden tener diferentes propiedades
antioxidantes dependiendo del ensayo realizado, de los diferentes parametros

cuantificados y de la forma de expresar los resultados (Cao et al.,1997).
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Rivas Gonzalo et al., (2002) determinaron la actividad antioxidante de 28
muestras de frutas frente a dos sustratos de diferente naturaleza: en un medio lipidico
(método de las sustancias reactivas con el 4cido tiobarbitirico, TBARS) y en un
medio hidrosoluble (método TEAC), frecuentemente usados para tal fin. Los
resultados obtenidos tras la aplicaciéon del ensayo de la peroxidacion lipidica,
muestran la mayor capacidad antioxidante de los extractos de frutas con elevado
contenido en antocianos como fresas, frambuesas, cerezas, moras y arandanos. Sin
embargo, otras muestras como granada, grosella y uva tinta, que también poseen
antocianos no presentaron una actividad tan elevada. Las frutas con menor capacidad
antioxidante fueron platano, uva moscatel, kiwi, y aguacate. La realizacion del
método TEAC mostrd que las muestras con mayor capacidad antioxidante en medio
acuoso eran caqui (debido posiblemente a su elevado contenido en compuestos
galoilados), mora y arandano; y las de menor contenido antioxidante eran el
aguacate, la breva verde y la pera blanquilla. Cuando se relacionan los resultados de
ambos métodos se observa que, en general, las frutas de coloracion roja como la
fresa, el arandano y la mora son las que presentan mayor capacidad antioxidante

tanto en medio acuoso como lipidico (Rivas Gonzalo et al., 2002).

Las uvas negras, frambuesas y grosellas, componentes de la bebida que se
estudia, se caracterizan por poseer antocianos de forma mayoritaria respecto al resto

de las sustancias fenolicas.

Efectos adversos - toxicos de antocianidinas

Las antocianidinas han sido testadas en diferentes pruebas de toxicidad aguda
y cronica, demostrando una alta seguridad. La dosis letal 50 (DLso) fue calculada en
ratas y cobayas, siendo la misma de 4.000 mg/Kg. La administracion oral de 60
mg/Kg diarios de antocianidinas durante 6 meses a ratas y durante 12 meses a perros

no produjo efectos toxicos, teratogénicos ni mutagénicos (Bertelli, 1982)
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pero eso sirve de muy poco si no se ha aprendido a pensar”
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CAPITULO IIl.- PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE
UNA BEBIDA DE REPOSICION RICA EN
ANTIOXIDANTES

3.1.- COMPOSICION DE LA BEBIDA

Para el disefio de la bebida se recurri6 a las ultimas novedades de consenso en
la elaboracion de bebidas de reposicion, especialmente la publicacion del “Report of
the Scientific Committee on Food on composition and specification of food intended
to meet the expenditure of intense muscular effort, especially for sportsmen” (28
february, 2001) aunque con la importante novedad, en comparacion con otras
formulas existentes en el mercado, de emplear zumos de frutas rojas ricas en
antioxidantes del tipo de los compuestos fenodlicos. Se han superado complejas etapas

de desarrollo para disefar la férmula de esta bebida, como:

e La utilizacién de zumo como base de esta bebida supone la seleccion de
las frutas mas adecuadas para obtener un sabor agradable, sin
comprometer la concentracion final de solutos que determina la
osmolaridad.

o La obtencion de concentraciones relativas apropiadas que consigan una
solucidon de compromiso entre una alta disponibilidad de carbohidratos y
minerales y la osmolaridad resultante deseada.

e Laadicién de proteina, que supone problemas de solubilidad relacionados
con el pH resultante, dando lugar a precipitados que no contribuyen a la

estabilidad del producto.

La composicion de la bebida del estudio, cuyos ingredientes son agua y zumo
de frutas (20%), incluye uva (8%), frambuesa (6%) y grosella (6%) (procedentes de
concentrado), maltodextrina, vitamina B,, pectina, proteina lactea, citrato sddico,

acido ascorbico, cloruro sdédico, edulcorantes (ciclamato soédico y sacarina sédica) y
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aroma. Todo ello con una osmolaridad de 318 mOsmol/LL En la siguiente tabla se

muestra la composicion nutricional de la bebida:

Tabla 3.1.1.- Composicién nutricional de la bebida: Componentes nutritivos por
100 ml de bebida.

INFORMACION NUTRICIONAL DE LA BEBIDA
Valor energético 180 KJ
42 Kcal
Proteinas 03g
Hidratos de Carbono 104 g
Grasas 00g
Sodio 102.9 mg
Potasio 18 mg
Cloruros 37.9 mg

Los flavonoides son los compuestos fenolicos mayoritarios que estan
presentes en la composicion de la bebida y pertenecen al grupo de los fitoquimicos.
Se trata de sustancias derivadas de los vegetales, con accion potencialmente
beneficiosa para la salud. En este sentido, los flavonoides han mostrado su eficiencia
para prevenir los procesos de peroxidacion lipidica del acido linoleico, la oxidacion
de las LDL, de los fosfolipidos de las membranas, de la peroxidacion de los globulos
rojos y de la autooxidacion de los homogeneizados de cerebro. Es posible que estas
funciones de los flavonoides se deban a su capacidad quelante de metales, y

captadora de RL (Ursini et al. 1994; Laughton et al. 1989)

Los objetivos de este capitulo son:

- Analizar la composicion de compuestos fendlicos de la bebida y

- Determinar el efecto del almacenamiento a distintas temperaturas sobre la
capacidad antioxidante de la bebida de reposicion disefiada para

deportistas.
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3.2.- MATERIAL Y METODOS

3.2.1.- Materiales y Reactivos:

El andlisis de los polifenoles se realiza mediante inyeccion directa de la
bebida recién fabricada, en un equipo de HPLC (Merck-Hitachi) equipado con una
bomba L-7100 (Merck), un detector DAD y empleando una columna de fase reversa

Lichrochart 100 RP-18 (Merck, Darmstadt, Germany) (25 x 0.4 cm, con un tamafio

de particula de Spum).

Se analiza la capacidad antioxidante de la bebida (de un mismo lote de
fabricacion) en tres bloques, conservando cada uno de ellos en oscuridad y a
diferentes temperaturas: 20°C, 30°C y 37°C. Las medidas de la capacidad
antioxidante de la bebida se realizan durante 1 afio de almacenamiento, por
triplicado, en un espectrofotometro Varian, mod. Cary Bio-50 UV-Vis. Los reactivos

utilizados son:

1.- Tampodn acetato: 0,082 g de acetato sodico, disolver en agua destilada en
c.s.p. 100 ml de disolucion. En agitacion constante, adicionar HCI 0,5 N hasta

obtener pH=15 - 5,5.

2.- Solucion stock de ABTS: 0,055 g ABTS (Sigma) + 10 ml agua destilada.

Agitar y guardar en frio protegido de la luz. Asi se conserva durante 1 semana.

3.- Solucién para generar ABTS*: 5 ml agua dest. + 500 pul Tampon Acetato
+ 500 pl de Solucién stock ABTS + 500 mg MnO,. La solucién se filtra con ayuda
de una jeringa y filtro de 45 um PTFE Membrane (PURADISC TM 25 TF). Asi

preparada tiene un color verde azulado y es estable 24 h.

4.- Soluciéon madre de Trolox (10.000 uM): 25 mg de Trolox en 10 ml de

metanol. A partir de ésta se preparan las soluciones de la curva patrén.

5.- Muestra: la bebida se diluye en agua destilada (1:1, v/v).
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3.2.2.- Procedimientos:

e Extraccion de los compuestos fendlicos de la bebida.- Los compuestos fenolicos
de la bebida se cuantifican directamente mediante el analisis de la bebida por HPLC
una vez filtrada a través de una membrana Type Millex HV13 (Millipore Corp,
Bedford, MA, USA) de 0.45 um de tamafio de poro

e Andlisis de los compuestos fenolicos de la bebida por HPLC.-20 ul de muestra
se analizan por cromatografia liquida en un aparato HPLC Merck-Hitachi con una
bomba L-7100 y empleando una columna de fase reversa Lichrochart 100 RP-18
(Merck, Darmstadt, Germany) (25 x 0.4 cm, con un tamano de particula de Sum)
utilizando como fase moévil agua para HPLC con 5% de 4cido formico (solvente A) y
metanol (solvente B). La elucion se realiza con una velocidad de flujo de 1 ml/min
empleando el gradiente que se especifica a continuacion: 2% B inicial, incremento a
32% de B en 30 min., 40% de B a los 40 min. y 95% de B a los 50 minutos, retorno
a las condiciones iniciales a los 55 minutos y dejando un tiempo de
acondicionamiento de la columna de 10 minutos. Todos los andlisis se realizan por

triplicado y los resultados se expresan como valores medios * desviacion estandar.

Los diferentes compuestos fueron caracterizados por comparacion cromatografica
con patrones comerciales y por su espectro visible registrado con el detector de red
de diodos. Los antocianos se cuantificaron como cianidina 3-rutinosido a 510 nm, los
derivados del 4cido hidroxicinamico se cuantificaron a 320 nm como ac. clorogénico

y los flavonoles a 360 nm, como rutina.

o Andlisis de fenoles totales (Folin-Ciocalteu).- La concentracion de fenoles totales
de la bebida se ha determinado con el reactivo Folin-Ciocalteau, utilizando acido
galico como estandar. 40 ul de la bebida, 500 uL de Folin-Ciocalteau, 2 mL de

carbonato sodico al 20% y agua destilada hasta un volumen de 10 mL. La solucion se
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homogeniza por agitacion y se procede a la medida al cabo de 30 min. La
absorbancia se mide a 765 nm y los resultados se expresan como equivalentes de
acido galico. El andlisis se ha realizado por triplicado y los resultado se expresan

como valores medios +SD.

e Andlisis de la Capacidad Antioxidante Total de la bebida.- La capacidad
captadora (neutralizadora) de radicales libres de la bebida se evalua haciendo
reaccionar la muestra problema (bebida rica en antioxidantes) con el radical ABTS*

(Espin et al.,2000).

La capacidad antioxidante (CAT) de la bebida hace disminuir la
concentracion de ABTS*, y por tanto del color verde que presenta este radical, a lo
largo del tiempo. Esta disminucion, que se mide por lecturas de Absorbancia a 414
nm., depende de la concentracion de antioxidantes presentes en la bebida, ya que la

concentracion de radical (ABTS*) es constante en todas las determinaciones.

La CAT de la bebida se expresa referida a la CAT del Trolox, un derivado
hidrosoluble de la vitamina E, y los resultados de la capacidad antioxidante se

expresan como Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox (TEAC).

Se prepara una solucion que actuard de solucién blanco, con 900 pl agua
destilada. A ésta se adicionan 100 ul ABTS* para conseguir una Absorbancia inicial

Ai=l1-1.1, que se mide a 414 nm.

Para obtener la curva patrén de Trolox se mezclan 900 pl agua destilada,

100ul ABTS* y 5 ul solucion de Trolox de distintas concentraciones conocidas.

La medicién de la muestra se lleva a cabo mezclando 900 ul agua destilada,
100 ul ABTS* y 5 ul bebida diluida. Se usa la bebida diluida en agua destilada (1:1),
para que la disminucion sea gradual en el tiempo, y no instantanea; de este modo se
obtiene una representacion de tipo cinético. La lectura al adicionar la muestra ha de
ser inmediata y se mantiene durante 60 min., la absorbancia en el minuto 60 (Af) es

la que se usa para obtener los resultados.
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3.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Analisis de la concentracion inicial de compuestos fenolicos de la bebida:

Tabla 3.3.1.- Analisis de los compuestos fenélicos de la bebida

Compuestos fenolicos

en la bebida mg/L
Antocianos 758.6
Flavonoles 80.5
Dvdos. hidroxicinamicos 245.7
Estilbenos 10
Acido elagico 167.7
Totales 1262.5

Los compuestos fendlicos mayoritarios de la bebida son los antocianos y los

derivados hidroxicinamicos.

2.- El andlisis de los compuestos fenolicos totales de la bebida por el método
Folin-Ciocalteau es de 1.43 +0.1 g/L, este valor es superior al observado cuando
cuantificamos los compuestos individualmente, ya que existen otros compuestos

fendlicos no identificados que contribuyen al perfil fendlico total.

3.- Capacidad antioxidante:
Curva patréon: Se establece la ecuacion de la recta a partir de la cual se
calculard la TEAC. Para cada muestra se calcula (Ai — Af)- 2, y este dato se

sustituye en la ecuacion de la recta (A) para obtener la TEAC (mM Trolox).
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(A)

Patron ABTS (Trolox)
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Para expresar la capacidad antioxidante de la muestra como RSC (Capacidad

Captadora de Radicales), se sustituye el valor obtenido en (A), en la ecuacion de (B):

(B)
Patron ABTS
0.02 y2: 7.1324x
0.015 R*=0.9972

0.01
0.005

o
G

0 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025
Conc (mM Trolox)

RSC (mM ABTS
scavenged)

En los resultados obtenidos se puede observar (Fig. 3.3.1 y Tabla 3.3.2) una
tendencia a la disminucion en la capacidad antioxidante de la bebida a medida que
aumenta la temperatura y el tiempo de conservacion, debido fundamentalmente a la
inestabilidad de los antocianos (compuestos polifendlicos mayoritarios de la bebida)
como ya se ha considerado en el capitulo II. Nuestros resultados coinciden con los
encontrados en la bibliografia. Markakis, (1974) observo que los pigmentos
antocianos son facilmente destruidos por el calor durante el procesado y el

almacenamiento de los alimentos. Posteriormente Havlikova et al.,(1985) y Shenoy
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(1993) encontraron que se produce un incremento logaritmico de la destruccion de
los antocianos con un aumento aritmético de la temperatura. No obstante, se puede
apreciar como en el plazo de 6 meses de almacenamiento, la disminucion de
capacidad antioxidante es minima, por lo que la efectividad de la bebida almacenada
durante 6 meses sera aproximadamente igual que al principio de la conservaciéon. Sin
embargo, al cabo de un afo si se produce una enorme disminucién de la capacidad

antioxidante de la bebida a las tres temperaturas consideradas en el estudio.

2.00 -
g
5 1.50 -
a —20°C
£ 1.00 - —30°C
3 37°C
°
= 0507 *1*74\1\
= = _l - ;/K
G 0.00 ‘
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Fig 3.3.1.- Variacién de la capacidad antioxidante de la bebida equivalentes Trolox
(TEAC) durante 1 afio de almacenamiento en oscuridad a diferentes temperaturas. Los
resultados se expresan como media + SD.
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Tabla 3.3.2.- Variacion de la capacidad antioxidante de la bebida expresada como RSC
(Radicals Scavenger Capacity) /ml de bebida, durante 1 afio de almacenamiento en
oscuridad a diferentes temperaturas. Los resultados se expresan como media £ SD (n > 3).

RSC/ml 20°C 30°C 37°C
inicial 295+0.21 295+0.21 2.95+0.21
1 mes 247+0.71 3.35+0.18 2.95+0.27
2 meses 3.49+£0.81 3.06 £ 0.09 2.34+£0.13
3 meses 248 +0.71 2.14 + 0.52 1.93+£0.08
4 meses 2.10+0.43 1.64 £0.37 2.18+0.18
5 meses 1.87+£0.18 1.98 £0.27 1.77 £0.05
6 meses 2.57+0.22 2.59+£0.57 1.97 £0.09
1 afio 0.72 + 0.08 0.75 + 0.36 0.93+0.10

En el estudio univariante se ha demostrado que el tiempo influye en la
capacidad antioxidante de la bebida, siendo ésta significativamente inferior al cabo

de un afio de almacenamiento (Tabla 3.3.3).

Tabla 3.3.3.- ANOVA Capacidad antioxidante de la bebida (TEAC/mL) / Tiempo
almacenamiento (meses)

Suma de Media
ANOVA
cuadrados | gl | cuadratica F Sig.
Inter-grupos (Combinados) .683 7 .098 22316 | .000
Término lineal Ponderado .580 1 .580 132.722 | .000
Desviacio
.103 6 .017 3915 .002
Intra-grupos 306 7 004
. 0 .
Total 989 ;

De modo analogo también en el estudio univariante se ha demostrado que la

temperatura no influye en la capacidad antioxidante de la bebida, lo que indica que a
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las tres temperaturas analizadas (facilmente alcanzables en los procesos de transporte
o almacenamiento de las bebidas hasta que llegan al consumidor) no existe una

disminucion estadisticamente significativa en la capacidad antioxidante de la bebida

(Tabla 3.3.4).

Tabla 3.3.4.- ANOVA Capacidad antioxidante de la bebida (TEAC/mL) / Temperatuta
de almacenamiento (° C).

Suma de Media
ANOVA
cuadrado gl cuadratica F Sig.
Inter- (Combinados) 019 2 009 717 | 491
grupos
Término lineal Ponderado 017 1 017 | 1327 | .253
Desviacio
n .001 1 .001 107 | 744
Intra-grupos 970 75 .013
Total .989 77

Desde el punto de vista del analisis multivariante la conclusion es muy
similar, el unico factor que influye en la disminucion de la capacidad antioxidante es

el tiempo de almacenamiento (Tabla 3.3.5).

Tabla 3.3.5.- Analisis multivariante (Regresion). Variable dependiente: Capacidad
antioxidante de la bebida (TEAC/mL) y variables independientes: Tiempo
almacenamiento (meses) y Temperatura de almacenamiento (° C).

Coeficiente
s
Modelo Coeficientes no | estandariza
estandarizados dos t Sig.
Error
B tip. Beta

(Constante) 454 .035 12.985 .000

Tiempo de

almacenamiento(meses) -.025 .002 =761 | -10.311 .000

Temperatura de

almacenamiento (°C) -.001 .001 -.083 -1.122 266
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La ecuacién de regresion deducida de la Tabla 3.3.5 que permite predecir la

media de la capacidad antioxidante es:
TEAC = 0.454 + (- 0.025) x Tiempo (meses)

De esta expresion se deduce que a mayor tiempo de almacenamiento, como el

coeficiente —B- es negativo, menor capacidad antioxidante.

