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PRESENTACION DEL CONSELLEIRO

Desde que en el afio 2006 ha sido creada la Red de compuestos bioactivos con ac-
tividad antioxidante (Antioxgal; http://www.antioxgal.uvigo.es), que integra a grupos
de universidades y centros publicos de investigacion gallegos, se llevaron a cabo di-
versas actividades para promover la formacion de los miembros y divulgar, expandir
y consolidar esta drea de trabajo en Galicia.

A lo largo del afio 2008 se celebraron cinco jornadas y seminarios realizados en
distintos puntos de la geografia gallega recogidos en el libro Antioxidantes naturales.
Aspectos saludables, foxicoldgicos y aplicaciones industriales. En estas jornadas,
mas de cuarenta investigadores presentaron aspectos que abarcaron desde los me-
canismos fundamentales de la oxidacidn, la obtencion de antioxidantes a partir de
diversos productos y subproductos, aspectos de toxicidad, nociones de legislacion,
las implicaciones clinicas y las aplicaciones alimentarias a productos carnicos, de
pescado y a envases activos.

Con estas actividades se ofrecié una oportunidad para reunirse y revisar conoci-
mientos y avances, discutir nuevas ideas, identificar potenciales areas de interés
en su campo y promover las sinergias y colaboraciones. Este volumen que recoge
una seleccion de los temas tratados en estas reuniones puede ser de interés para
estudiantes, cientificos y profesionales de los dmbitos alimentario, clinico, farma-
céutico o cosmeético, ofrece al mismo tiempo una vision general de las actividades
de investigacion de los grupos de la Antioxgal en relacion con la de expertos de
prestigio internacional.

En el nombre de la Conselleria quiero expresar mi agradecimiento a todos los res-
ponsables de la edicion y financiacion de este libro, a los ponentes que prepararon
un resumen de las presentaciones y a los organizadores y el ptblico de las jornadas
que hicieron de ellas un marco de encuentro, formacion y debate.

Samuel Juarez
Conselleiro del Medio Rural






PRESENTACION

Diversos grupos de investigacion de Galicia que venian trabajando desde hace dé-
cadas en el estudio y en las aplicaciones de compuestos naturales con actividades
bioldgica y antioxidante impulsaron en los dltimos cinco afios la creacion y expan-
sion da Red Antioxgal. En el marco de esta red tuvimos ocasion de establecer vias de
colaboracion sdlidas y duraderas y disponer de una infragstructura que nos permite
abordar estudios mas complejos y ambiciosos.

Gracias al esfuerzo de los editores, Daniel Franco y Andrés Moure, presentamos
ahora una recopilacion de algunas ponencias representativas, tanto de investigado-
res de prestigio reconocido como de investigadores jovenes que se estan formando
en los grupos de la Red.

A'lo largo de este tiempo tuvimos que decir adios al profesor Francisco Orallo Cam-
beiro (1958-2009), uno de los cientificos mas resefables del panorama gallego de
los dltimos afios. Ya destac6 desde las etapas da su formacidon, pues recibidé va-
rios premios, entre ellos: el premio extraordinario de licenciatura (1979-80) y el de
doctorado (1983-84) en Farmacia por la Universidad de Santiago de Compostela.
Posteriormente fue galardonado con el premio Eloy Diez (1984), con el premio de la
Sociedad Espafiola de Quimica Terapéutica (1987), con una mencion honorifica de la
Fundacidn Dr. Esteve (1992), con el premio Dolores Trigo (1993), con el premio de
Investigacion de la Xunta de Galicia en Ciencias de la Salud (1996) y con el premio
nacional de Farmacologia (2003). Sus trabajos consiguieron relevancia y reconoci-
miento internacional. ES bien patente el impacto y la trascendencia de sus estudios
sobre los efectos cardioprotectores de diversos compuestos naturales, en particular
aquellos sobre el resveratrol.

Ademas de la amplia trayectoria como profesor e investigador destacable, aport6 a la
Red Antioxgal su pasion por la investigacion, su actividad incansable, la constancia
en el esfuerzo y su disponibilidad y participacion desinteresada.