En el estudio siempre se utiliza bebida recién fabricada, y cada ciclista ingiere
en la prueba un total de 1600 ml de la bebida en estudio (TEAC 0.41 mM Trolox
/mL bebida), que contienen una capacidad antioxidante total equivalente a la de una
disolucion 656 mM Trolox. El placebo administrado no tiene ninguna capacidad

antioxidante.

Como el ciclista ingiere un total de 1600 mL de bebida en la prueba y la
composicion de fenoles totales es de 1.43+ 0.2 g/L, en cada prueba la ingesta de
fenoles totales serd aproximadamente de 2.28 g. de los cuales 2.020 g. se
corresponden con antocianos, flavonoles, dvdos. hidroxicindmicos, estilbenos y

acido elagico.

151



CAPITULO IV

DISENO DEL ESTUDIO

“Si muchos investigadores descubrieron lo que no buscaban,
todos ellos buscaron con admirable tenacidad”
(Santiago Ramon y Cajal)



Capitulo 1V

CAPITULO IV.- DISENO DEL ESTUDIO

4.1.- MUESTRA DE ESTUDIO

La muestra del estudio estd compuesta por 31 ciclistas amateurs varones que
compiten a nivel regional y nacional y que entrenan aproximadamente 20
horas/semana. Los individuos se seleccionan consecutivamente entre aquellos que

cumplen los criterios de inclusion.

4.2.- TIPO DE ESTUDIO

Se ha disefiado un estudio experimental “pre-post”, en el que el mismo
individuo actia como su control, ya que de este modo se reduce considerablemente
el error aleatorio pues se eliminan las diferencias al inicio del estudio entre los dos

tratamientos (placebo y con antioxidantes polifendlicos).

Con el fin de reducir los sesgos de seleccion y de informacion el estudio es de
tipo Doble Ciego, donde ni el investigador ni el individuo conocen en ningun

momento la bebida utilizada (placebo o rica en antioxidantes polifendlicos).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la UCAM. Se informa a cada
ciclista de la metodologia y pormenores del estudio asi como de los riesgos y
posibles efectos secundarios derivados de las distintas pruebas y maniobras a las que
han que someterse. Cada deportista firma el correspondiente “Consentimiento
Informado” antes de la realizacion de las distintas pruebas (Anexo 1). Ademas, antes
de llevar a cabo los test, se evalua el estado de salud de los ciclistas mediante una
Historia Clinica Médico-Deportiva completa que incluye Anamnesis, Antecedentes,

Exploracion Fisica Completa y ECG Basal (de reposo) (Anexo 2), con todo esto se
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consigue descartar posibles contraindicaciones absolutas y relativas para la

realizacién de las pruebas de esfuerzo.

El conocimiento de los hé&bitos dietético-alimentarios se evalla en cada
deportista mediante la realizacion de una encuesta de frecuencias y dos encuestas
recordatorio de 24 horas (los dias en que asiste a la realizacion de las pruebas fisicas)
(Anexos 3y 4). La finalidad de dichas encuestas es descartar aquellos deportistas que
presentasen habitos alimentarios fuera de la normalidad (ej. ausencia o ingesta

superior a 5 raciones/dia de frutas y verduras).

Para participar en el estudio los ciclistas se comprometen a no participar en
carrera ni realizar ningln tipo de actividad fisica intensa (entrenamiento de alta
intensidad y carreras de competicién) durante las 48 horas previas a la realizacion de

las pruebas de esfuerzo en el laboratorio (que se detallan posteriormente).

4.3.- TOMA DE MUESTRAS PARA ANALISIS

A cada ciclista se le extrae sangre de la vena antecubital, antes y después
(inmediatamente y a los 45 minutos de finalizar el ejercicio) de cada una de las dos
pruebas rectangulares (en una ingieren un placebo y en la otra ingieren la bebida rica
en antioxidantes polifendlicos), para determinar de forma inmediata a la extraccion:

Hematocrito, Hemoglobina, enzimas creatinaquinasa y lactato deshidrogenasa.

Del resto de la sangre se obtiene el plasma, que se conservara a —80°C , para
cuantificar en el mismo: TBARS como productos de peroxidacion lipidica (Buege et
al., 1978), Grupos carbonilo como productos de la oxidacion proteica ( Evans et al.,
1999; Levine et al., 1994; Reznick et al., 1994) y Estado antioxidante total
plasmatico (Kit Randox®).
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Las tomas de muestra se realizan antes de iniciar la prueba y 45 minutos
después de finalizarla, ya que segun Ghiselli et al., (2000) el tiempo necesario para la
absorcidn tras la administracién de bebidas ricas en compuestos fendlicos es de 30-

50 min.

4.4.- MATERIAL Y METODOS DE PRUEBAS DE ESFUERZO

Los ciclistas realizan tres pruebas de esfuerzo con un intervalo de una semana

entre cada una de ellas.

Todas las pruebas de esfuerzo se desarrollan en el Laboratorio de la Catedra
de Fisiologia del Ejercicio de la Universidad Catélica San Antonio de Murcia, en
condiciones ambientales de 20-24° C de temperatura y humedad relativa del 70%

aproximadamente.

Asi mismo, todas las pruebas se realizan en un Ergometro de Rodillo con
resistencia ( marca Technogym, modelo Spin Trainer) que permite realizar el test de
laboratorio en las condiciones biomecanicas y ergométricas mas parecidas a las
reales, ya que el ciclista puede incorporar al ergémetro su propia bicicleta. EI Rodillo
de Resistencia permite el control durante la prueba de la frecuencia cardiaca del
ciclista ( usando un pulsémetro acoplado al equipo), la velocidad de pedaleo, la

pendiente, el tiempo y la distancia recorridos.

1* PRUEBA: La metodologia del estudio exige la realizacion inicial de una
prueba triangular maximal que consiste en un test de esfuerzo progresivo,
continuo y maximal. En dicha prueba la intensidad del esfuerzo es creciente desde un

nivel de trabajo inicial hasta llegar a las condicidn considerada como maximal, que
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es el agotamiento del deportista tras alcanzar la meseta en el consumo maximo de

oxigeno (VO max).

De manera estandarizada, podemos definir esta prueba como prueba de
esfuerzo triangular maximal realizada en rodillo de bicicleta con resistencia
electromagnética con una carga de inicio que simula una velocidad de 12 km/h e
incrementos de carga de 2 Km/h cada minuto manteniendo una pendiente constante
del 2%. Los ciclistas emplean desarrollo libre y se encuentran monitorizados

electrocardiograficamente y conectados a un analizador de gases respiratorios.

Los principales parametros valorados durante la prueba son:

- Carga Méaxima Alcanzada ( Km/h), es decir, la correspondiente al dltimo
escalon completado.

- Tiempo de la Prueba ( min. seg): no es conveniente que supere los 15-20 min.

- Frecuencia Cardiaca Maxima (latidos/min)

- Consumo Méaximo de Oxigeno (L/min), en términos absolutos.

- Consumo Relativo Maximo de Oxigeno (mL/kg/min): en funcion del peso del
deportista

- Umbral Ventilatorio 1 (referido a latidos por minuto)

- Umbral Ventilatorio 2 ( también en latidos por minuto, ya que se corresponde
con un valor de Frecuencia Cardiaca utilizada como pardmetro de referencia

por los ciclistas para la planificacion de su entrenamiento).

Ademas, se controla la evolucion de la Tensién Arterial durante la prueba y el
periodo de recuperacion post-prueba y se realiza una determinacion de lactato
inmediatamente tras acabar el test. Por supuesto, cualquier prueba es suspendida de
haber aparecido durante la misma alguno de los criterios médicos que aconsejan su

suspension.
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Durante esta prueba, ademés de la determinacion de los umbrales
ventilatorio 1 y 2, se establece el Consumo Maximo de Oxigeno mediante un
analizador de gases (Analizador de gases respiratorios MVMAX, mod. Sensormedics
29C) que opera respiracion a respiracion (el flujo ventilatorio y los volimenes de
gases intercambiados — oxigeno y dioxido de carbono- se monitorizan respiracion a
respiracion por un analizador de gases de circuito abierto). Las condiciones de la
bebida estudiada se valoran en un esfuerzo sostenido al 70% del VO,max, nivel en el
cual el sustrato energético preponderante son los lipidos (McConell, 1994) y en el
que se generan radicales libres de oxigeno (Sjodin et al., 1990). El tiempo de
realizacion del test es de 90 minutos, tiempo minimo, pero suficiente, para agotar las
reservas de glucdgeno sobre las que la ingesta de la bebida (rica en carbohidratos) ha
documentado en estudios previos su utilidad como bebida de reposicion (Martinez et
al., 2002).

2* PRUEBA: test de esfuerzo rectangular, es decir, con carga maxima
mantenida (expresada en cifras de Frecuencia Cardiaca) equivalente a una velocidad
que se corresponde con el 70% del consumo méaximo de oxigeno, calculado en la
prueba de esfuerzo anterior, manteniendo constante la pendiente al 2%. La duracién
de la prueba es de 90 minutos, con ingesta de bebida rica en antioxidantes
(mayoritariamente polifendlicos) o del placebo (eleccion aleatoria y ciega) desde
unos 15 minutos antes de iniciar la prueba y cada 15 minutos durante la duracién
total del test. Cada ingesta supone unos 200 ml del liquido en cuestion (1.600 ml en

total), al igual que en la segunda prueba rectangular.

El protocolo de la prueba es el siguiente:

- 9:00 h: Desayuno estandar tomado en el Laboratorio y constituido por:

. 500 ml de leche entera

. 200 ml de zumo de naranja
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. 25 gr de mermelada de melocoton (Hero®)
. Pan tostado (2 tostadas) (Bimbo®
. 1 Barrita de Cereales ( Hero Muesly®) de 25 gramos.

Composicion por barrita:
= Valor energético: 556 KJ
» Hidratos de Carbono: 10,2 g
= Lipidos: 9,7 g
» Proteinas: 1,4 g

. AzUcar: 1 cucharadita equivale a 3g.
. Café soluble (Nescafée®): 1 cucharadita equivale a 1g.

. Cacao soluble (Nesquik®): 1 cucharadita equivale a 2 g.

- 9:30 h: Extraccién sanguinea venosa. Determinacion de Lactato mediante un
Analizador de lactato YSI Sport, mod. 1500L-230V, de la serie 00EO314AA.

- 9:35h: Ingestion de 200 ml de bebida energética o placebo.

- 9:40 h: Pesada del deportista preprueba.

- 9: 40 h: Calentamiento.(30% del VO,méax)

- 9:45 h: Comienzo Prueba Rectangular. El ciclista ha sido monitorizado
electrocardiograficamente; se le toma tension arterial y se le hace ingerir 200 ml de
la bebida energética o placebo cada 15 minutos durante los 90 minutos de duracion
de la prueba. La primera ingesta de bebida se produce en el minuto 0, al comienzo
del test.

A la vez se determinan los valores de Lactato a partir de muestras de sangre
capilar obtenidas del pulpejo de los dedos en los minutos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80 y 90 y también mediante el analizador ABL (Radiometer Medical, mod. ABL
77) se mide el pH, pCO,;, pO, Hematocrito, Sodio, Potasio, Calcio, Cloro,
Bicarbonato...en los minutos 0, 30, 60 y 90 para un mejor control metabdlico de la

prueba.
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- 11:15 h: Fin de la prueba.
- 11:25 h: Pesada del deportista postprueba.
- 11:45 h: Nueva extraccion sanguinea.

3* PRUEBA: Igual metodologia que la segunda prueba con el Gnico cambio
de la bebida a ingerir; si en la 22 prueba el ciclista ha consumido la bebida energética,

en la 32 toma el placebo y viceversa.

La bebida energética empleada es High Effort en su modalidad Endurance,
comercializada por la empresa Hero Espafia S.A. Se trata de una bebida isotonica
fabricada a base de concentrado de zumo de frutas (grosella, uva negra y frambuesa)

y cuya composicion se ha estudiado en el Capitulo I11.

La bebida Placebo fue disefiada por los Laboratorios de Investigacion y
Desarrollo que la Empresa Hero Espafia S.A posee en Alcantarilla (Murcia). Su
contenido caldrico y de principios inmediatos es nulo. Se utilizaron colorantes y
aromatizantes para conseguir propiedades organolépticas similares a la bebida a

estudio.

4.5.- VALORACION NUTRICIONAL

La informacion obtenida a partir de las encuestas de frecuencias y
recordatorios de 24 horas que se realizan a cada ciclista, se analiza con el programa
informético AyD (Villegas, 1996), que permite obtener los valores sobre consumo de
los antioxidantes Tocoferol, B-Caroteno, Vitamina C, Manganeso y Zinc. No se ha
podido evaluar el consumo en polifenoles, ya que estos antioxidantes no estan
recogidos en el programa utilizado. A partir de dicha informacién podremos analizar

si se cubren o no las recomendaciones para cada uno de los antioxidantes analizados.
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Los valores obtenidos con el programa AyD se analizan mediante el
programa estadistico SPSS, comparando estadisticamente los valores obtenidos con

los recomendados.

En las encuestas también se consideran las suplementaciones con
antioxidantes (Dayamineral®, Germen de trigo®, Multicentrum®, Redoxon®,
Rochevit® y Supradyn®), utilizadas por los deportistas y su influencia en el nivel de

antioxidantes.

Antes de exponer los resultados recordar que las recomendaciones para el

consumo de los antioxidantes evaluados son las siguientes:

Tabla 4.5.1.- Cantidades diarias recomendadas de antioxidantes en la dieta

(Tablas de composicion de alimentos de Mataix Verdd, 1995).

ANTIOXIDANTES C.D.R.
BETACAROTENO (VITAMINA A) 1000 ug/dia
TocoFEROL (VITAMINA E) 12 mg/dia
AcIDO ASCORBICO (VITAMINA C) 60 mg/dia
MANGANESO 2 gr/dia
ZINC 15 mg/dia

De los resultados obtenidos en la valoracién nutricional se deduce que los
ciclistas participantes en el estudio ingieren por término medio una dieta con un
contenido energético promedio de 3188 Kcal/dia, con un aporte lipidico del 36 %,

deficitaria en carbohidratos (50 %) y con un 14 % de proteinas.

162



Capitulo 1V

Tabla 4.5.2.- Descriptivos de la valoracién nutricional

participantes en el estudio (n=31).

Minimo | Maximo | Media | Desv. tipica
Edad (afios) 17 35 24 5
Peso (Kg) 52,8 84,9 69,6 7,3
Talla (cm) 168 189 1755 13,7
IMC ((Kg/m?) 18,2 26,5 23,0 49
Energia (Kcal/dia) 1542.30 | 5716.90 | 3188,34 848.97
Proteinas (g/dia) 68.00 271.80 124,75 44.98
Glicidos (g/dia) 117.00 587.40 408,20 117.31
Lipidos (g/dia) 47.10 301.80 127,32 48.26
Fibra (g/dia) 7.20 65.60 23,33 13.46
Colesterol (mg/dia) 202.00 | 675.00 | 254,79 104.19
Vitamina A (pg/dia) 202.78 | 12347.56 | 2539,48 1596.29
Vitamina C (mg/dia) 24.23 261.00 132,62 63.08
Vitamina E (mg/dia) 1.50 33.01 10,88 7.18
Zinc (mg/dia) 6.18 7141 19,06 13.11
Manganeso (g/dia) 0.56 9.86 2,85 1.68
Magnesio (mg/dia) 192.63 667.00 389,69 131.04

en los ciclistas

Respecto a los antioxidantes cuantificados existen diferencias significativas
(p<0.05) en los niveles de vitamina A, vitamina C y Manganeso con respecto a las
recomendaciones. En los tres casos el consumo esta por encima de los niveles
recomendados. No existen diferencias significativas en los niveles de vitamina E ni

de Zinc con respecto a las recomendaciones.
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4.6.- CAMBIOS EN EL VOLUMEN PLASMATICO TRAS
EL EJERCICICO

Los cambios que se observan en el volumen plasmatico del deportista se
deben a la deshidratacion que se produce durante la realizacion del ejercicio, y se

calculan del modo siguiente (Costill et al., 1974):

PV (F)-PV(l)
PV (1)

% PV = x100 , donde:

PV(1) = 100 - Htc* (100%)

PV: Volumen plasmatico

I: Antes de iniciar la prueba

F: Tras realizar la prueba

Htc: Hematocrito

Debido a los posibles cambios en la media del volumen corpuscular de los
gldébulos rojos (MCV) ( que se calcula a partir de los cambios en la concentracion
media de Hb corpuscular MCHC); el volumen de plasma después de la

deshidratacion por el ejercicio PV(F) se calcula segun:

Hb(1) ) - [ (100 x Lb(l) ) X Htc*(F) ]

PV(F) = (100 x
Hb(F) Hb(F)

Hb = Hemoglobina
Htc(F) = ml de gl6bulos rojos / ml de sangre después del ejercicio
*Htc : el valor del Htc se ha de corregir como Htc x 0,96 por el plasma
que queda atrapado entre los glébulos rojos.

El % de cambio del volumen de los globulos rojos (% AMCV) depende de
los cambios en la concentracion de Hb corpuscular ( antes y después del ejercicio), y

se calcula como:

MCHC(1) - MCHC(F)
MCHC(F)

% AMCV=

x 100, donde:
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MCHC(I) = Concentracion de Hb corpuscular antes del ejercicio
MCHC(F) = Concentracion de Hb corpuscular después del ejercicio

MCHC = Concentracion de Hb por unidad de Htc

El objetivo de este capitulo es cuantificar las variaciones que se producen en
el volumen plasmatico en cada ciclista al finalizar ambas pruebas, con el fin de
expresar los resultados de los marcadores bioquimicos analizados teniendo en cuenta

dichas variaciones.