Hace ahora un afio que él no esta con nosotros, pero su contribucidn cientifica se-
guird estando vigente y la memoria y el aprecio de su valia personal estara presente
entre todos los que tuvimos la suerte de conocerlo y colaborar con él.

Herminia Dominguez
Red Antioxgal






In memoriam

Francisco Orallo Cambeiro
Mercedes Sonia Garcia Falcon






PROLOGO

En las ultimas seis décadas el campo de los antioxidantes ha experimentado un gran
auge dentro de una amplia variedad de dreas multidisciplinares que engloban tanto
alimentos como salud. Un namero creciente de evidencias, de tipo epidemioldgico y
experimental indican que los antioxidantes presentes en diversos alimentos tienen un
papel esencial para la salud. En el libro Antioxidantes naturales: aspectos saludables,
toxicoldgicos y aplicaciones industriales, sus editores, los doctores Daniel Franco y
Andrés Moure, retnen los temas tratados en las jornadas y seminarios realizados en
el marco de la Red Antioxgal. La buena acogida de las jornadas refleja el interés del
plblico general y especializado por hacer del campo de trabajo de los antioxidantes
naturales una herramienta basica para una buena salud y la elaboracion de mejores
productos en las industrias farmacol6gicas y alimentarias.

Este conjunto de trabajos expresa la complejidad de la naturaleza de los compuestos
con propiedades antioxidantes. Se tocan temas relacionados con aquellos fenéme-
nos que afectan a los aspectos saludables para el organismo, sus implicaciones
en procesos de oxidacion e inhibicion en sistemas bioldgicos, se presta atencion a
los aspectos toxicologicos de estos antioxidantes tanto sobre su aplicacion directa
como su accion protectora frente a xenobidticos y se evalia el potencial de estos
compuestos en aplicaciones industriales.

Este libro por tanto se ha estructurado en los tres bloques anteriormente mencio-
nados: un primer bloque versado en aspectos saludables de los antioxidantes, un
segundo bloque donde se desarrollan los principales aspectos toxicol6gicos y un
ltimo bloque donde se muestran potenciales aplicaciones de los antioxidantes
en la elaboracion de envases, en matrices alimentarias como productos carnicos
y lacteos; y se muestra a la industria del vino como fuente potencial de productos
antioxidantes desde sus productos y subproductos.

Creemos que este conjunto de documentos estara al servicio de estudiantes, cientifi-
cos y profesionales del sector que busquen incrementar su punto de vista delimitado
por su ambito diario y aprovechar el conocimiento entregado en este documento por
expertos de prestigio internacional.

Sin el esfuerzo y la colaboracion de todos los autores seria imposible tener en nues-
tras manos este volumen que nos ofrece una vision de conjunto y también pormeno-
rizada del campo de aplicacidn y de obtencion de los antioxidantes naturales.

En esta misma linea de agradecimientos, hacer mencion a la Conselleria de Edu-
cacion y Ordenacién Universitaria (Programa de consolidacion y estructuracion de



unidades de investigacion competitivas, Red ANTIOXGAL 2006/06-Fondos FEDER),
asi como a los participantes del mismo.

Por dltimo agradecer a la Conselleria del Medio Rural, a la Universidad de Vigo, CITI
(Centro de Investigacion Transferencia e Innovacion) y al Centro Tecnologico de la
Carne (CTC) en representacion de la Red REAL (Red de Innovacion y Desarrollo
Tecnoldgico Agroalimentario Norte de Portugal-Galicia, cofinanciada a través del
Programa Operativo de Cooperacion Transfronteriza Espafia-Portugal 2007-2013
(POCTEP-Fondos FEDER) por apoyar esta publicacion en beneficio de la industria
alimentaria.

Daniel Franco y Andrés Moure
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¢PUEDEN LOS ANTIOXIDANTES NATURALES ALARGAR
LA VIDA?

Josep Lluis Torres Simén
Instituto de Investigaciones Quimicas y Ambientales. CSIC. Barcelona

A principios del siglo XX los rayos-X empezaron a ser utilizados en medicina para la
deteccion no invasiva de lesiones y enseguida se detectd su capacidad para dafiar los
tejidos biol6gicos. Mas tarde, en el afio 1946 los Estados Unidos arrojaron dos bom-
bas atomicas sobre Hiroshima y Nagasaki y los efectos de las radiaciones ionizantes
se manifestaron dramaticamente. En la primera mitad del siglo XX, los estudios sobre
los efectos de las radiaciones X y gamma sugirieron que los radicales libres, sobretodo
el radical hidroxilo, eran los responsables del dafio celular (Stein y Weiss, 1948). A
partir de ese momento los captadores de radicales libres aparecieron como la solucién
al dafio oxidativo relacionado con las radiaciones y con cualquier proceso bioldgico
de deterioro causado por los mismos radicales. En particular, se construyd una teoria
que explicaba el envejecimiento por la accion de los radicales libres (Harman y Aging,
1956 ) y, en consecuencia, la solucién habia de venir de los antioxidantes captadores
de radicales libres. Esta concepcion adn perdura. En efecto, la muerte es un proceso
irreversible de oxidacion, por lo tanto, un antioxidante efectivo como tal deberia dete-
ner el proceso degenerativo que termina en la muerte.

Vivimos en un ambiente oxidante

La aparicion de oxigeno (fotosintesis) en la biosfera permitié la evolucion de orga-
nismos cada vez mas eficaces en la utilizacion de la energia quimica de los carbo-
hidratos pero el oxigeno era, a su vez, toxico para la mayoria de estos organismos.
Desde entonces vivimos en un ambiente oxidante que es a la vez imprescindible y
toxico. Los seres vivos hemos desarrollado una serie de mecanismos de defensa
contra la oxidacion quimica y las radiaciones. Son mecanismos de detoxificacion
enzimatica o mediante moléculas mds pequefias (que llamamos antioxidantes) que
captan las especies toxicas (generalmente radicales). Los sistemas de defensa antio-
xidante mantienen el organismo sano en un estado de equilibrio redox. Sin embargo,
los sistemas de defensa pueden verse desbordados por agentes externos (p.e. las
radiaciones ionizantes) o procesos patoldgicos cuya relacion con agentes externos
es quizas menos directa. En tal caso, agentes antioxidantes exdgenos deberian ayu-
dar al organismo a protegerse o a vivir por mas tiempo.

Longevidad y radicales libres

Por lo que se refiere a la longevidad hay que distinguir entre duracion de la vida (/ife-
span) y esperanza de vida (life-expectancy). La primera es el nimero de afios que ha
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vivido el individuo mas longevo de una especie (en el caso del ser humano 122 afios)
y la segunda es la media de afios de vida en la poblacién de un territorio determinado
(p.e. 40,9 afios en Mozambique, 78,7 afios en Europa). En ambos casos el balance
redox y los radicales libres parecen tener un papel relevante. Parece ser que el niimero
de replicaciones de cada célula depende del tamafio de los telémeros (secuencia de
bases final de los cromosomas) y que los radicales libres podrian influir en los enzimas
(telomerasas) de reparacion de los telomeros. La influencia de los radicales libres so-
bre la esperanza de vida parece mas evidente. La longevidad, muy por debajo de la du-
racion maxima, depende en gran medida de factores ambientales muy probablemente
relacionados con la produccion de radicales libres (contaminacion, alimentacion defi-
ciente, estrés psicoldgico, enfermedades). Los radicales libres pueden dafar la célula
desde fuera, y sobre todo desde dentro, por una sobreproduccion en la mitocondria.