El andlisis de hematocrito y hemoglobina se realiza en muestras de sangre
extraidas de la vena antecubital, antes y después (a los 45 minutos de finalizar el
ejercicio) de cada una de las pruebas rectangulares, para determinar los dos
parametros de forma inmediata a la extraccion. Las muestras de sangre son recogidas

en tubos que contienen EDTA como anticoagulante.

a) Para la determinacion del hematocrito se utiliza: Centrifuga de
hematocrito, sangre entera y capilares heparinizados de 1.8 mm de diametro maximo

y longitud no superior a 75 mm.

Su medida se realiza por centrifugacion de la sangre heparinizada o tratada
con algun otro inhibidor de la coagulacion, calculando el % que alcanza la masa
globular. Se sigue el procedimiento siguiente:

1. Se introduce la sangre en el tubo capilar por capilaridad, sumergiendo éste, con un
cierto angulo respecto a la vertical, en una gota de sangre por uno de sus extremos y
manteniendo el otro extremo abierto. No se llena el capilar menos de 40 mm ni més

de 70 mm.
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2. Se tapa el extremo del tubo capilar con plastilina u otro tipo de cera extendida
sobre una lamina. Para ello, se tapona con el dedo el extremo superior del capilar y

se aprieta en forma vertical sobre dicha ldmina, con cuidado de no romperlo.

3. Se sitta el capilar en una hendidura del rotor de la centrifuga de hematocrito, con

el extremo tapado con plastilina hacia la parte exterior.

4. Se centrifuga durante 3 minutos y se lee el volumen de hematocrito mediante el
empleo de la plantilla excéntrica correspondiente, ajustando el cero en el inicio de la

sangre y el 100 en el menisco superior del plasma.

b) Para la determinacion de hemoglobina se utiliza el reactivo de Drabkin y

se analiza usando un espectrofotometro Varian Bio-50, UV-Vis.

Se colocan 20ul de sangre en contacto con 5 ml de reactivo de Drabkin,
esperando 3 min a que se lisen todas las células, leyendo a continuacion la

absorbancia a 540 nm.

Este método es el de la cianometahemoglobina, que tiene como fundamento
la transformacién previa de la Hb en cianometahemoglobina (HbCN), que es muy

estable y posee un color caracteristico y cuya absorbancia se lee a 540 nm
La transformacion de Hb en HbCN tiene lugar segun el siguiente proceso:
Hb + Ferricianuro-potasico (DRABKIN) -=> metahemoglobina

metahemoglobina + cianuro potasico -=> cianmetahemoglobina (HbCN)
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4.6.1.- RESULTADOS DE VARIACION DEL VOLUMEN
PLASMATICO

Las caracteristicas de la muestra a estudio pueden resumirse en:

Edad: 24 £ 5 afios
Peso: 69,6 + 7,3 kg
Talla: 175,5+ 13,7 cm
IMC: 23,0 + 4,9 kg/ m?

Consumo Méaximo de Oxigeno: 4,209 + 0,529 L/min

Los valores son media + desviacion estandar.

El célculo del porcentaje de variacién en el volumen plasmatico por

deshidratacion tras el ejercicio parte de la base de las tres suposiciones siguientes:

1) Que el volumen de glébulos rojos en la circulacion sanguinea es
constante,
2) Que la relacion entre Hcty (Htc de sangre venosa) y el Htc total (Htcg)
permanece invariable con la deshidratacion, y
3) Que el tamafio de los glébulos rojos es constante.
Estudios previos también han asumido estas suposiciones (Costill et
al.,1973).

Los valores medios de hemoglobina y hematocrito varian muy poco, por lo
que el valor medio de variacion en el volumen plasmatico es muy pequefio
(Test A: -0,1 £ 5% y Test P: -2,1 + 4%) pero los cambios de porcentaje individuales
son muy diferentes para cada individuo, variando entre - 10,7 % hasta + 11,6 %, por
lo que la correccion individual de valores del plasma resulta importante en cada caso

individualizado. Los cambios de volumen plasmatico (Tabla 4.6.1.1) son similares a
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los divulgados previamente que se obtienen durante la prueba en cicloergometro
(Costill et al., 1974), y durante pruebas de triatlon (O’Toole, 1995).

Tabla 4.6.1.1.- Valores de hematocrito (Hc), hemoglobina (Hb) y cambios en el
volumen plasmatico (%A PV) antes y después del ejercicio. (n=31). Los valores son
media + SD; Htce= Htc x 0.96; A: Test Suplementado con antioxidantes
(mayoritariamente polifenoles), P: Test Placebo; I:Pre-ejercicio, F: Post-ejercicio

(45 min. tras finalizar la prueba).

Variable Al AF PI PF

Hb(g/100ml) 15.3+0.9 153+1 152+1 154+1
Htc ¢ (%) 44+ 25 44+ 2.4 44+ 2.9 45+2.38
% APV -01£5 -2.1+4

Segin Kozlowski et al.,(1964) junto a la deshidratacion debida a la
sudoracion del deportista, el cambio en las proteinas plasmaticas durante el ejercicio
justifican la disminucion en el volumen plasmatico que se produce tras el ejercicio.
Segun esto, el contenido proteico que aporta la bebida del estudio podria explicar que
la disminucién de volumen plasmatico en el test A tienda a ser menor que en el test
placebo. No obstante el objetivo de este capitulo no reside en comparar las
variaciones de volumen plasmatico en las dos pruebas (placebo y suplementada con
la bebida rica en antioxidantes, mayoritariamente polifendlicos), sino en conocer la
variacion de volumen plasméatico que se produce en cada individuo y para cada
prueba, con el fin de expresar los resultados de los marcadores de estrés oxidativo

corregidos con dichas variaciones en cada caso.
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4.7.- RECOGIDA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para la recogida de datos se desarroll6 una base de datos informatizada con
criterios logicos de restriccion de entrada en las variables en las que fue posible. Los
datos fueron introducidos por el investigador en dos bases de datos paralelas a
tiempos distintos para el control de desacuerdos, reduciendo de este modo la
posibilidad de cometer sesgo de informacion.

Para la descripcion de cada variable a estudio se emplearon la media
aritmética y el error estandar; asimismo se han calculado otros estimadores robustos
centrales (mediana e intervalo intercuartil). Para estimar el valor real de cada variable

se han construido los correspondientes intervalos de confianza, todos ellos al 95%.

Se ha comprobado el ajuste a la normalidad para cada variable mediante el
empleo del test de Kolmogorov-Smirnov. La comparacion de medias se ha realizado
a traves del test T de Student, para variables con distribucion normal, o del test de
Wilcoxon cuando se trate de variables que no se ajusten a la normalidad. Para el
estudio de las diferencias entre las medidas en diferentes momentos temporales se ha
empleado el ANOVA de una via con test de tendencia lineal, analisis este Gltimo que
ha permitido determinar la significacion de las medidas crecientes o decrecientes.
Todos los contrastes se han realizado considerando un error alfa inferior al 5%
(p<0.05).

Para el analisis de variables cuantitativas dependientes de mas de una variable
determinante desarrollamos un método de regresion lineal, con los mismos valores

de significacion anteriormente mencionados.
Las bases de datos fueron desarrolladas en Access 2000, y el tratamiento

estadistico se realizo con el programa SPSS 11.5. (Statistical Package for the Societal

Science) para Windows.
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CAPITULO V.- EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES
POLIFENOLICOS EN LA PEROXIDACION LIPIDICA
INDUCIDA POR LA ACTIVIDAD FISICA

5.1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los altos niveles de productos de la peroxidacion lipidica detectados en el
miocardio tras el ejercicio, indican que el ejercicio aumenta el estrés oxidativo
(Barclay et al,1991; Kumar et al., 1992) y que los radicales libres pueden ser uno de

los factores que contribuyen a la fatiga oxidativa del mudsculo esquelético.

El objetivo de este apartado es analizar el efecto de una actividad fisica
submaximal (70% VO, max) y de la administracion de una bebida de reposicion con
compuestos polifendlicos sobre la peroxidacion lipidica, que sera analizada de forma
indirecta en plasma, mediante la cuantificacion de sustancias reactivas al &cido
tiobarbiturico (TBARS), como subproductos de peroxidacion lipidica. El grado de
estrés oxidativo en base a datos de peroxidacion lipidica es una aproximacion
indirecta que sélo puede ser validado si se estudian simultaneamente otros indices
definidos de estrés oxidativo, que seran analizados en los capitulos siguientes de este

trabajo.

La determinacion de productos de peroxidacion refleja el balance entre la
peroxidacion lipidica y los perdxidos eliminados, y estos productos de peroxidacion
lipidica pueden ser detectados por varios métodos en tejidos humanos y fluidos

corporales.

Segun Krotkiewski et al.,(1994) el aumento de MDA (el producto TBARS
mayoritario) es transitorio, incrementandose exclusivamente durante los primeros
instantes post-ejercicio, por ello en aquellos casos en los que fue posible, al ciclista
se le extrajo sangre inmediatamente después de finalizar la prueba de esfuerzo, y a
los 45 min. de acabar el test.
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5.2.- MATERIAL Y METODOS

El método utilizado para cuantificar el grado de estrés oxidativo mediante la
peroxidacion lipidica, determina los valores de TBARS plasmaticos

espectrofotométricamente (Buege et al.,1978).

Material y Reactivos:

1.- Las muestras de sangre se extraen de la vena antecubital antes, inmediatamente
después y 45 min. tras finalizar la prueba. La sangre se recoge en tubos
heparinizados, se centrifugan a 6000 rpm /10 min. en una Centrifuga Eppendorf 5810

y se recoge el sobrenadante que se congela a —80°C hasta su posterior analisis.

2.- La solucion stock utilizada para la determinacion de TBARS se prepara

extemporanea segun:

- TCA (Ac. Tricloroacético) 15 % (w/v)
- TBA (Ac. Tiobarbiturico) 0,375 % (w/v)
- BHT (' Hidroxitoluenobutilado) 0,010 % (w/v)
- HClI conc. (Ac. Clorhidrico) 2,08 % (v/v)
- H,0 milli-Q c.s.p. 100 ml

Se calienta en agitacion y bien protegido de la luz.

3.- La curva patron se prepara extemporanea a partir de una solucion madre de
Malondialdehido dimetilacetal (MDA) 100 uM (16,3 ul MDA / 1 litro H,0 milli-Q).
A partir de esta solucion se prepara otra 10 uM y por dilucién de ésta ultima se

preparan las disoluciones dentro del rango 0.05 uM - 10 uM de MDA.
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4.- El procesado de las muestras se realiza en tubos de ensayo con cierre a rosca,

lavados con agua milli-Q .

5.- El bafio termostatizado con agitacion continua que se utiliza en la técnica es
Julabo, mod. Shake Temp. SW22, la centrifuga es Eppendorf. Mod. 5810 y el

espectrofotdmetro es Varian mod. Cary 50 Bio UV-Vis.

Método:

200 pl de las soluciones de la curva patron o 200 ul de las muestras problema
(suero o plasma heparinizado) respectivamente se disponen en los tubos, a los que se
les afiade 1 ml de reactivo (solucion Stock). Para realizar el blanco se mezcla H,O
milli-Q con solucién Stock y se calienta a 95° C/30 minutos en agitacion.
Posteriormente tras enfriar los tubos se centrifugan a 3000 rpm durante 15 minutos y

se lee la absorbancia (A) del sobrenadante frente al blanco a 535 nm.

Los valores obtenidos de A (535 nm) se llevan al eje —Y- de coordenadas y

representar en el eje —X- la concentracion de TBARS en nmol/ ml (uM).

Los valores de A (535 nm) de las muestras problema se interpolan sobre la
recta patron y se obtienen las concentraciones de TBARS en nmol/ ml (uM). Para
expresar la concentracion de TBARS en umol / L plasma ; también se puede realizar

el célculo:

umol TBARS / L plasma = (Abs x Vol. Final) / (¢ x VVol. de muestra)
£=0.156 pM*.cm™

Los coeficientes de variacion en la cuantificacion de TBARS fueron 3,5% en

intra-ensayo y 4,3%en interensayo
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Los datos obtenidos se analizan estadisticamente con el programa SPSS v
11.5, mediante el cual se somete cada variable al test de Kolmogorov-Smirnov para
conocer si sigue 0 no una distribucion normal. Cuando las variables comparadas son
normales se aplica como test paramétrico la T-Student, y cuando no se trate de
variables con distribucion normal se comparan con una prueba no paramétrica, el test

de Wilcoxon.

5.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto del ejercicio submaximal y de la bebida rica en antioxidantes, sobre
los valores de TBARS se muestran en los estadisticos descriptivos de las Tablas
5.3.1, 5.3.5, 5.3.8 y 5.3.11. Los resultados que se muestran en dichas tablas estan
corregidos considerando la variacién del volumen plasmatico que se produce en cada

ciclista al finalizar las pruebas respecto a la situacién del pre-gjercicio.

Tabla 5.3.1.- Estadisticos descriptivos de TBARS Al, AFo, Pl y PFo. (n=9). A:
Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, 1: Pre-gjercicio, Fo:
Inmediatamente después del ejercicio.

Descriptivos Estadistico | Error tip.
TBARS Al(uM) Media 7.9411 .37561
Intervalo de confianza para Limite inferior
la media al 95% 7.0750
Limite superior 8.8073
TBARS AFo(uM)  Media 8.1678 .36907
Intervalo de confianza para  Limite inferior 73167
la media al 95% '
Limite superior 9.0189
TBARS PI(uM) Media 8.0067 42328
Intervalo de confianza para Limite inferior
la media al 95% 7.0306
Limite superior 8.9827
TBARS PFo(uM)  Media 8.4322 51491
Intervalo de confianza para  Limite inferior
la media al 95% 1.2448
Limite superior 9.6196
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Tabla 5.3.2.- Prueba de normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) en TBARS
Al, AFo, Pl y PFo. (n=9). A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo,
I:Pre-ejercicio, Fo: Inmediatamente Post-ejercicio.

Kolmogorov-Smirnov

Prueba de normalidad

Estadistico gl Sig.
TBARS Al (uM) 163 9 .200
TBARS AFo (uM) .298 9 .020
TBARS PI (uM) .158 9 .200
TBARS PFo (uM) 278 9 .043

Los valores de TBARS iniciales (I: antes del ejercicio) en ambas pruebas
(A: suplementada con antioxidantes y P:placebo) son similares y no presentan
diferencias significativas. Este hecho indica la homogeneidad de la poblacién de

partida antes de las pruebas (Tabla 5.3.3).

Tabla 5.3.3.- Test T-Student en TBARS: Al vs Pl (n=30). A: Test suplementado

con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-ejercicio.

T-Student de Diferencias relacionadas
muestras 95% Intervalo de
confianza para la
relacionadas Error diferen?;ia t gl | Sig.
Media | Desv. | tip.dela bilat.
tip. media | Inferior | Superior

TBARS Al(uM)
Vs -1906 | .92757 | .16660 | -5309  .1496 | -1.144 | 30| .262
TBARS PI(uM)

En el test placebo el valor de TBARS inmediatamente posterior al ejercicio
(PFo) es significativamente superior (p<0.05) respecto al valor antes del ejercicio
(PI), lo que nos permite afirmar que la actividad fisica desarrollada por los ciclistas

ha inducido estrés oxidativo. En el test en el que el ciclista ingiere la bebida rica en
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antioxidantes el valor de TBARS inmediatamente posterior al ejercicio (AF0) no

aumenta de modo significativo respecto al preejercicio (Al) (Tabla 5.3.4).

Tabla 5.3.4.- Test Wilcoxon para TBARS AFo vs Al y PFo vs PI. (n=9). A: Test
suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-ejercicio, Fo: Inmediatamente

Post-ejercicio.

Test TBARS AFo (uM) vs TBARS PFo (uM) vs
Wilcoxon TBARS Al(uM) TBARS PI (uM)
z -.652 -2.073
Sig. asintét.
(bilateral) 515 .038

La concentracion de TBARS en el test placebo muestra un aumento
significativo inmediatamente después del ejercicio extenuante (Fo), mientras que a
los 45 min después de finalizar la prueba (F) disminuye la concentracion de TBARS
y se recuperan los valores del pre-ejercicio (). Estos resultados coinciden con los de
Krotkiewski et al., (1996) y Lovlin et al., (1987), que observan incrementos de MDA
(producto TBARS mayoritario) exclusivamente en los instantes posteriores al
ejercicio, ya que a los 5 minutos del post-ejercicio comprobaron que se recuperaban
los valores MDA del pre-ejercicio. Sin embargo Sanchez-Quesada et al. (1998), no
observaron diferencias significativas en TBARS plasmético de sangre obtenida en
atletas inmediatamente después de finalizar una carrera de 4 horas (44.3 £ 9.4 Km
recorridos) respecto a los TBARS plasmaticos en el pre-ejercicio. Marzatico et
al.,(1997) concluyen que son los diferentes tipos de entrenamiento y de ejercicio los

que inducen diferentes niveles de peroxidacion.
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Cuando se analiza el TBARS plasmatico tras 45 min de finalizar el test se

observa que los valores para ambas pruebas (PF y AF) se igualan a los iniciales (Pl'y
Al) (Tablas 5.3.5,5.3.6 y 5.3.7).

Tabla 5.3.5.- Estadisticos descriptivos de TBARS Al, AF, Pl y PF (n=31).

A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-ejercicio, F: 45 min.

tras finalizar el ejercicio.

Descriptivos
Estadistico Error tip.
TBARS Al(uM) Media 6.9581 .22298
Intervalo de confianza Limite inferior
para la media al 95% 6.5027
Limite superior 7.4135
TBARS PI(uM) Media 7.1487 .24880
Intervalo de confianza Limite inferior
para la media al 95% 6.6406
Limite superior 7.6568
TBARS AF(uM) Media 7.1232 .24558
Intervalo de confianza Limite inferior 6.6217
para la media al 95% '
Limite superior 7.6248
TBARS PF(uM) Media 7.1313 .25556
Intervalo de confianza Limite inferior 6.6094
para la media al 95% '
Limite superior 7.6532

Tabla 5.3.6.- Pruebas de normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) en TBARS

Al, AF, Pl y PF. (n=31). A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo,

I:Pre-ejercicio, F: 45 min. tras finalizar el ejercicio.

Kolmogorov-Smirnov
Estadistico gl Sig.
TBARS Al (uM) .075 31 .200
TBARS PI (uM) 112 31 .200
TBARS AF (uM) .068 31 .200
TBARS PF (uM) 110 31 .200
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Como se trata de cuatro variables con una distribucion normal se aplica sobre
ellas la T-Student, de donde se deduce que no existen diferencias significativas entre
los valores de TBARS antes y a los 45 min. de finalizar el ejercicio en las dos
pruebas. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Saxton et al.,(1994);
quienes observaron que los valores TBARS, MDA y CD no aumentaban

significativamente al someter a deportistas a diferentes protocolos de ejercicio fisico.

Los resultados de TBARS obtenidos en este estudio sugieren que para
cuantificar el grado de peroxidacion lipidica es de suma importancia que la toma de
muestra se realice en el instante inmediatamente posterior a la finalizacién de la
actividad fisica, ya que transcurrido ese instante disminuye progresivamente el valor
TBARS hasta alcanzar los valores del pre-ejercicio, muy probablemente por la
actuacion de las defensas antioxidantes especialmente desarrolladas en sujetos

entrenados.

Tabla 5.3.7.- T-Student en TBARS Al vs PI, Al vs AF y PI vs PF (n=31). A:
Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-ejercicio, F: 45 min. tras

finalizar el ejercicio.

Diferencias relacionadas
Prugba de tll'Eprr?jre 95% Intervalo de
. 0
mu?StraS Desv. la confianza para la Sig.
relacionadas | media | tip. | media diferencia t gl | (bilat)
Inferior | Superior

TBARS Al(microM) 9275 | .1666
TBARS PI(microM) -.1906 7 0 -.5309 1496 | -1.144| 30 .262
TBARS Al(microM) 1.025 | .1842
TBARS AF(microM) -.1652 89 5 -.5415 2111 -896| 30 377
TBARS Pl(microM) .9520 | .1709
TBARS PF(microM) 0174 3 9 -.3318 .3666 102 | 30 .920

Para estudiar el efecto de los antioxidantes de la bebida sobre la oxidacion
lipidica se analizan estadisticamente los incrementos en los valores TBARS de cada

prueba (post-ejercicio vs pre-ejercicio) (Tabla 5.3.8).
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Cuando se consideran los valores TBARS en el instante inmediato de finalizar
las pruebas (AFo y PFo) respecto a los valores iniciales (Al y P1) y se estudian los
incrementos correspondientes a ambos test (AFo-Al y PFo-Pl), se observa que en
los dos casos se trata de variables con una distribucion normal segun el test de

Kolmogorov-Smirnov (Tabla 5.3.9).

Tabla 5.3.8.- Estadisticos descriptivos para los incrementos de TBARS (AFo-
Al) y (PFo-PI). (n=9). A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo,

I:Pre-ejercicio, Fo: Inmediatamente Post-ejercicio.

Descriptivos
Estadistico Error tip.

TBARS Media 0862 25839
(AFo-Al) (uM)

Intervalo de Limite inferior -,5248
confianza para la
media al 95%

Limite superior ,6973
TBARS Media 4713 ,22776
(PFo-PI) (uM)
Intervalo de Limite inferior -,0673
confianza para la
media al 95%
Limite superior 1,0098

Tabla 5.3.9.- Pruebas de normalidad segun el test de Kolmogorov-Smirnov para
los incrementos de TBARS (AFo-Al) y (PFo-Pl). (n=9). A: Test suplementado con

antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-gjercicio, Fo: Inmediatamente Post-ejercicio.

Kolmogorov-Smirnov

Pruebas de normalidad Estadistico gl Sig.
TBARS (AFo-Al) (uM) 179 o 200
TBARS (PFo-Pl) (uM) 157 8 200

191



Efecto de los antioxidantes polifendlicos en la
peroxidacion lipidica inducida por la actividad fisica

Al tratarse de dos variables normales se analizan mediante la prueba
paramétrica T-Student para muestras relacionadas, apreciandose que no existen

diferencias significativas entre ambas (Tabla 5.3.10).

Tabla 5.3.10.- T-Student para los incrementos de TBARS (AFo-Al) vs (PFo-
PI). (n=9). A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-ejercicio, Fo:

Inmediatamente Post-ejercicio.

Diferencias relacionadas

Prueba de

95% Intervalo de
muestras Desvi | Error | confianza para la Sig.
relacionadas ac. | tip.dela diferencia t gl | (bilat)

Media | tip. media
Inferior | Superior

TBARS (AFo-Al) (LM)
VS

TBARS (PFo-PI) (uM) -,3850 | 1,099 | ,38858 -1,303 533 | -991 | 7 ,355

Las variaciones interindividuales, y por lo tanto las elevadas SD, podria ser
una de las causas de que no se aprecien diferencias significativas al comparar en
ambos tests los incrementos de niveles de TBARS en el instante de finalizar el
ejercicio respecto a los valores anteriores al ejercicio, ya que pese a no aparecer
diferencias significativas si existe tendencia a un mayor grado de peroxidacion
lipidica en la prueba placebo (PFo-Pl = 0.471 uM, que supone un incremento del 6,6
%) respecto a la prueba suplementada con polifenoles (AFo-Al = 0.086 uM, que
supone un 1,3 %). Estas variaciones interindividuales tan elevadas justificaria el que
en este tipo de estudios resulte obligado considerar a la misma poblacion que se
somete al estudio como placebo. El que no aparezcan diferencias significativas en los
incrementos (Fo-1) entre ambas pruebas (A y P) también puede deberse al reducido
tamafo de muestra, por lo que trabajos posteriores que incluyan un mayor nimero de

individuos a los que se les tome muestra en el instante inmediato de finalizar el
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ejercicio ayudaran a dilucidar si los antioxidantes polifendlicos de la bebida en

estudio influyen sobre la peroxidacion lipidica inducida por la actividad fisica.

Cuando se consideran los valores TBARS a los 45 min. de finalizar las
pruebas (AF y PF) respecto a los valores iniciales (Al y PI) y se estudian las
diferencias correspondientes a ambos test (AF-Al y PF-Pl) (Tabla 6.3.11), se
observa que en la prueba A no sigue una distribucion normal, mientras que en la
prueba P si se trata de una variable normal segun el test de Kolmogorov-Smirnov
(Tabla 5.3.12).

Tabla 5.3.11.- Estadisticos descriptivos para los incrementos de TBARS (AF-
Al) y (PF-PI). (n=31). A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-

ejercicio, F: 45 min. tras finalizar el ejercicio.

Descriptivos
Estadistico Error tip.
TBARS (AF-Al) (uM)  Media ,1652 ,18426
Intervalo de confianza  Limite inferior o111
para la media al 95% '
Limite superior
,5415
TBARS PF-PI (uM) Media -,0174 ,17099
Intervalo de confianza  Limite inferior - 3666
para la media al 95% '
Limite superior ,3318

Tabla 5.3.12.- Pruebas de normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) para los
incrementos de TBARS (AF-Al) y (PF-Pl). (n=31). A: Test suplementado con

antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-gjercicio, F: 45 min. tras finalizar el ejercicio.

Pruebas de Kolmogorov-Smirnov
normalidad
Estadistico gl Sig.
TBARS AF-Al (uM) 191 31 ,006
TBARS PF-PI (uM) 101 31 ,200
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Ante esta situacion se analizan los datos segun la prueba no paramétrica de
los rangos con signo de Wilcoxon, observandose que no existen diferencias
significativas entre las variables TBARS (AF-Al) y TBARS (PF-PI), lo que sugiere
que los antioxidantes de la bebida no ejercen efecto sobre la peroxidacion lipidica

inducida por la actividad fisica.

Tabla 5.3.13.- T-Student en TBARS (AF-Al) vs (PF-PI). (n=31). A: Test
suplementado con antioxidantes, P: Test placebo, I:Pre-gjercicio, F: 45 min. tras

finalizar el ejercicio.

Prueba de Wilcoxon TBARS (PF-PI ) vs TBARS (AF-Al)

Z -,353
Sig. asintét. (bilateral) 724

En humanos los resultados en las determinaciones de TBARS después del
gjercicio son contradictorios. Algunos autores observan un incremento (Kanter et al.,
1988; Kanter et al.,1993; Lovlin et al.,1987); mientras que otros no encuentran
variaciones tras el ejercicio (Duthie et al.,1990; Viinikka et al.,1984).

Durante el ejercicio fisico se estimula el incremento del consumo de oxigeno
en los tejidos, este aumento y la dilatacion de los capilares sanguineos, mayor en el
caso del ejercicio isométrico y/o excéntrico, es concomitante con el proceso de
isquemia-reperfusion. Por ello, la peroxidacion lipidica que se produce a nivel tisular

se refleja a nivel plasmatico, donde realizamos la determinacién de los TBARS.

El dafio de las membranas sarcoplasmicas podria conducir al dolor,
disminuyendo la fuerza muscular ocasionando trastornos miofibrilares y la liberacion
de enzimas antioxidantes al torrente circulatorio después del ejercicio (Anderson et
al., 1977; Kanter et al., 1988; Sjodin et al., 1990) ya que se ha demostrado que el

entrenamiento fisico genera un sistema antioxidante aumentado y una reduccion en la
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peroxidacion lipidica. El ejercicio fisico de resistencia puede provocar hasta dos y
tres veces un aumento en la concentracion de radicales libres en musculo e higado,

causando un dafo tisular considerable (Dubowitz, 1985).

Se han descrito aumentos significativos en TBARS plasmaticos en humanos
sedentarios tras un ejercicio intenso en cicloergémetro (Sjodin et al., 1990; Lovlin et.
al.,1987). Por el contrario, Sexton et al., (1990) no observaron aumentos
significativos de MDA tras el ejercicio. Estas diferencias pueden deberse a la
metodologia, especialmente si se tiene en cuenta que el incremento de MDA es s6lo
transitorio, que se produce durante los primeros instantes post-ejercicio (Krotkiewski
et al.,1996).

Diversos estudios han examinado los efectos del ejercicio sobre el nivel de
antioxidantes y la peroxidacion lipidica, observando que un ejercicio extenuante
aumenta el nivel de radicales libres y el dafio muscular, incrementando la
peroxidacion lipidica y que la participacion regular en entrenamiento fisico puede
elevar el nivel de antioxidantes y reducir la peroxidacion lipidica. El disefio de los
estudios es diverso, realizandose ejercicios en forma incremental en bicicleta
ergométrica, test intermitente graduado hasta la fatiga, carrera de 80 Km, etc.
También se han realizado estudios de carrera en pendiente descendente (reacciones
musculares excéntricas) con un dafio muscular mayor que las acciones concéntricas,
y mayor produccion de radicales libres. (Balke et al., 1984; Clarkson,1995; Child et
al., 1998).

Dillard et al.,(1978) demostraron que el tocoferol en el plasma se incrementa
durante un test de pedaleo hasta el agotamiento, sugiriendo que el tocoferol se
moviliza desde los tejidos para ayudar a prevenir la peroxidacién lipidica en el
musculo esquelético. Del Castillo, (1998) sugiriere que el tocoferol puede ser
liberado desde el tejido adiposo junto con los acidos grasos.
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Otros autores suplementaron con vitamina E diariamente durante semanas la
dieta, observando que la vitamina E inhibe la peroxidacién lipidica inducida por el
ejercicio (Sumida et al, 1989; Kumar et al., 1992; Sacheck et al.,2001).

Cabe pensar que la ampliacion del nimero de muestras Fo en el estudio, la
administracion de la bebida durante un periodo de tiempo prolongado y/o la
utilizacion de otros biomarcadores de lipoperoxidacién (como los isoprostanos)
permita observar diferencias significativas entre los incrementos (Fo-1) de ambas
pruebas, lo que confirmaria que los polifenoles actden inhibiendo la peroxidacion
lipidica, ya que esta actividad esta descrita en la bibliografia (Ursini et al., 1994). No
obstante es importante recordar en primer lugar que son deportistas entrenados, y en
segundo lugar que aunque la duracién de las pruebas (90 min) justifica que el
deportista utilice las grasas como sustrato energetico, estas grasas las obtiene,
basicamente, del entorno muscular, es grasa intramuscular, no utiliza acidos grasos
plasmaticos ni reservas del tejido adiposo. Por ello también cabe esperar que el estrés
oxidativo y concretamente, la lipoperoxidacion no sea razonablemente alta, y por lo

tanto que no resulte facil detectarla.
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LA ACTIVIDAD FISICA
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Capitulo Vi1

CAPITULO VI.- EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES
POLIFENOLICOS EN LAS ENZIMAS CREATINA-
QUINASA'Y LACTATO DESHIDROGENASA

6.1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El objetivo de este capitulo es analizar los valores de creatinaquinasa (CK) y
lactatodeshidrogenasa (LDH) antes del ejercicio y a los 45 min de finalizar la prueba,
tanto en el test placebo como en el test suplementado con la bebida de reposicion
(con compuestos  polifenolicos). No se analizan los valores de CK y LDH
inmediatamente después del ejercicio porque esta descrito que es necesario un
periodo de tiempo posterior a la actividad fisica para que como consecuencia de la
misma se incremente la liberacion de estas enzimas al torrente circulatorio (Stephen
etal., 2001).

El ejercicio intenso, especialmente el que implica acciones excéntricas del
masculo, se ha demostrado que provoca dafio histolégico y ultraestructural del
musculo (Van Der Meulen , 1991; Komulainen et al.,1999). Una consecuencia
perjudicial del ejercicio es la liberacidn de varias proteinas del musculo esquelético a
la sangre. El incremento de la actividad de la CK plasmética se ha utilizado como
marcador del dafio de la célula muscular, y se ha asociado indirectamente al aumento

de la permeabilidad de membrana (Van Der Meulen , 1991; Goodman, 1997).
Clarkson et al., 2000) encontraron niveles de CK significativamente elevados
24 horas despues de una carrera de 45 minutos tanto en corredores de maraton como

en sujetos no entrenados.

Lovlin et al., (1987) observaron que las concentraciones plasmaticas de MDA

y lactato estan elevadas en humanos durante un ejercicio fisico intenso. En

173



Efecto de los antioxidantes polifendlicos
en las enzimas creatinaquinasa y lactatodeshidrogenasa

corredores de maratén se ha descrito una clara correlacién entre los valores de CK y
LDH con el aumento de MDA plasmatico (Kanter et al., 1988).

Krotkiewski et al., (1994) correlacionan el incremento de MDA y el aumento
de lactato en plasma (r = 0.47, p<0.05). Una disminucion de MDA plasmatico junto
con la disminucion de lactato plasmatico, a partir de los 5 minutos posteriores de
finalizar el ejercicio, podria sugerir una inhibicion del proceso peroxidativo. Esto se
podria explicar por el aumento del NADH citos6lico producido por la liberacion de
lactato, que seria responsable de la mayor actividad de las enzimas que inhiben la

peroxidacion (Krotkiewski et al.,1994)
Manghan et al., (1989), observaron un aumento significativo de MDA y CK,
6 y 24h después de una carrera de 45 min de treadmill en pendiente. El incremento

de MDA es especialmente alto en los sujetos que sufren una gran elevacion de la

concentracién de CK.

6.2.- MATERIAL Y METODOS.

6.2.1.- Material y Reactivos

Las muestras de sangre se extraen de la vena antecubital inmediatamente
antes y 45 min. después de finalizar la prueba. La sangre se recoge en tubos con
citrato, se centrifugan a 6000 rpm en una Centrifuga Eppendorf 5810 y en el
sobrenadante se analizan de forma inmediata las enzimas CK y LDH

espectrofotométricamente en un equipo Varian, mod. Cary 50 Bio UV-Vis.

Las actividades CK 'y LDH en plasma se determinaron

espectrofotométricamente por triplicado, mediante Kits de Biosystems®.
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6.2.2.- Métodos

La determinacion de la LDH se fundamenta en la siguiente reaccion:

Piruvato + NADH + H® + LDH — Lactato + NAD"

En esta reaccion el NAD® y lactato se convierten en cantidades
equimoleculares a la misma velocidad. La velocidad a la que se forma NAD" se
determind por incremento de absorbancia y es directamente proporcional a la
actividad enzimética. Los coeficientes de variacion en la cuantificacion de LDH
fueron 2,5% en intra-ensayo y 3,3%en interensayo. Los resultados se expresan en
U/L (Siekmann et al., 2002).

El fundamento del método utilizado para cuantificar la creatina guinasa

consiste en que la CK cataliza la fosforilacion del ADP por el fosfato de creatina,
obteniéndose creatina y ATP. La concentracion catalitica se determina empleando las
reacciones acopladas de la hexoquinasa (HK) y glucosa—6-fosfato deshidrogenasa
(G6P-DH), a partir de la velocidad de formacion del NADPH, medido a 340 nm.
(Siekmann et al., 2002), siendo los coeficientes de variacion en la cuantificacion de

CK del 2,5% en intra-ensayo y 3,5% en interensayo.