Energia + ROS, RNS (Especies reactivas de oxigeno o nitrégeno)

Produccion: H,0,, O,*-, OH+, NO+, ONOO-, etc.
Eliminacién: GSH, GPx, SOD, catalasa, Vit. E

Chromatin
Wtochondrion Vacuole

uclear envelope
Centriole [l :
Hucleus
Huclear pore|

Ribosomes

Golgi complex

endoplasmic

reticulum
Rough
endoplasmic
reticulum

Microfilaments

Figura 1. Mecanismo de produccion/eliminacion de radicales libres en la célula euca-
riota

En la mitocondria, la cadena respiratoria transfiere cuatro electrones al oxigeno para
dar agua. En el proceso se produce el anion radical superoxido (0,"). El radical su-
peroxido es una molécula muy importante puesto que, aunque relativamente inocuo
per se, puede dar lugar a otras moléculas toxicas 0 a mensajeros secundarios cru-
ciales para el funcionamiento celular. Por una parte, el superdxido pasa a peréxido
de hidrdgeno, que en presencia de metales como el hierro divalente, puede producir
el radical hidroxilo, extremadamente dafiino frente a ADN y proteinas. Por otra parte
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el i6n superdxido y el peroxido de hidrégeno forman parte de los mecanismos de
sefializacion molecular involucrados en la regulacion de la mitosis (division celular)
y la apoptosis (muerte celular programada). El nivel de superoxido estéd finamente
regulado en el organismo y su alteracion esta relacionada con la aparicion de enfer-
medades (varios tipos de cancer, alzheimer, parkinson). Desde el punto de vista del
estado redox, estrechamente relacionado con la presencia de anion superoxido, la
célula eucariota puede estar en un estado altamente reducido, en estado de reposo,
0 altamente oxidado, en estado de necrosis (muerte traumatica). En estados inter-
medios, la célula pasa por procesos de oxidacion controlada relacionados con su
crecimiento y division (Halliwell, 2006). En cierta manera, las enfermedades pueden
considerarse estados en que los tejidos experimentan un estrés oxidativo excesivo.
Este estrés oxidativo puede ser estimulado por agentes externos como la contamina-
cion, quimica y las radiaciones, a la vez que minimizado por antioxidantes.

:Son eficientes los antioxidantes naturales contra el estrés oxidativo?

Se entiende normalmente por antioxidantes naturales ciertos productos naturales
presentes en vegetales y que con mayor o menor frecuencia ingerimos en la dieta.
Se cree que los efectos beneficiosos de una dieta rica en frutas y verduras se deben a
estos antioxidantes naturales. Entre ellos se encuentran los polifenoles (captadores
de radicales libres, p.e. catequinas del té, proantocianidinas de la uva) y los carote-
nos (p.e. licopeno del tomate).

Curiosamente, los polifenoles pueden también ser prooxidantes. Algunos de ellos
(los que presentan un anillo de pirogalol, tres hidroxilos fendlicos) pueden formar
anion superdxido. Asimismo las quinonas, productos de oxidacion, pueden dar reac-
ciones redox con la formacion de NAD*. Es interesante remarcar que esta actividad
antioxidante podria ser, paraddjicamente, la verdadera actividad antioxidante, porque
un cierto estimulo oxidante pone en marcha los mecanismos de defensa antioxidan-
te. Sea como fuere, hay quién piensa que ninguno de estos efectos es significativo
en el organismo vivo porque los polifenoles son metabolizados rapidamente ya en
el intestino, y porque la homeostasis redox esta tan bien regulada que dificilmente
puede ser alterada por pequefias dosis de compuestos moderadamente activos (Ha-
lliweel, 2006; Linnane y col., 2007).
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Figura 2. Fuentes y estructuras de compuestos antioxidantes