Fosfato de creatina + ADP + CK — Creatina + ATP
ATP + Glucosa + HK — ADP + Glucosa —6- fosfato
Glucosa —6- fosfato + NADP* + G6P-DH — Gluconato —6- fosfato + NADPH + H*

El andlisis estadistico de los resultados se realiza con el programa SPSS v.
11.5, mediante el cual tras el analisis descriptivo se realiza la prueba de normalidad
segun el test de Kolmogorov-Smirnov. Cuando las variables comparadas siguen una
distribucion normal, se aplica como test paramétrico la T-Student y en el caso de que

no sean normales se comparan mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon.
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6.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio muestran que los valores de CK'y LDH

son superiores al finalizar el ejercicio (F) respecto al inicio de la prueba (1) (Tablas

6.3.1 y 6.3.2), resultados que coinciden con los obtenidos por diferentes autores
(Kanter et al., 1988; Vincent et al., 1997; Shepherd, 2000; Child et al.1999; Chung et
al., 1997; Clarkson et al., 2000).

Tabla 6.3.1.-

Estadisticos descriptivos de CK (U/L) en pre y post-ejercicio de

ambas pruebas (A 'y P). Valores corregidos con la variacion de volumen plasmatico. A:

Test suplementado con antioxidantes, P: Test Placebo, I: Pre-ejercicio, F: Post-

ejercicio.
Descriptivos Estadistico  Error tip.
CK Al (U/L) Media 203.00 41.281
Intervalo de Limite inferior 118.69
confianza para la Limite superior 287.31
media al 95%
CK AF(U/L) Media 233.10 47.274
Intervalo de Limite inferior 136.55
confianza para la Limite superior
] 329.64
media al 95%
CKPI (U/L) Media 128.35 16.203
Intervalo de Limite inferior 95.26
confianza para la Limite superior
] 161.45
media al 95%
CK PF (U/L) Media 168.71 21.198
Intervalo de Limite inferior 125.42
confianza para la Limite superior
_ 212.00
media al 95%
CK AF-Al (U/L) Media 30.10 23.309
Intervalo de Limite inferior -17.51
confianza para la Limite superior
] 77.70
media al 95%
CPK PF-PI (U/L) Media 40.35 10.381
Intervalo de Limite inferior 19.15
confianza para la Limite superior
] 61.55
media al 95%
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Descriptivos o )
Estadistico  Error tip.
LDH Al (U/L) Media 332.23 20.943
Intervalo de Limite inferior 289.46
confianza para la Limite superior
. 375.00
media al 95%
LDH AF (U/L) Media 377.35 37.834
Intervalo de Limite inferior 300.09
confianza para la Limite superior
) 454.62
media al 95%
LDH PI (U/L) Media 331.45 22.113
Intervalo de Limite inferior 286.29
confianza para la Limite superior
. 376.61
media al 95%
LDH PF (U/L) Media 356.13 18.139
Intervalo de Limite inferior 319.08
confianza para la Limite superior
) 393.17
media al 95%
LDH AF-AI (U/L) Media 45.13 39.859
Intervalo de Limite inferior -36.27
confianza para la Limite superior
. 126.53
media al 95%
LDH PF-PI (U/L) Media 24.68 19.041
Intervalo de Limite inferior -14.21
confianza para la Limite superior
) 63.56
media al 95%

Tabla 6.3.2.-

pruebas (A y P). Los valores estan corregidos con la variacién de volumen plasmatico.

Estadisticos descriptivos de LDH (U/L) en pre y post-gjercicio de ambas

A: Test suplementado con antioxidantes, P: Test Placebo, I. Pre-ejercicio, F: Post-

gjercicio.

El aumento de CK (rango de normalidad 15-105 U/L) puede o no producirse
durante el sobre-entrenamiento, dependiendo del tipo de fuerzas de contraccion y del
tipo de masculo afectado (Fry et al., 1991). Estos autores observaron que se producia

un aumento de la CK durante la fase de sobre-entrenamiento, y se recuperaban los
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valores iniciales durante el periodo de recuperacion del ejercicio. Los resultados asi
obtenidos y los de trabajos posteriores (Snyder et al.,1995; Chung et al.,1999;
Hartman et al., 2000) sugieren que se utilice la CK como marcador del dafio

muscular agudo.

La enorme variabilidad entre los individuos obtenida en los valores de CK
(Tabla 6.3.1) coincide con los resultados obtenidos por Hartman et al.,(2000) que
determinaron los valores de CK en atletas de nivel internacional y observaron que los
deportistas que mantienen altos niveles basales de forma crénica muestran una gran

variabilidad entre ellos.

Los valores de CK aumentan significativamente tras el ejercicio tanto en la
prueba placebo (PF vs PI) (p<0.05) como cuando los ciclistas ingieren la bebida rica
en antioxidantes (compuestos fendlicos mayoritariamente) (AF vs Al) (p<0.05). No
obstante no se aprecian diferencias significativas al comparar en ambas pruebas los
incrementos de CK [(AF-Al) vs (PF-PI)] (Tabla 6.3.4), lo que sugiere que los

antioxidantes de la bebida a estudio no influye en los valores de CK.

Tabla 6.3.3.- Prueba de normalidad (test de Kolmogorov-Smirnov) para CPK
en el pre(l),post-ejercicio(F) y sus incrementos (F-1) en ambas pruebas (A :Test con

antioxidantes y P:Test placebo).

Prueba de Kolmogorov-Smirnov
normalidad Estadistico gl Sig.
CPK Al (U/L) .282 31 .000
CPK AF(U/L) 313 31 .000
CPK PI (U/L) .240 31 .000
CPK PF (U/L) 219 31 .001
CPK AF-AI (U/L) 281 31 .000
CPK PF-PI (U/L) .253 31 .000
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Tabla 6.3.4.- Prueba de Wilcoxon en CK en el pre(l), post-ejercicio (F) y los

incrementos (F-1) de CK en ambas pruebas (A: Test con antioxidantes y P: Test

placebo).
Prueba de
| CKPIvsAl | CKAFvsAl | CKPFvsPI | CK (PF-PI)vs (AF-Al)

Wilcoxon (UIL) (UIL) (UIL) (UIL)
ya -2.195 -2.195 -4.116 -1.029
Sig. asintot.

) 028 028 .000 303
(bilateral)

Los valores de LDH observados antes (1) y después del ejercicio (F) (Tabla
6.3.2) son superiores a los valores normales de dicha enzima en adultos (140-280
U/L). No obstante no se aprecian diferencias significativas (aunque si una tendencia
al aumento)entre los valores de LDH tras realizar la prueba (F) respecto a los valores
del enzima antes del ejercicio (1) (Tablas 6.3.5 y 6.3.6), coincidiendo estos resultados
con los hallados por Anthony et al., (2003). El hecho de no observarse diferencias
significativas antes y después del ejercicio podria deberse a las diferencias
interindividuales halladas, que justifican que en este tipo de estudios se deban realizar
ambas pruebas (placebo y con la bebida a estudio) sobre el mismo individuo.

Tampoco existen diferencias significativas al comparar los incrementos de
LDH en los dos test [(AF-Al) vs (PF-PI)] (Tablas 6.3.5 y 6.3.6), lo que se podria
interpretar como que los antioxidantes de la bebida no influyen en la concentracion
de LDH tras la realizacion de una actividad fisica intensa. Los resultados observados
en la bibliografia respecto al comportamiento de la enzima LDH tras la realizacion de
ejercicio son muy diversos en funcion del tipo de ejercicio, intensidad y duracién de

las pruebas, grado de entrenamiento de los sujetos, etc.
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Tabla 6.3.5.- Prueba de normalidad: test de Kolmogorov-Smirnov. para LDH 'y

CKen el pre(l),post-ejercicio(F) y sus incrementos (F-1) en ambas pruebas (A 'y P).

Pruebas de Kolmogorov-Smirnov
normalidad Estadistico gl Sig.
LDH Al (U/L) 141 31 122
LDH AF (U/L) 211 31 .001
LDH PI (U/L) 137 31 146
LDH PF (U/L) .097 31 200
LDH AF-Al (U/L) 281 31 .000
LDH PF-PI (U/L) 161 31 .041

Ante los resultados obtenidos en las pruebas de normalidad, se aplica el test

de Wilcoxon para comparar las distintas variables:

Tabla 6.3.6.- Prueba de Wilcoxon en LDH en el pre (1), post-ejercicio (F) y los in-

crementos (F-1) de LDH en ambas pruebas (A:Test con antioxidantes y P:Test placebo).

Prueba de LDHPIvs Al | LDHAFvsAIl | LDHPFvsPl | LDH (PF-Pl)vs (AF-Al)

Wilcoxon (UL) (UL) (L) (UL)
A -.167 -.804 -1.764 -.343
Sig. asintét.

) .868 422 .078 732
(bilateral)

No se observa correlacion entre CPK y LDH, lo que nos permite afirmar que
en los ciclistas sometidos al estudio, (en los cuales se produce dafio muscular, con
aumento de CK y peroxidacion lipidica, con aumento de TBARS, como se describe
en los capitulos VI y V respectivamente), no se manifiesta de modo paralelo un

incremento significativo en la actividad LDH.
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CAPITULO VII

EFECTO DE LOS COMPUESTOS
POLIFENOLICOS EN LA OXIDACION
PROTEICA INDUCIDA POR

LA ACTIVIDAD FISICA

“ Por lo tanto, autodisciplinarse como el atleta que se priva de muchas cosas para

lograr el primer puesto”
(Primera carta a los Corintios)



Capitulo Vi1l

CAPI'TULQ VII.- EFECTO DE LOS ANTIOXIDANTES
POLIFENOLICOS EN LA OXIDACION PROTEICA
INDUCIDA POR LA ACTIVIDAD FISICA

7.1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El objetivo de este apartado es analizar el efecto de la actividad fisica
submaximal (70% VO, max) y de la ingestion de una bebida de reposicion con
compuestos fendlicos sobre la oxidacion proteica, que se determina de forma
indirecta en plasma, mediante la cuantificacion de grupos carbonilo originados como

consecuencia de la oxidacién de proteinas.

La oxidacion proteica in vivo puede afectar a una gran variedad de funciones
celulares relacionadas con las proteinas: receptores, mecanismos de sefial de
traduccion, sistemas de transporte, y enzimas. También contribuye secundariamente
al dafio de otras biomoléculas, como la inactivacion de enzimas reparadoras del DNA
(Berlett et al.,1997), disminucion de la afinidad de polimerasas en la replicacion del

DNA, y el desarrollo de nuevos antigenos provocando respuestas autoinmunes.

La importancia fisiologica de la oxidacion de las proteinas es bien conocida
(Stadman et al.,1991; Berlett et al.,1997). Los niveles de carbonilos estan
aumentados en enfermedades como artritis reumatoide, en el madsculo cardiaco
dafado por procesos de isquemia reperfusién y cuando se produce dafio muscular
tras un ejercicio intenso (Reznick et al.,1992). Diversos estudios han observado que
sustancias antioxidantes, como la vitamina E, quelantes de metales, y L-
propionilcarnitina , disminuyen la formacion de grupos carbonilo en determinadas

condiciones experimentales ( Reznick et al., 1992 a y b).

Las reacciones quimicas causadas por el ataque de las especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno (ROS / RNS) sobre las proteinas son complejas (Dean, 1997),
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y producen una gran variedad de productos, algunos no identificados, debido al

namero de aminoacidos presentes en las proteinas.
El método de valoracién de los grupos carbonilo se ha desarrollado como una

valoracion general del dafio oxidativo proteico, en tejidos animales y fluidos

corporales (Levine et al., 1990; Levine et al., 1994).

7.2.- MATERIAL Y METODOS

7.2.1.- Material y Reactivos

1.- Muestras: plasma heparinizado

2.- Ac. Tricloroacético (TCA) 20 % (p/v)

3.-HCI 2N

4.- DNPH 0.24% ( EI DNPH se disuelve en HCI 2N)

5.- Mezcla etanol: etilacetato (1:1) (v/v)

6.- Urea 6M, pH=2,3 (se ajusta el pH con HCI conc.)

7.- Tampon fosfato 20 mM (fosfato monosodico)

8.- Las muestras se procesan en tubos de ensayo perfectamente lavados con

agua milli-Q y secos.

9.- La centrifugacion se realiza en centrifugas Eppendorf, mod. 5415-D (para
obtencion del plasma) y mod. 5810 (para analisis de carbonilos).

10.- El bafio termostatizado con agitacion continua que se utiliza en el
procedimiento es Julabo, mod. Shake Temp. SW22.

11.- Las lecturas de Absorbancia se realizan en un espectrofotémetro Varian,

mod. Cary 50 Bio UV-Vis. con intercambiador automatico de cubeta.
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7.2.2.- Método

El método de determinacion de los grupos carbonilo se fundamenta en la
reaccion de las ERO con los residuos aminoacidos proteicos (particularmente
Histidina, Arginina, Lysina y Prolina), para formar grupos carbonilo (Amici, 1989),
que pueden reaccionar con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para generar un

cromogeno, las dinitrofenilhidrazonas:

HoN — NH - CgHg (NO2), +R-CO-R —  R;C=N-NH - CgHs (NO2).
(DNPH) (grupos carbonilo) (Dinitrofenilhidrazonas)

Las muestras de sangre se extraen de la vena antecubital antes y 45 min. tras
finalizar la prueba. La sangre se recoge en tubos heparinizados, se centrifugan a 6000
rpm /10 min. y se recoge el sobrenadante que se congela a —80°C hasta su posterior

analisis.

Para el anlisis de cada muestra o cada punto de la curva patron se disponen 2
tubos (D y H): Tubo D : 200 ul plasma + 1 ml DNPH 0.24 % y Tubo H: 200 pl
plasma + 1 ml HCI 2 N. Se agitan y dejan 1 hora en la oscuridad a temperatura

ambiente, agitando cada 15 min.

A continuacién se afiade a cada uno de los tubos 1 ml de TCA20% (p/ V).
Agitar y dejar en hielo 10 min. Se centrifugan a 3800 g / 10 min. y se elimina el
sobrenadante. A cada uno de los tubos se afiade 1 ml de TCA 20 % (p/v )y se
rompe el precipitado. Posteriormente se agitan y dejan en hielo 10 min. Se vuelven a
centrifugar a 3800 g / 10 min., eliminando el sobrenadante y se lavan los
precipitados adicionadndoles 1 ml de la mezcla etanol:etilacetato. Los precipitados
redisueltos se centrifugan a 3000 g / 5 min. y se elimina el sobrenadante. Este lavado

con etanol:etilacetato se repite dos veces mas.
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A cada uno de los precipitados obtenidos se adiciona 1 ml de urea 6 M y se
agita cada tubo durante 1 min., introduciendo a continuacion en el bafio los tubos a
37°C / 30 min. en agitacion continua. Finalmente se vuelven a centrifugar los tubos a

3000 g/ 5 min y se pasan los sobrenadantes a cubetas de espectrofotémetro.

Antes de realizar las lecturas de las muestras se disponen cubetas de
espectrofotdbmetro con urea 6M para hacer el blanco a 370 nm. (Ao) y a
continuacion se leen los tubos a 370 nm. tanto los procesados con DNPH (A;) como
los tratados con HCI (A,), para determinar nmol CO / ml plasma. Se leen los tubos
con HCI a 280 nm (A3), para determinar mg de proteinas totales / ml plasma
(Reznick y Packer, 1994).

Como la concentracion de proteina total en muestras plasmaticas es > 1mg /
ml estd mas indicado hacer reaccionar el DNPH con las proteinas antes de
precipitarlas, (asi el método es mas reproducible y se asegura que reacciona mayor

cantidad de proteina con el DNPH) (Reznick y Packer, 1994).

En nuestro laboratorio el coeficiente de variacion intraensayo para la técnica

es del 3,8% y en el interensayo es del 4,6%.

7.2.2.1.-Calculos:

La Absorbancia debida a las fenilhidrazonas formadas se calcula por la
diferencia AA= A;-A,. Como A=¢ . C.d, donde & = 22.000 M, C= concentracién
molar de dinitrofenilhidrazonas ; d = 1 cm.

AA=¢.C; C (nmol CO/ml)=(A;-A;) 45,45

La concentracion de proteinas totales (mg / ml) se calcula segun: As - 1,8
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De este modo la cantidad de grupos carbonilo por mg de proteina se calcula

segun:

(A,-A,)-4545

C (nmol CO / mg Prot.) =
A,-18

El calculo de la concentracién total de proteinas mediante la medida a una
absorbancia de 280 nm. de la solucién de proteina en urea 6M, es una aproximacion,
que esta justificada en base a que los resultados asi obtenidos tienen una buena
correlacion (r = 0.77, n = 43) con la concentracion de proteina calculada por el
método azul de Coomassie (Evans et al.,1999). Ademas, como las pérdidas de
proteina ('y por tanto de los correspondientes carbonilos) son variables ( 10 — 15 %)
durante el proceso de extraccién y lavados (Reznick et al.,1994), es discutible
expresar los valores de grupos carbonilo en base a la determinacion proteica en el

plasma inicial.

7.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron las proteinas totales plasméticas por el método Lowry y se

detectaron unas pérdidas debidas a los procesos de extraccion y lavado de un 12%.

Los estadisticos descriptivos de los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 7.3.1.
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Tabla 7.3.1.- Estadisticos descriptivos de la oxidacién proteica en ambas
pruebas (A: suplementada con antioxidantes polifendlicos y P:placebo), durante el pre

(1) y post (F) ejercicio y los correspondientes incrementos(F-1).