Si bien aun no hay aun evidencia de que alguna familia de antioxidantes naturales
(p.e. polifenoles) pueda hacer aumentar la esperanza de vida en humanos, cada vez
parece mas claro que un estilo de vida que combine dieta adecuada (con ingestion
de frutas y verduras en abundancia), ejercicio moderado y ausencia de estrés psi-
coldgico esta relacionado con una baja incidencia de enfermedades como el cancer
y los trastornos neurodegenerativos. Por lo que se refiere a la dieta la restriccion
caldrica (disminucion de un 20-30% en la ingesta de carbohidratos) parece estar
relacionada con menor incidencia de canceres y con el aumento de la duracion de la
vida (Willcox y col., 2006). Como quiera, una dieta rica en verduras y fibra que sea
también menos abundante en carbohidratos, la restriccion caldrica podria explicar
en parte el efecto beneficioso de una dieta rica en vegetales. Ademas, el conjunto de
los micronutrientes, no solamente los polifenoles o los carotenos, podria conferir
a la dieta sus efectos beneficiosos. En este sentido, hay otros componentes que
podrian desempefiar un papel importante en prevencion, analogo de azdcares (ino-
sitoles, iminociclitoles) que retrasan la absorcion de los carbohidratos.

Los antioxidantes naturales, si son tales antioxidantes y son efectivos en el orga-
nismo vivo, han de contribuir a aumentar la esperanza de vida. La cuestion esta en
saber cuales son estos antioxidantes naturales y en disefiar una dieta que contenga
las dosis efectivas adecuadas.
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CONTRIBUCION DE LAS BEBIDAS A LA INGESTA DE
ANTIOXIDANTES EN LA DIETA MEDITERRANEA

Fulgencio Saura-Calixto
Dpto. Metabolismo y Nutricion. ICTAN-IF. CSIC. Madrid

Numerosos estudios clinicos y epidemioldgicos realizados en los ltimos afios aso-
cian de forma significativa el patrdn alimentario definido como “dieta mediterranea”
con una baja morbilidad y mortalidad por todas las causas y especialmente por en-
fermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer. Dado que la ingesta caldrica
y total de nutrientes de la misma no explica las diferencias con otros paises centroy
norte europeos, con alta incidencia en estas enfermedades, los factores preventivos
de la dieta hay que buscarlos en componentes especificos tales como los perfiles
de acidos grasos, fibra y fitoesteroles y a la ingesta de antioxidantes. La hip6tesis
antioxidante indica que las vitaminas y los compuestos bioactivos antioxidantes
(fotoquimicos) de los alimentos vegetales pueden tener un papel significativo en la
etiologia de enfermedades cronicas.

Los alimentos vegetales y las bebidas son la principal fuente de antioxidantes en la
dieta. Los alimentos vegetales son ricos en fibra, esta dltima junto con los antioxi-
dantes son dos temas que tanto en investigacion como en desarrollo de productos
se abordan separadamente. En este contexto surge la fibra dietética antioxidante
(FA) que combina en un solo producto los efectos de la fibra y los antioxidantes
naturales (Saura Calixto, 1998). Las fibras antioxidantes contienen al menos un 50%
de fibra dietética y una capacidad antioxidante/secuestrante de radicales libres mini-
ma equivalente a 50-100 mg de vitamina E por gramo de fibra. La FA act(a liberando
sus antioxidantes gradualmente en el intestino delgado y en el colon produciendo
un estatus antioxidante y protector de radicales libres en la mucosa intestinal. Los
ensayos bioldgicos, la experimentacion animal y los ensayos clinicos muestran
resultados positivos en salud gastrointestinal y en diversos parametros de riesgo
cardiovascular.

Muy pocos vegetales son materias primas aptas para este tipo de fibra. Hasta la
fecha, se han obtenido a partir de algunas frutas tropicales, alga Fucus, vy, especial-
mente, a partir de subproductos de vinificacion. Los estudios sobre propiedades y
aplicaciones de estas fibras se ha centrado principalmente en la fibra antioxidante de
uva (FAU) cuya composicion se muestra en la Figura 1.
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Figura 1. Composicion de la fibra antioxidante de uva (FAU)

Por otra parte, los antioxidantes principales y mayoritarios contenidos en los ali-
mentos se pueden agrupar en vitaminas (C y E), carotenoides (incluyendo la propia
vitamina A), compuestos polifendlicos y compuestos de Maillard. La capacidad an-
tioxidante (CA) de alimentos y de dietas es debida al efecto combinado y sinérgico
de todos ellos. Los polifenoles son los compuestos antioxidantes mayoritarios en
nuestra dieta con una ingesta estimada en 2000 a 3000 mg frente a los aproximada-
mente 150 mg correspondientes a vitaminas C y E y carotenoides

Existe una documentacion amplia sobre la CA in vitro e in vivo de los compuestos
alimentarios aislados y de alimentos concretos, pero muy escasa sobre dietas de
poblaciones.

Contribucion de las bebidas a la ingesta de antioxidantes en la dieta mediterranea

En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos empleando el método de ABTS
para la medida de la capacidad antioxidante total realizada para la dieta espafiola,
representada como la cantidad de unidades antioxidantes (equivalentes trolox) pre-
sentes diariamente en el tracto gastrointestinal, y de la contribucidn de los distintos
grupos de alimentos a la misma (Pulido y col., 2003; Saura Calixto y Gofi, 2006;
Saura Calixto y col., 2007).

La contribucion de cada alimento a la CA de la dieta depende de la cantidad ingerida
y de su propia CA. Cabe destacar, que la mayor contribucion corresponde a las
bebidas (72,6%), en contra de la creencia general de que los alimentos vegetales,
y especialmente las frutas y verduras, son la principal fuente de antioxidantes de la
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dieta. Frutas y verduras representan un 17,3% del total, frutos secos y legumbres un
8,8%, mientras que la contribucion de cereales y aceites es muy baja.

Estos resultados sugieren que para estudiar el papel de los antioxidantes en salud,
deberia considerarse la CA de la dieta completa. Estudios en alimentos individuales
tienen un valor muy limitado, pues aunque presenten unha CA alta, su contribucion a
la dieta puede ser insignificante. Asi, nos encontramos que la contribucion del aceite
de oliva y del té a la dieta espafiola representa solo el 0,4 y 3% de la CATD. Por el
contrario, el vino aporta el 17,4% vy, sorprendentemente, el café un 44,6%.

Respecto a la contribucion de compuestos especificos, los compuestos polifendli-
cos son cuantitativamente los principales antioxidantes de la dieta. Las vitaminas C
y E representan tan solo alrededor del 10% de la capacidad antioxidante total de la
dieta (CATD), y los carotenoides una cantidad mucho menor. No obstante, hay que
tener en cuenta que las vitaminas son totalmente biodisponibles mientras que la
biodisponibilidad de polifenoles y carotenoides es baja (5 - 15%).

La CA de la dieta en otros paises mediterraneos es previsiblemente comparable a la de
Espaiia. Por el contrario, debe ser menor en paises con altos indices de enfermedades
cardiovasculares y cancer, como los del norte y los centroeuropeos, con dietas que se
caracterizan por un mas alto consumo de cereales y menor de frutas, verduras y vino
que en paises mediterraneos. De ello concluimos que la CA puede ser un parametro para
considerar en estudios clinicos y epidemiol6gicos y para definir la dieta mediterranea.

Capacidad Antioxidante
ABTS (+mol equivalente trolox)

Alimentos vegetales
(g sustancia fresca)
Frutos secos 6,9 176,4
Frutos 265,2 3415
Verduras y hortalizas 330,7 271,6
Legumbres 22,2 134,7
Cereales 221,6 33,4
Bebidas (mL) 504,8 2575,7
Aceites vegetales (mL)
Oliva 31,3 12,8
Otros 20,8 2,4
TOTAL 3548,6

Tabla 1. Capacidad antioxidante total ingerida (per cépita/dia) en la dieta espafiola (afio
2000)
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Fibra antioxidante de uva (FAU) como prevencion de enfermedades cronicas

La ingesta de FAU en un grupo controlado de 34 voluntarios y 10 controles a los que
se les suministrd 7,5 g FAU y placebo respectivamente durante 4 meses mostrd los
siguientes efectos beneficiosos:

1. Aumento significativo del transito intestinal

2. Disminucion significativa de colesterol total (9%), colesterol LDL (9%), presion
sistolica (6%) y diastolica (5%). En sujetos hipercolesterolémicos descensos
adin mas marcados en colesterol total (14,2%) y colesterol LDL (11,6%), asi
como en triglicéridos (18,6%).