DeSCI‘IptIVOS
Estadistico | Error tip.
CO Al Media
(nmol CO/mg proteina) 1.0206 11554
Intervalo de Limite
confianza para la inferior 7847
media al 95%
Limite superior 1.2566
CO AF Media
(nmol CO/mg proteina) 1774 09483
Intervalo de Limite
confianza para la inferior 5837
media al 95%
Limite superior 9711
COPI Media
(nmol CO/mg proteina) 9026 09797
Intervalo de Limite
confianza para la inferior .7025
media al 95%
Limite superior 1.1027
COPF Media
(nmol CO/mg proteina) Loira 12733
Intervalo de Limite
confianza para la inferior 7574
media al 95%
Limite superior 1.2775
CO AF-AI Media
(nmol CO/mg proteina) -2432 07284
Intervalo de Limite
confianza para la inferior -.3920
media al 95%
Limite superior -.0945
CO PF-PI Media
(nmol CO/mg proteina) 1148 09884
Intervalo de Limite
confianza para la inferior -.0870
media al 95%
Limite superior 3167

Las elevadas variaciones interindividuales observadas en los valores de
oxidacion proteica (al igual que sucede al analizar la oxidacién lipidica, Capitulo V)

justifica que en este tipo de trabajos, en los que se estudia el efecto de la
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suplementacion con antioxidantes sobre el estrés oxidativo, sea necesario utilizar

como control a los mismos sujetos que reciben la suplementacion antioxidante.

Al someter todas las variables relacionadas con la oxidacion proteica a la
prueba de normalidad (Tabla 7.3.2) se observa que sélo las variables que se

corresponden con incrementos (F-1) siguen una distribucion normal:

Tabla 7.3.2.- Prueba de normalidad para la variables de la oxidacién proteica
en ambas pruebas (A: suplementada con polifenoles y P:placebo), durante el pre (1) y

post (F) ejercicio y los correspondientes incrementos(F-1).

Pruebas de Kolmogorov-Smirnov

normalidad Estadistico gl Sig.
glcr)nQICO/mg proteina) 173 31 .018
C(:rcl)m'g::CO/mg proteina) 218 31 .001
C(:r?ml:c))ll CO/mg proteina) 142 31 112
c(:r?ml:c))llz CO/mg proteina) 184 31 .009
C(:r?mﬁ::e%l/mg proteina) 097 31 200
C(:r?ch))'I:_(E,)IO/mg proteina) .088 31 200

No se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los valores
analizados de grupos carbonilo antes de iniciar las dos pruebas (Al vs PI), lo que se
interpreta como homogeneidad de la muestra en el pre-ejercicio para ambos tests
(Tabla 7.3.3).

Cuando los ciclistas ingieren la bebida rica en compuestos fendlicos, al
finalizar el ejercicio se observan (Tabla 7.3.3) valores de carbonilos plasmaticos
(AF= 0.78 £ 0.53 nmol CO/mg proteina) significativamente inferiores (p<0.05)

respecto a los valores en reposo (Al=1.02 + 0.64 nmol CO/mg proteina). Con el
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placebo no se aprecian diferencias significativas entre los valores de grupos
carbonilo en plasma (PF vs PI). Se ha de tener en cuenta que la muestra del estudio
son deportistas en los que el régimen de entrenamiento al que estan sometidos
promueve una mejora del sistema de defensa antioxidante (Robertson et al., 1991) y
que la capacidad de oxidacion proteica es inferior a la lipoperoxidacion. Ademas, el
disefio del estudio con la realizacion de una actividad fisica submaximal, no justifica
que utilicen un alto porcentaje de proteinas como sustrato energético. Ante estas
consideraciones es razonable que en las condiciones del estudio no se detecte un

aumento significativo en la oxidacion proteica.

Tabla 7.3.3.- Test de Wilcoxon en la oxidacion proteica antes (1) y después (F)

del ejercicio en ambas pruebas (A 'y B).

Prueba de COPI vs Al CO AF vs Al COPF s PI

Wilcoxon (nmol CO/mg prt.) | (nmol CO/mg prt.) | (hmol CO/mg prot.)
Z -.730 -2.861 -1.080
Sig. asintét. (bilateral) 465 .004 .280

Cuando se comparan los incrementos, PF-PlI vs AF-Al, se observa una
diferencia significativa (p<0.05) entre ambas pruebas; lo que indica que los
compuestos polifenolicos de la bebida ejercen un efecto sobre la oxidacion proteica.
En el test que ingieren la bebida con compuestos fenolicos disminuye
significativamente la concentracion de grupos carbonilo tras el ejercicio
(AF-Al: - 0.24 £ 0.41 nmol CO/mg proteina, que supone una disminucién del 23 %),
mientras que tras la prueba con la bebida placebo s6lo se aprecia una tendencia al
aumento de la concentracion de grupos carbonilo (PF-PI: 0.11 + 0.55 nmol CO/mg
proteina, que supone un aumento del 12 %) (Tabla 8.3.4.). O’Byrne et al., (2002)
muestran una disminucion del 20% en la concentracion de grupos carbonilo tras
suplementar a los individuos con zumo de uva como fuente de flavonoides. En un

estudio reciente Alessio et al.,(2001) comparan los incrementos “pre-post” en la
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oxidacion proteica (grupos carbonilo) entre un ejercicio aerobico extenuante y otro
isométrico anaerdbico, encontrando un 67% y un 12% de aumento respectivamente,
que en el caso del ejercicio aerdbico se mantiene hasta 1 hora post-ejercicio y en el
anaerobico los valores de carbonilos se igualan a los del pre-gjercicio al cabo de una

hora de finalizar la prueba.

Tabla 7.3.4.- Test T-Student en los incrementos post-ejercicio vs pre-ejercicio

(F-1) de oxidacidn proteica para ambas pruebas (A 'y P).

Prueba de Diferencias relacionadas
muestras 9d5% In?_arvalo
e confianza
relacionadas Error para la Sig.
Desviac | tip. de la diferencia t gl | (bilat)
Media tip. media
Infer. | Super.
CO (AF-Al) vs (PF-PI)
(nmol CO/mg prot.) -.3581 .64162 11524 | -5934 | -.1227 | -3.107 | 30 .004

El uso del método carbonilo se ha extendido hasta tal punto que muchos
laboratorios, incluido el nuestro, han desarrollado protocolos individuales del mismo.
A veces los procedimientos del ensayo no son descritos con detalle, y en este caso,
pueden diferir del originalmente propuesto por el grupo de Stadtman, (1990). Este
punto es importante, porque hay una considerable variacion en los niveles basales de
carbonilos proteicos en ciertos tejidos, dependiendo de como se haya realizado el
ensayo. Por ejemplo, los niveles presentados para la corteza cerebral humana varian
en el rango desde 1,5 hasta 6,4 nmol/mg de proteina. Sin embargo, en términos
generales, son comparables los valores de carbonilos proteicos (< 1 nmol / mg
proteina) presentados por muchos laboratorios que trabajan con plasma humano
(Evans et al.,1999).
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La acumulacion de proteinas oxidadas refleja no solo el indice de oxidacion
proteica sino también el indice de degradacion de las proteinas oxidadas, que
depende de muchos factores como son: la concentracion de proteasas (que degradan
preferentemente proteinas oxidadas), de iones metalicos, de inhibidores, activadores
y reguladores proteicos, que afectan a las actividades proteoliticas. Por ejemplo, las
formas oxidadas de algunas proteinas, las proteinas glicosiladas y los productos de la
peroxidacion lipidica no solo resisten la proteolisis sino que pueden inhibir la
capacidad de las proteasas para degradar las formas oxidadas de otras proteinas.

Los resultados obtenidos en este capitulo reflejan una disminucion de la
oxidacion proteica en la prueba que los deportistas ingieren la bebida de reposicion
con compuestos polifendlicos vs placebo, lo que sugiere que los compuestos
polifendlicos que contiene la bebida (antocianos mayoritariamente) presentan una
capacidad antioxidante capaz de disminuir la oxidacion proteica inducida por la
actividad fisica y que el método utilizado para cuantificar la oxidacion proteica es

sensible a esta variacion.
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EFECTO DE LOS COMPUESTOS
POLIFENOLICOS EN EL ESTADO
ANTIOXIDANTE TOTAL PLASMATICO
INDUCIDO POR LA ACTIVIDAD FISICA

*“Si buscas resultados distintos, no hagas siempre lo mismo”
(Albert Einstein)
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CAPI'TULQ VIIl.- EFECTO DE LOS COMPUESTOS
POLIFENOLICOS EN EL ESTADO ANTIOXIDANTE
TOTAL PLASMATICO

8.1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los ciclistas requieren mantener un elevado consumo de oxigeno durante
periodos de tiempo prolongados, lo que supone una elevada produccion mitocondrial
de especies oxidantes. El ejercicio fisico regular puede aumentar los mecanismos
intracelulares de defensa antioxidante (Robertson et al., 1991) pero esta adaptacion
no es totalmente efectiva y durante el ejercicio, por la contraccion muscular, se
liberan oxidantes al medio extracelular. En estas circunstancias el dafio ocasionado
por las ERO puede producirse en lugares del organismo distantes de aquel donde se
originaron las ERO, por lo que los antioxidantes extracelulares (ascorbato, urato, o.-
tocoferol, B-caroteno, polifenoles, glutation reducido y albumina fundamentalmente)
son muy importantes en la captura de radicales muy reactivos y su transformacién en

especies poco reactivas, minimizando asi el dafio oxidativo (Child et al.,1999a).

El analisis del TAS plasmatico se utiliza para determinar la contribucion
colectiva de los antioxidantes extracelulares en el plasma en un tiempo determinado,
y el método utilizado en este trabajo refleja principalmente la contribucién de grupos
tioles de las proteinas, bilirrubina, urato y o - tocoferol. El analisis pretende, por lo
tanto detectar el estado antioxidante total debido a los antioxidantes presentes que
funcionan como reductores y donantes de hidrogeno. En un estudio sobre vinos de
California y Nueva York, el TAS se correlaciona ademas con varios compuestos
fendlicos (Frankel et al., 1999).

En este capitulo se plantea como objetivo la determinacion del estado

antioxidante total (TAS) plasmatico de cada individuo antes y después del ejercicio y

en ambos test (con la bebida que contiene antioxidantes polifendélicos y con placebo),
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para analizar el posible efecto de los compuestos polifendlicos de la bebida que
ingieren los ciclistas sobre el estado antioxidante total plasmatico, tras la realizacion

de la actividad fisica en las condiciones del estudio.

8.2- MATERIAL Y METODOS

8.2.1.- Material y reactivos

El estado antioxidante total (TAS) se analiza en plasma obtenido a partir de
sangre extraida de la vena antecubital, antes y después (a los 45 minutos de finalizar
el ejercicio) de cada una de las pruebas rectangulares en los ciclistas.

Las muestras de sangre son recogidas en tubos que contienen EDTA como
anticoagulante y se centrifugan a 6000 rpm / 10 minutos (a 25° C) introducidas en
tubos Eppendorf en una centrifuga de sobremesa (Eppendorf , mod. Centrifuge 5415
D). El plasma obtenido es congelado inmediatamente a — 80° C hasta su posterior
analisis, evitandose los ciclos de congelacion y descongelacion. Para optimizar la
estabilidad de las muestras y minimizar el proceso de peroxidacion in vitro, la

conservacion se realiza en tubos libres de elementos traza.

El estado antioxidante total plasmatico se determina espectrofotométricamente
con un espectrofotometro Varian cary 50-Bio UV-Vis y los reactivos contenidos en
el Kit comercializado para TAS por Randox Laboratories (Amtrim, UK)

8.2.2.- Método:
El fundamento del ensayo consiste en que la metamioglobina reacciona con el

peréxido de hidrogeno para formar especies radicalarias de ferrilmioglobina. El

cromogeno ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina 6-sulfonato)) se incuba con la
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ferrilmioglobina para producir el cation radical ABTS™ , relativamente estable de un
color azul-verdoso que es medido a 600 nm. Los antioxidantes contenidos en las
muestras afiadidas causan la supresién de ese color, en un grado que es proporcional
a su concentracion (Miller et al., 1993). El sistema se estandariza usando Trolox, un
analogo hidrosoluble del a-tocoferol. La unidad de capacidad antioxidante en el
plasma es la concentracion (mM) de una disolucion de Trolox que tiene una
capacidad antioxidante equivalente a 1 ml del plasma se investiga. El rango del
ensayo es de 0 a 25 mM de Trolox. El coeficiente de variacion es del 6%,
relativamente alto, comparado con otros métodos rutinarios en laboratorio clinico, lo
que se puede deber principalmente a factores externos (estricto control de la
temperatura y exactitud en el tiempo de las medidas, ya que se trata de una
determinacion cinética), lo que dificulta enormemente el manejo manual de la

técnica. Los resultados son expresados en mmol/l plasma (mM).

8.3.- RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 8.3.1 se muestran los resultados descriptivos del estado
antioxidante total en las dos pruebas (A:Prueba suplementada con polifenoles y P:
Prueba con Placebo) antes de iniciar el ejercicio (1) y a los 45 min. de acabar las
pruebas (F). Los resultados que se muestran en dicha tabla estan corregidos
considerando la variacion del volumen plasmatico que se produce en cada ciclista al

finalizar las pruebas respecto a la situacion del pre-ejercicio.

Los valores TAS obtenidos en los ciclistas en el pre y post-ejercicio son
inferiores a los valores de referencia en adultos (1,30-1,77 nmol/L plasma). No
obstante como este rango fue determinado en poblacion activa europea, habria que
establecer los valores de referencia a nivel nacional, ya que puede haber variaciones

regionales debido a factores genéticos o de habitos alimentarios, por ejemplo.
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Al aplicar a las distintas variables el test de Wilcoxon (Tabla 8.3.3), ya que
se trata de variables que no siguen una distribucion normal (Tabla 8.3.2), no se
aprecian diferencias significativas entre los valores del TAS antes de realizar el
ejercicio en ambas pruebas, o que pone de manifiesto la homogeneidad de la

poblacion en la situacion previa a realizar los test.

Tampoco existen diferencias significativas en el estado antioxidante total
plasmatico antes y después del ejercicio en ninguna de las pruebas (F vs ), ni cuando
se comparan los incrementos entre el test placebo y el suplementado con la bebida
que contiene antioxidantes polifenolicos (PF-PI) vs (AF-Al).

Tabla 8.3.1.- Estadisticos descriptivos del TAS en ambas pruebas (P: Placebo y

A: Suplementada con antioxidantes, mayoritariamente polifendélicos), en el pre-
ejercicio (1) y a los 45 min. de finalizar el ejercicio (F).

Descriptivos Estadistico | Error tip.
TAS Al (TEAC mM) Media 1.0084 11706
Intervalo de confianza Limite inferior 7693
para la media al 95% '
Limite superior 1.2474
TAS AF (TEAC mM) Media 9523 06975
Intervalo de confianza Limite inferior 8098
para la media al 95% '
Limite superior 1.0947
TAS PI (TEAC mM) Media 9084 09277
Intervalo de confianza Limite inferior 7189
para la media al 95% '
Limite superior 1.0979
TAS PF (TEAC mM) Media 1.0110 10774
Intervalo de confianza Limite inferior 7909
para la media al 95% '
Limite superior 1.2310
TAS AF-Al (TEAC mM)  Media - 0561 12779
Intervalo de confianza Limite inferior 3171
para la media al 95% '
Limite superior .2049
TAS PF-PI (TEAC mM Media
( ) .1026 .05229
Intervalo de confianza Limite inferior - 0042
para la media al 95% '
Limite superior 2094
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Al aplicar la prueba de normalidad segun el test de Kolmogorov-Smirnov,
como se aprecia en la tabla siguiente, ninguna de las variables sigue una distribucién

normal:

Tabla 8.3.2.- Test de Kolmogorov-Smirnov en las variables de TAS en ambas
pruebas (P: Placebo y A: Suplementada con antioxidantes, mayoritariamente

polifendlicos), en el pre-ejercicio (1) y a los 45 min. de finalizar el ejercicio (F).

Pruebas de
normalidad Kolmogorov-Smirnov
Estadistico gl Sig.
TAS Al (TEAC mM) 271 31 .000
TAS AF (TEAC mM) 207 31 .002
TAS Pi (TEAC mM) 242 31 .000
TAS PF (TEAC mM) 279 31 .000
TAS AF-Al (TEAC mM) 310 31 .000
TAS Pf-PI (TEAC mM) 195 31 .004

Ante esta situacion se comparan las variables mediante el test de Wilcoxom:

Tabla 8.3.3.- Test de Wilcoxon entre las variables de TAS en ambas pruebas (P:
Placebo y A: Suplementada con antioxidantes, mayoritariamente polifendlicos), en el
pre-ejercicio (1) y a los 45 min. de finalizar el ejercicio (F) y entre los incrementos (PF-
PI) vs (AF-Al).

Test de TASPIvs | TASAFvs | TASPFus TAS PF-Pl vs
i TAS Al TAS Al TAS PI TAS AF-Al
Wilcoxon | (reacmm) | (TEACmM) | (TEAC mM) (TEAC mM)
Z -123 -1512 -1.804 ~470
Sig. asintét.
(bilateral) 902 131 071 638
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El porcentaje de variacion fue del 5.6% de disminucién en el TAS durante el
test suplementado con antioxidantes y del 11.3% de aumento en el TAS durante el
test placebo. EI que no aparezcan diferencias significativas al comparar la variacion
del TAS en ambas pruebas, nos indica que los compuestos polifendlicos de la bebida
que ingieren los ciclistas del estudio no ejerce ningun efecto sobre el estado
antioxidante total plasmatico de los sujetos, o bien que no se detecta segun el método
utilizado en el estudio, por lo que en esta situacion resultaria adecuado un analisis
individualizado de antioxidantes como glutation peroxidasa, catalasa y superoxido

dismutasa, asi como de los niveles de polifenoles plasmaticos.

A la vista de los resultados anteriores (capitulos V y VII) en peroxidacion
lipidica y oxidacion proteica, cabria esperar que los ciclistas que han tomado la
bebida rica en compuestos fendlicos presentasen tras finalizar el test una mayor
capacidad antioxidante en plasma que aquellos que ingieren la bebida placebo. Sin
embargo, observamos que en el test placebo pese al aumento del metabolismo
oxidativo durante el ejercicio (determinado como aumento en la peroxidacion
lipidica), la capacidad antioxidante total plasmatica también muestra una tendencia al
incremento tras el ejercicio, que no es suficiente para contrarrestar el incremento en
la formacion de ERO a nivel mitocondrial, como se deduce al observar el incremento
de los niveles de TBARS plasmaéticos al finalizar la prueba placebo respecto al pre-

ejercicio.

Child et al., (1998) observaron en un trabajo con individuos entrenados que el
incremento de la capacidad antioxidante total plasmética no se corresponde con una
disminucion en los valores de MDA. Tessier et al., (1995) tras una suplementacion a
deportistas con Selenio tampoco apreciaron variaciones en el estado antioxidante

total en plasma.

Schroder et al.,(2000) tras analizar el estado antioxidante total (con el mismo

método que nosotros hemos utilizado en el laboratorio) sobre dos grupos de
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jugadores profesionales de baloncesto, uno suplementado con una mezcla de
antioxidantes (o-tocoferol, B-caroteno, y ac. ascorbico) y otro al que se administraba
un placebo durante 32 dias, tampoco encontraron diferencias significativas en el TAS
entre los dos grupos estudiados, y si disminuyd significativamente la peroxidacion

lipidica en el grupo suplementado.

El que los compuestos fenolicos actien como captadores primarios sugiere que
el organismo del ciclista cuando ingiere estos antioxidantes no precise aumentar el
sistema antioxidante fisiologico, sin embargo cuando los ciclistas ingieren el
placebo, al presentar mayores niveles de TBARS precisan aumentar las defensas
antioxidantes fisiologicas, al realizar la prueba. No obstante, en los resultados no se
aprecian diferencias significativas entre las dos pruebas posiblemente debido a la
enorme variabilidad que existe entre los individuos. Esto justificaria una vez mas, la
necesidad de que en este tipo de estudios se trabaje con la misma poblacién como

placebo y como prueba de la suplementacion a estudio.

Los antioxidantes primarios presentes en el plasma incluyen también
ceruloplasmina y transferrina, que contribuyen al resultado del TAS debido a su
capacidad de secuestrar el cobre y el hierro, respectivamente y son responsables del
90% del valor TAS aproximadamente y del 10% restante son responsables cisteina,
glutation reducido, B-caroteno, dihidrolipoato, a-tocoferol, polifenoles y ubiquinona,
entre otros. De este 10% restante, segun Whitehead et al. (1992), el urato contribuye
con el 40-45%, los grupos sulfidrilo con 40-45%, el ascorbato con el 10% vy la
vitamina E con el 3% . Es obvio a la vista de estos datos que la contribucion de los
polifenoles de la bebida al estado antioxidante total plasmético supone un minimo
porcentaje (aun no recogido en la bibliografia) que resulta dificil de detectar al
analizar el estado antioxidante total en el plasma. En este sentido el trabajo de
Schofield y Braganza (1996) critica este método al observar grandes variaciones en
muestras de suero con relacion al tiempo en que se realiza la determinacion y
también demuestran que el ascorbato, acido Urico y albumina presentan diferentes

cinéticas de reaccion.
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Por todo ello, se considera que para analizar el efecto de los antioxidantes de la
bebida sobre el estrés oxidativo inducido por el ejercicio fisico son mas adecuados
los métodos relativos a los biomarcadores de la oxidacion lipidica y proteica
(Capitulos V' y VII) que la determinacion del estado antioxidante total plasmatico, ya
que este ultimo adolece de una falta de especificidad y de sensibilidad hacia los

compuestos fendlicos.
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DISCUSION

“Las teorias nos abandonan, los hechos nos defienden”
(Santiago Ramon y Cajal)



Capitulo X

DISCUSION

En este trabajo se muestran los resultados obtenidos al analizar el efecto de una
bebida de reposicion con antioxidantes polifendlicos sobre el estrés oxidativo inducido
por la actividad fisica en un grupo de ciclistas varones sometidos a un entrenamiento de
20 horas semanales. La actividad fisica que desarrollan en el laboratorio consiste en un
ejercicio fisico submaximal (VO; max 70%) que realizan pedaleando durante 90 minutos

en cicloergdémetro.

La bebida de reposicion disefiada contiene antioxidantes polifendlicos
(procedentes de concentrados de uva, frambuesa y grosella), ya que otros componentes
como 4acido ascorbico y citrato sodico se adicionan en muy pequefia cantidad como
conservantes para evitar los procesos de degradacion oxidativa en la bebida, y a esa
concentracion tan baja no son capaces de ejercer un efecto antioxidante detectable en el

organismo.

Aunque diversos estudios (Markakis, 1974; Havlikova et al., 1985 y Shenoy,
1993) encontraron que se produce un incremento de la destruccion de los antocianos
(polifenoles mayoritarios en la bebida) con un aumento de la temperatura; los resultados
obtenidos en este trabajo muestran que la capacidad antioxidante de la bebida (TEAC
0.41 mM Trolox / mL bebida) no varia significativamente durante 6 meses de
almacenamiento en oscuridad a las tres temperaturas estudiadas (20, 30 y 37° C), lo que
asegura que la bebida administrada a los ciclistas mantiene su capacidad antioxidante
cuando es consumida durante los 6 meses siguientes a su elaboracion (Capitulo I11).
Estos resultados coinciden con los obtenidos por Garcia-Alonso et al., (2003) que
observan en un postre de frutas elaborado con uva negra y frutas rojas (ricas en
polifenoles) que no se produce una disminucién en la actividad antioxidante (y si una

disminucién en el contenido de vitamina C) durante el almacenamiento del postre
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estudiado. Los deportistas ingieren en una prueba (A)1600 mL de bebida con
compuestos polifendlicos, que contienen una capacidad antioxidante total equivalente a
la de una disolucién 656 mM Trolox. En otra prueba (B) ingieren una bebida placebo

(también 1600 mL) que no tiene ninguna capacidad antioxidante.

El ciclismo exige un entrenamiento de resistencia y supone la realizacion de una
actividad fisica intensa y de larga duracidn, por lo que este grupo constituye un modelo
para estudiar el estrés oxidativo inducido por el ejercicio fisico.

Tras la realizacion del ejercicio submaximal se observa en ambas pruebas una
elevacién significativa (p<0.05) en los valores plasméticos de la actividad enzimatica
creatinaquinasa, de lo que se deduce la aparicion de dafio muscular inducido por la
actividad fisica (Agarwal et al.,1999). Los incrementos observados en la actividad CK
(capitulo VII) coinciden con los observados en otros trabajos relativos al desarrollo de
una actividad fisica intensa (Vicent et al., 1997; Child et al., 1999 y Schwane et al.,
2000). Los resultados muestran una gran variabilidad interindividual en los valores de
CK (51-812 U/L) coincidiendo con la encontrada en otros estudios (Hartmann et al.,
2000).

Para cuantificar el grado de estrés oxidativo se ha utilizado como biomarcador
de la peroxidacion lipidica el analisis espectrofotométrico de sustancias reactivas con el
acido tiobarbitdrico en plasma (TBARS) (Buege et al., 1978). La extracciéon de sangre
para la determinacion de TBARS ha de realizarse en el mismo instante de finalizar el
gjercicio (Fo) ya que en los minutos posteriores se recuperan los valores previos al
ejercicio, (Lovlin et al.,1987; Krotkiewski et al.,1996). En nuestro trabajo, a pesar del
reducido tamafio de muestra en que se han realizado las determinaciones Fo, se detecta
un aumento significativo de los valores TBARS en el momento inmediato tras finalizar
las pruebas (Fo) respecto al pre-ejercicio (1), sin apreciarse diferencias significativas

entre ambas pruebas (A y P) para los incrementos calculados (Fo-1). Durante 90 minutos
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de actividad fisica submaximal (VO; max 70%) en el organismo se incrementa la
utilizacion de las grasas como combustible energético, pero éstas no proceden de los
acidos grasos plasmaéticos ni de las reservas del tejido adiposo sino que el sustrato
lipidico utilizado como combustible energético es grasa intramuscular (Cérdova, 2003),
por lo que en estas condiciones del estudio tratdndose de deportistas entrenados, esté
justificado un escaso incremento, indetectable con el método utilizado, de la
peroxidacion lipidica. No obstante en el test placebo se aprecia una tendencia superior al
incremento de lipoperoxidacion (5,6 %) al compararla con el test suplementado con la
bebida rica en polifenoles (1,8 %) (capitulo V). Las elevadas variaciones
interindividuales encontradas también sugieren que resulta necesario ampliar el tamafio
de la muestra para analizar las diferencias en los dos sentidos mencionados (pre-

ejercicio vs post-gjercicio y prueba A vs prueba P).

Cuando se comparan los valores TBARS a los 45 min. de finalizar el ejercicio
con los previos al ejercicio no se hallan diferencias significativas en ninguna de las
pruebas (A y P). Estos resultados coinciden con los hallados por Dufaux et al., (1997)
que tampoco observaron cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de
TBARS inmediatamente después, ni en tiempos posteriores al ejercicio respecto a la
situacion de pre-ejercicio. Lovlin et al., (1987) observaron en humanos que tras realizar
una actividad fisica al 100% del VO, max incrementaban los niveles de MDA respecto
al reposo, mientras que cuando se realizaba la actividad fisica al 70% del VO, max
(igual que en nuestro trabajo) no se producia tal aumento, disminuyendo los niveles de
MDA respecto a los valores en reposo; los autores sugieren que la realizacion de una

actividad fisica submaximal puede inhibir la peroxidacion lipidica.

Existen otros trabajos en los que se observa que tras realizar una actividad fisica
se produce un aumento de las concentraciones plasmaticas de productos derivados de la
oxidacion lipidica (Davies et al., 1982; Manghan et al., 1989; Ji et al., 1992; Chao et al.,

1999); en alguno de ellos se ha observado también que este aumento se relaciona con la
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intensidad de la actividad fisica realizada. Otro dato que se desprende de estos estudios
es gue en las personas entrenadas el aumento de TBARS observado es menor que en las
sedentarias 0 no se aprecia tal aumento tras el ejercicio (Viinikka et al., 1984; Jenkins
et al., 1999). Los ciclistas del presente trabajo siguen un ritmo de entrenamiento de 20
h/semana, por lo que la ausencia de incremento en la peroxidacion lipidica puede indicar

la existencia de un efecto protector de la practica regular de esta actividad fisica.

Con los datos disponibles en la actualidad, se puede sostener la hip6tesis de que
tras una actividad fisica uno de los efectos protectores del entrenamiento podria basarse
en que se produjeran menos especies reactivas de oxigeno (y concretamente de radicales
libres) por una mayor eficiencia metabdlica, ya que se consume menos cantidad de

oxigeno para obtener la misma cantidad de energia (Hartman et al., 2000).

Esté aceptado que todos los indicadores no se correlacionan de igual forma ante
el dafio oxidativo, por lo que resulta adecuado valorar el grado de estrés oxidativo
mediante la utilizacién de diversos biomarcadores. Es por ello que en este trabajo
también se ha analizado la oxidacion proteica en plasma (grupos carbonilo) como otro
biomarcador del dafio oxidativo inducido por la actividad fisica, y que permite evaluar el
efecto de la bebida de reposicion rica en antioxidantes polifenolicos (Capitulo VIII) ya
que por un lado, al realizar una actividad fisica submaximal durante 90 minutos
alrededor del 14% de la energia que obtiene el organismo es a partir de la oxidacion
proteica (Costill et al., 1981), y por otro hay que considerar la existencia de un alto
turnover proteico, no so6lo por el ciclo de la alanina, sino por la microlesion muscular
inducida por el ejercicio. Sin embargo el que la muestra de estudio esté constituida por
deportistas entrenados y que el sustrato lipidico sea mas sensible que el proteico a la
oxidacién, justifica que no aparezcan diferencias significativas cuando se comparan los
valores de los grupos carbonilo y si los TBARS entre el principio y el final de la prueba

placebo.
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De los resultados de oxidacion proteica se deduce que los ciclistas presentan
unos valores previos al ejercicio sin diferencias significativas entre ambas pruebas, lo
que asegura una homogeneidad en la situacién del pre-gjercicio (como consecuencia de
que cada ciclista actia como su propio control), que permite comparar las variaciones

producidas en los dos test (placebo y suplementado con antioxidantes).

Para analizar el efecto de la bebida con antioxidantes polifenélicos se comparan
los incrementos (F-1) de la oxidacion proteica entre las dos pruebas. Mientras que en la
prueba placebo se observa una tendencia al aumento (12 %) en la oxidacion proteica al
respecto al pre-gjercicio (resultados que concuerdan con los hallados por Alessio et al.,
2000); cuando los ciclistas realizan la prueba suplementada con la bebida rica en
polifenoles se aprecia una disminucion significativa del 23% (p<0.05) en la oxidacion
proteica, coincidiendo estos resultados con los hallados por O’Byrne et al., (2002) que
muestran una disminucion del 20% en la oxidacién proteica en individuos

suplementados con flavonoides procedentes de zumo de uva.

Para evaluar el efecto de la bebida de reposicion rica en antioxidantes
polifendlicos sobre el estrés oxidativo se comparan los incrementos en la oxidacion
proteica (postejercicio — preejercicio) entre ambas pruebas y se observa que en la prueba
placebo dicho incremento es significativamente superior (p<0.05) respecto a la prueba
suplementada con los antioxidantes polifendlicos. Estos resultados sugieren que los
polifenoles (mayoritariamente flavonoides antocianicos) de la bebida ejercen un efecto
protector del dafio oxidativo proteico inducido por la actividad fisica en los ciclistas del
estudio como consecuencia de la actividad captadora de radicales libres de los
flavonoides frente a especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno (Packer et al., (1999b).
Rice-Evans et al., (1996) observaron que los polifenoles, principalmente quercetina,
catequina y esteres de los &cidos galico y cafeico, presentaron un efecto protector de la

toxicidad inducida por el perdxido de hidrogeno en células bacterianas y en células de
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mamiferos; frente al a-tocoferol que no resulto ser efectivo. Del mismo modo, Horakova
et al., (2003) demuestran que extractos estandarizados de flavonoides incrementan la
viabilidad de cultivos celulares tratados con perdxido de hidrégeno y resultan ser mas

efectivos que el Trolox.

La valoracion del grado de estrés oxidativo mediante los biomarcadores de
oxidacion lipidica y proteica que se realiza en este trabajo, se complementa con la

determinacion del estado antioxidante total plasmaético.

El sistema primario de defensa frente al estrés oxidativo en fluidos extracelulares
esta constituido por moléculas hidro y liposolubles, que son producidas durante el
metabolismo (acido Urico, bilirrubina, albimina, etc.) o introducidas en el organismo a
través de la dieta en forma de alimentos ricos en antioxidantes (vitamina C, vitamina E,
polifenoles, etc.). La suma de los antioxidantes endégenos y exogenos representa la
capacidad antioxidante total de los fluidos extracelulares. Las variaciones en los niveles
de estos antioxidantes reflejan su consumo durante estados agudos de estrés oxidativo,

como resulta tras una actividad fisica intensa.

Es conocido que el efecto sinérgico que se produce como consecuencia de la
cooperacion entre varios antioxidantes proporciona al organismo una mayor proteccion
frente al ataque de las ERO y las ERN que la que aporta un solo componente
antioxidante (Malliaraki et al., 2003). Por ello y considerando el efecto sinérgico de
todos los antioxidantes presentes en el plasma, la informacion obtenida a partir de la
capacidad antioxidante total es més relevante desde un punto de vista biologico que la
obtenida a partir de la medida de actividades antioxidantes individuales (Ghiselli et al.,
2000). Una teoria reciente, que considera los potenciales redox de los antioxidantes

enddgenos y exdgenos postula que, en la cascada de reacciones que se producen durante

226



Capitulo X

el estrés oxidativo, a partir de antioxidantes potentes se generan compuestos con menor

actividad antioxidante (Barbaste et al., 2002).

En el caso del plasma el estado antioxidante, determinado como capacidad
antioxidante total, es la combinacion de todos los procesos antioxidantes-redox

incluyendo sustancias como el &cido Urico o las proteinas con grupos tioles.

Un aumento en la capacidad antioxidante total del plasma sugiere una absorcion
de antioxidantes y una mejora del estado antioxidante in vivo (Cao et al., 1998) o bien el
resultado de la activacion de un mecanismo de adaptacion al estrés oxidativo, que es la
base del efecto protector del entrenamiento frente al estrés oxidativo inducido por el
ejercicio fisico. Sin embargo, debido a la contribucion de diversos metabolitos en la
capacidad antioxidante del plasma humano, el incremento de la misma puede ser el
resultado de determinadas situaciones patoldgicas como la elevacion de acido Urico en
alteraciones renales o el incremento de bilirrubina en la ictericia (Jackson et al., 1995).
En el caso del estrés oxidativo inducido por el ejercicio fisico, la liberacién de proteinas
al torrente sanguineo como consecuencia de un elevado catabolismo muscular, es
posible que influya en los niveles de la capacidad antioxidante plasmatica y ello pueda

enmascarar los efectos de los antioxidantes exdgenos sobre la misma.

Ademas altas concentraciones de metabolitos, como el &cido Urico, pueden tener
efectos prooxidantes que conllevan una disminucion de la capacidad antioxidante
plasmatica (Abuja, 1999). La eliminacién de acido urico modifica el equilibrio entre los
estados oxidado y reducido de los antioxidantes enddgenos y exdgenos (Canestrari et al.,
1995; Hultgvist et al., 1997). En un trabajo reciente se postula que la eliminacion de
antioxidantes metabdlicos hidrosolubles (bilirrubina, acido Urico, etc.) modifica el

equilibrio de los antioxidantes hidro y liposolubles (Barbaste et al., 2002).
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En nuestro estudio los resultados no muestran variaciones significativas en la
capacidad antioxidante plasmatica de los ciclistas tras la realizacion de la prueba de
esfuerzo (90 min. pedaleando en cicloergémetro al 70% de VO, max.) respecto a los
valores obtenidos antes de iniciar la prueba. Tampoco se aprecian diferencias
significativas en la capacidad antioxidante plasmatica de los ciclistas como consecuencia
de la ingestion de la bebida rica en antioxidantes polifenolicos (Capitulo 1X). Durante la
actividad fisica extenuante aumenta el nivel de &cido Urico (Gémez-Cabrera et al., 2002)
el que contribuye con un 19,3 % a la capacidad antioxidante total plasmatica, frente a
una escasa contribucion de antioxidantes exdgenos como el acido ascorbico (3,1 %) y a-
tocoferol (1,7 %) (Cao et al., 1998). Todo ello sugiere que los compuestos polifendlicos,
responsables de la capacidad antioxidante de la bebida que ingieren los ciclistas de
nuestro estudio, pese a tener una capacidad antioxidante superior al cido ascérbico y al
a-tocoferol, su escasa biodisponibilidad y por lo tanto su escasa contribucion a la
capacidad antioxidante plasmatica no sea suficiente para modificar el estado
antioxidante total plasmatico en los deportistas estudiados. Sin embargo, los resultados
observados (Capitulo 1X) en la disminucion de los niveles de grupos carbonilo (como
marcadores de la oxidacién proteica) en los ciclistas cuando ingieren la bebida rica en
polifenoles frente a esos mismos ciclistas cuando ingieren una bebida placebo, indican
una disminucion en el dafio oxidativo inducido por la actividad fisica pese a permanecer
invariable su estado antioxidante total en plasma. Sin embargo, Rossi et al., (2000) han
demostrado una mejora en el estado antioxidante y una disminucion del dafio oxidativo
inducido por el ejercicio con la ingestion de soja y sugieren que las isoflavonas (otros

flavonoides) de la soja son las responsables de esta mejora.

Al analizar estadisticamente los resultados obtenidos durante este estudio en
diferentes biomarcadores de estrés oxidativo en plasma (peroxidacion lipidica, oxidacion
proteica, enzimas creatinaquinasa y lactato deshidrogenasa, y estado antioxidante total),

se observa que el analisis de la oxidacion proteica es el biomarcador que en las
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condiciones de este trabajo refleja la aparicion de estrés oxidativo como consecuencia de
la actividad fisica realizada durante 90 min. al 70% de VO, max en cicloergémetro y
que, las elevadas variaciones interindividuales observadas en todos los biomarcadores

sugieren que en este tipo de estudios resulte crucial utilizar la misma muestra

poblacional como su propio control.
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CONCLUSIONES

“Ninguna persona de temperamento cientifico afirma que lo
que ahora es creido en ciencia sea exactamente verdad;
afirma que es una etapa en el camino hacia la verdad”
(Bertrand Russell)
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CONCLUSIONES

1. En ciclistas entrenados la actividad fisica aerobica desarrollada en las pruebas de
esfuerzo realizadas en el laboratorio durante 90 minutos al 70 % de VO, max genera

dafio muscular y estrés oxidativo inducidos por el ejercicio.

2. Se ha utilizado una bebida con antioxidantes polifendlicos que frente a un
placebo ha demostrado que disminuye el grado de oxidacion proteica ocasionado por

la actividad fisica.

3. La bebida disefiada con antioxidantes polifendlicos mantiene constante la
capacidad antioxidante durante un periodo de seis meses, lo que permite su

comercializacién como bebida de reposicidn para deportistas.

4. Las elevadas variaciones interindividuales observadas en los biomarcadores
analizados justifican que para estudiar el efecto de antioxidantes sobre el estrés
oxidativo resulta necesario utilizar como control a los mismos sujetos que reciben la

suplementacion antioxidante.
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UNIVERSIDAD CATOLICA SAN ANTONIO
CENTRO DE INVESTIGACION DE MEDICINA DEPORTIVA

ANEXO I

DOCUMENTO PARA EL CONSENTIMIENTO INFORMADO DE UNA
PRUEBA DE ESFUERZO

El propdsito de esta informacion es llevar a su conocimiento la actuacién médica
a la que va ha ser sometido/a, para que pueda tomar la decision libre y voluntaria de
autorizar o rechazar dicha actuacion médica. Sepa usted que es de obligado
cumplimiento, para el/la médico que le atiende, informarle y solicitar su autorizacion.

¢Qué le vamos a hacer? La prueba de esfuerzo nos permite estudiar el
comportamiento de su corazon y sistema respiratorio durante el ejercicio fisico. Se
realiza corriendo sobre un tapiz rodante o pedaleando en una bicicleta estatica. Durante
la prueba controlaremos su tension arterial y su electrocardiograma a través de un
monitor y unos electrodos, que conectados por cables, van pegados a su piel. Ademas,
llevara una mascarilla que nos permitird, analizar los gases respirados. En algunas
ocasiones y siempre que la situacion lo requiera, le tomaremos una micromuestra del
I6bulo de la oreja o pulpejo del dedo para andlisis de sangre. La forma adecuada de
colaborar en este tipo de prueba es realizar el mayor esfuerzo posible, y comunicar al
médico cualquier evento que pueda suceder durante la misma.

¢ Qué riesgos tiene? Debe saber que esta prueba no esta exenta de riesgos, pero
éstos son muy poco frecuentes (entre 1y 4 por cada 10.000 pruebas realizadas plantean
una actuacion médica de urgencia). Por este motivo, esta prueba sera supervisada de
forma cuidadosa por un médico especialista, debidamente entrenado, que la
interrumpird si observa alguna anomalia.

HABIENDO LEIDO ESTA INFORMACION:

D./Diia. en mi nombre, 0
como representante legal de D./Dfia.
menor de edad, que va a ser sometido a la prueba, AUTORIZO al Centro de
Investigacion de Medicina Deportiva de la Universidad Catdlica San Antonio de Murcia
a realizar el procedimiento PRUEBA DE ESFUERZO, habiendo sido informado
verbalmente y por escrito de su naturaleza y riesgos.

Murcia, a de de 2001.

D./Diia. D./Diia.
El/la interesado/a El Representante Legal del menor
(en su caso)

D.N.I. D.N.I.
Fecha de nacimiento




UNIVERSIDAD CATOLICA SAN ANTONIO
CENTRO DE INVESTIGACION DE MEDICINA DEPORTIVA

COMPROMISO DE PARTICIPACIOI\J EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACION

D./Diia. , mayor de edad, en mi nombre, 0
como representante legal de D./Dfia. , menor de
edad, que va a participar en el proyecto, consiente voluntariamente en participar o en
que participe su representado, en el Proyecto de Investigacion sobre una bebida de
reposicion durante ejercicios de larga duracidn y someterse a las pruebas de esfuerzo,
recogida de datos y analiticas necesarias para dicho proyecto.

Reconoce haber sido informado por el personal médico de este centro respecto al
tipo de pruebas a las que se va a someter él o su representado y es plenamente
consciente, de que este estudio no es un reconocimiento médico orientado a la deteccion
de patologia lesional o enfermedades o padecimientos que no estén directamente
implicados con la capacidad para realizar el esfuerzo fisico requerido.

Se compromete a respetar la programacion y en el caso de no acudir a las citas
previamente establecidas, quedara excluido del grupo de investigacion y abonara las
tasas que hubieran generado los reconocimientos médicos.

Murcia, de de 2001.

D./Diia. D./Diia.

El/la interesado/a El Representante Legal del menor
(en su caso)

D.N.I. D.N.I.
Fecha de nacimiento




LABORATORIO DE PRUEBAS DE ESFUERZO

HISTORIA CLINICA

DATOS DE FILIACION.-

NOMBRE: FECHA:
EDAD: FECHA DE NACIMIENTO:

DEPORTE: CATEGORIA:
DIRECCION: TELEFONO:

ANTECEDENTES FAMILIARES.-

ANTECEDENTES PERSONALES.-

ALERGIAS:

HABITOS:

MEDICACION:

LESIONES DEPORTIVAS:

OTROS:



EXPLORACION FiSICA EN REPOSO.-
CARDIOVASCULAR.-

AUSCULTACION:
PULSOS PERIFERICOS:
TENSION ARTERIAL:

RESPIRATORIO.-
AUSCULTACION:
ORL.-

LOCOMOTOR.-

OTROS.-

ANALISIS DE LA COMPOSICION CORPORAL .-
SOMATOMETRIA:

PESO: Kag. TALLA: cm.
%GRASO: % %MUSCULAR: % %OSEO: %

DENSIOMETRIA POR DESPLAZAMIENTO DE AIRE:

PESO TOTAL: Kg. PESO GRASA: Kg.
% PESO GRASA: %.
PESO NO GRASO: Kg.
% PESO NO GRASO: %.

PRUEBA DE ESFUERZO

e ERGOMETRO: Cinta continua Cicloergdbmetro
(desarrollo empleado
)
e PROTOCOLO:
TEST TRIANGULAR TEST RECTANGULAR

CARGA INICIAL:
INCREMENTOS DE CARGA:
PENDIENTE:



e PARAMETROS OBTENIDOS:

o TIEMPO DE LA PRUEBA: min. seg.
0 FRECUENCIA CARDIACA MAXIMA: lat / min.
0 CARGA MAXIMA ALCANZADA: Km / h.
0o CONSUMO RELATIVO MAXIMO DE OXIGENO: ml / Kg / min.
o CONSUMO MAXIMO DE OXIGENO: ml /min.
0o UMBRAL VENTILATORIO 1 (AEROBICO): lat / min.
0 UMBRAL VENTILATORIO 2 (ANAEROBICO): lat / min.
o EVOLUCION DE LA TENSION ARTERIAL:

MINUTO T.A.: mm de Hg.

MINUTO T.A.: mm de Hg.

MINUTO T.A.: mm de Hg.

MINUTO T.A.: mm de Hg.

MINUTO T.A.: mm de Hg.

e MONITORIZACION DURANTE LA PRUEBA:

MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.
MINUTO LACTATO: mmol / L.

OBSERVACIONES

Guadalupe, de de 200

Fdo: Dr.



NOMBRE:

FECHA:

CUESTIONARIO DE FRECUENCIA DE CONSUMO ALIMENTARIO  ANEXO 111
Nunca | 1-3 1 2-4 | 5-6 1 2-3 | 45| +6
0<1 | por | por | por | por | por | por | por | al
I LACTEOS mes | mes | sem | sem | sem | dia | dia | dia | dia
1.- Leche entera (1 vaso o taza 220 cc)
2.- Leche descremada (1 vaso o taza 220 cc)
3.- Leche condensada (una cucharada)
4.- Yogurt (125 ¢.)
5.- Requesodn, cuajada, queso blanco fresco (100 g.)
6.- Queso cremoso o en porciones (una porcion)
7.- Curado o semi: manchego (un trozo 50 g.)
8.- Natilla, flan, puding (unidad)
9.- Helados (un cucurucho)
Nunca | 1-3 1 2-4 | 5-6 1 2-3 | 45| +6
I1. HUEVOS, CARNES, PESCADOS 0<1 | por | por | por | por | por | por | por | al
’ ' mes | mes | sem | sem | sem | dia | dia | dia | dia

10.- Huevos de gallina (uno)

11.- Pollo con piel (un plato o pieza)

12.- Pollo sin piel (un plato o pieza)

13.- Carne de ternera, cerdo,cordero como plato principal (1 plato o pieza)

14.- Carne de caza: conejo, codorniz, pato (un plato)

15.- Higado de ternera, cerdo o pollo (un plato)

16.- Visceras: callos, sesos, mollejas (una racién 100 g.)

17.- Embutidos: salchichén, salami, jamon, mortadela (una racion 50 g.)

18.- Salchichas y similares (una mediana)

19.- Patés, foie-gras (media racion 50 g.)

20.- Hamburguesa ( 100 g.)

21.- Tocino, bacon, panceta (2 lonchas 50g.)

22.- Pescado frito variado (1 plato o racidn)

23.- Pescado hervido o plancha: merluza, sardinas, at(in (una racion)

24.- Pescados en salazon: bacalao, anchoas (media racién 50 g.)

25.- Pescados en conservas: atln, sardinas, arenques (una lata)

26.- Almejas, mejillones, ostras (100 g.)

27.- Calamares, pulpo (100 g.)

28.- Marisco: gambas, langosta y similares (100 g.)




I11.- VERDURAS Y LEGUMBRES

Nunca
0<1
mes

por
mes

por
sem

por
sem

por
sem

por
dia

por
dia

por
dia

+6
al
dia

29.- Espinacas cocinadas (un plato)

30.- Col, coliflor, brocoli cocinada (un plato)

31.- Lechuga, endivias y escarola (un plato)

32.- Tomates (uno mediano)

33.- Cebollas (una mediana)

34.- Zanahoria, calabaza (una o plato pequefio)

35.- Judias verdes cocinadas (un plato)

36.- Berenjenas, calabacines y pepinos (uno)

37.- Pimiento (uno)

38.- Esparragos (una racion o plato)

39.- Champifiones, setas (un plato)

40.- Legumbres cocinadas: lentejas, garbanzos, judias (un plato mediano)

41.- Guisantes cocinados (1 plato)

IV.- FRUTAS

Nunca
0<1
mes

1-3
por
mes

por
sem

2-4
por
sem

5-6
por
sem

por
dia

2-3
por
dia

4-5
por
dia

+6

dia

42.- Naranjas, pomelo, mandarinas (una)

43.- Zumo de naranja natural (un vaso pequefio 125 cc)

44.- Platano (uno)

45.- Manzana, pera (una mediana)

46.- Fresas (taza de postre)

47.- Melocoton, albaricoques (uno mediano)

48.- Higos frescos (uno)

49.- Sandia, mel6n (una rajada)

50.- Uvas (un racimo mediano)

51.- Cerezas (taza de postre)

52.- Aceitunas (15 unidades)

53.- Frutas en almibar: melocotén, pifia, peras (dos mitades)

54.- Frutos secos: almendras, cacahuetes (un plato o bolsa pequefia)

V.- PAN, CEREALES Y SIMILARES

Nunca
0<1
mes

1-3
por
mes

por
sem

2-4
por
sem

5-6
por
sem

por
dia

2-3
por
dia

4-5
por
dia

+6
al
dia

55.- Pan blanco (una pieza pequefia o tres rodajas de molde 60 g.)

56.- Pan integral (pieza pequefia o tres rodajas de molde)

57.- Picos, roscos y similares (unidad 35 g.)

58.- Patatas fritas (una racién 100 g.)

59.- Patatas cocidas, asadas (una mediana)

60.- Bolsa de patatas fritas (una bolsa pequefia 30 g.)

61.- Arroz cocinado (un plato mediano)

62.- Pastas: espaguetis, macarrones y similares (un plato)




Nunca | 1-3 1 2-4 | 5-6 1 2-3 | 45| +6
V.- ACEITES Y GRASAS 0<1 | por | por | por | por | por | por | por al
mes | mes | sem | sem | sem | dia | dia | dia | dia
63.- Aceite de oliva (una cucharada)
64.- Otros aceites vegetales: girasol, maiz y soja (una cucharada)
65.- Margarina afiadida al pan o a la comida (una cucharada o untada)
66.- Mantequilla afiadida al pan o a la comida (una cucharada o untada)
67.- Manteca (de cerdo) afiadida al pan o a la comida (una cucharada)
Nunca | 1-3 1 2-4 | 5-6 1 2-3 | 45| +6
VII.- DULCES Y PASTELES 0<1 | por | por | por | por | por | por | por | al
mes | mes | sem | sem | sem | dia | dia | dia | dia
68.- Galletas tipo “Maria” (una galleta)
69.- Galletas con chocolate (una galleta doble)
70.- Croissant, donuts (uno)
71.- Magdalena, bizcocho (uno)
72.- Pasteles, tarta (unidad o trozo mediano)
73.- Churros <masa frita> (una racion)
74.- Chocolate, bombones (una barrita o dos bombones 30 g.)
75.- Chocolate en polvo y similares: “colacao” (una cucharada)
Nunca | 1-3 1 2-4 | 5-6 1 2-3 | 45 | +6
VIIl.- BEBIDAS 0<1 | por | por | por | por | por | por | por | al
mes | mes | sem | sem | sem | dia | dia | dia | dia

76.- Vino blanco tinto o rosado (un vaso 125 cc)

77.- Cerveza ((una cafia o botellin 1/5 — 200 cc)

78.- Brandy, ginebra, ron, whisky, vodka, aguardientes 40° (una copa)

79.- Refrescos con gas: cola, naranja, limén ( uno 250 cc)

80.- Zumos de frutas envasado (una lata pequefia o vaso 200cc)

81.- Café (una taza)

82.- Café descafeinado (una taza)

83.- Té (una taza)




IX.- PRECOCINADOS, PREELABORADOS Y
MISCELANEAS

Nunca
0<1
mes

1-3
por
mes

por
sem

2-4
por
sem

5-6
por
sem

por
dia

2-3
por
dia

4-5
por
dia

+6
al
dia

84.- Croquetas (una)

85.- Palitos o delicias de pescados fritos (una unidad)

86.- Sopas y cremas de sobre (un plato)

87.- Mayonesa (una cucharada)

88.- Salsa de tomate (media taza)

89.- Picantes: tabasco, pimienta y guindillas (media
cucharadita)

90.- Sal (una pizca o pellizco con dos dedos)

91.- Ajo (un diente)

92.- Mermeladas, miel (una cucharada)

93.- Azucar (ej. en el café, postres, etc. (cucharadita)

Para cada alimento, consigna cuantas veces como media ha tomado la cantidad que

se indica durante el afio pasado. Tenga en cuenta las veces que lo toma solo y las que

lo afiade a otros alimentos o platos.

Observaciones:




NOMBRE: FECHA:

ANEXO IV
ENCUESTA RECORDATORIO 24 HORAS

Desayuno

Almuerzo

Comida

Merienda

Cena

Colacion