3. Disminucion significativa del porcentaje de grasa corporal en hipergrasos
4. Posibles efectos de regulacion de glucemia

También se han obtenido resultados prometedores de la FAU en experimentacion
animal relacionados con prevencion de cancer de colon, encontrandose pendientes
de desarrollo los ensayos clinicos.

En el sector de alimentos funcionales, los estudios se han centrado en el desarrollo
de reestructurados de pescado y de productos carnicos enriquecidos con fibras an-
tioxidantes como ingredientes funcionales. La adicion de fibra antioxidante de uva
en reestructurados de pescado azul inhibe considerablemente la oxidacion durante el
periodo de almacenamiento a -20°C, (Sanchez-Alonso y col., 2007). Por otra parte,
este ingrediente aporta las propiedades nutricionales derivadas de la presencia de
fibra dietética.

En alimentacion animal, la suplementacidn de la dieta de pollos con fibra antioxidan-
te de uva produce carne con elevada estabilidad oxidativa, igual o superior a la obte-
nida con suplementos de vitamina E (Gofii y col., 2007). Actualmente, se encuentran
en desarrollo estudios para la obtencion de productos carnicos (hamburguesas)
enriquecidas con esta fibra. Los resultados preliminares indican una inhibicion de la
oxidacion lipidica en estos alimentos.
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ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS
FENOLICOS DEL VINO

M?. Carmen Garcia-Parrilla
Dpto. de Bioquimica, Bromatologia, Toxicologia y Medicina Legal. Facultad de
Farmacia. Universidad Sevilla

En los dltimos afios se ha suscitado gran interés por los antioxidantes dietéticos. Como
ejemplo podemos comprobar el gran aumento en literatura cientifica de los dltimos
afos referida a este tema. Asi en el afio 1995 existian 6.486 articulos cientificos y en
el afio 2007 unos 21.517, cifras estas dadas a titulo orientativo. Este aumento se debe
fundamentalmente a su posible relacién con la salud y la prevencion de la enferme-
dad. La asociacion del binomio del consumo moderado de vino y menor incidencia de
enfermedad cardiovascular surgié como es bien conocido con el estudio de Renaud y
Lorgeil de la paradoja francesa publicado en 1992. Como etapa inicial de la enfermedad
cardiovascular y de otras enfermedades degenerativas esta la oxidacion. Asi pues, la
hipdtesis de que una mayor ingesta de antioxidante previene la enfermedad dio pié a
numerosos trabajos en el campo.

En primer lugar, se debe definir qué es un antioxidante. Un antioxidante es una sustan-
cia que evita o retrasa la oxidacion de otra. Halliwell en 1990 definid los antioxidantes
como sustancias que estando en bajas concentraciones con respecto a las biomolé-
culas que protegen, previenen o reducen el dafio que sufren las mismas debido a la
oxidacidn. Asi pues en una acepcion del término, hay que considerar al antioxidante
como componente del alimento que va a prevenir la oxidacion del mismo. Existen nu-
merosos aditivos alimentarios que son antioxidantes. Pero la gran literatura cientifica
se refiere hoy dia al efecto que sobre la salud tienen substancias que estan natural-
mente presentes en alimentos y que pueden prevenir los procesos oxidativos que los
radicales libres desencadenan en el organismo.

El acido ascorbico, los tocoferoles o los carotenoides son sustancias antioxidantes.
Ademds existen sustancias que son antioxidantes como los compuestos poifenolicos
de los que el vino, especialmente el tinto, es buena fuente. Se pueden identificar y
cuantificar gracias a la cromatografia de liquidos con detectores de diodos y masas. Es
un grupo muy heterogéneo desde el punto de vista estructural, pueden presentarse de
forma monomeérica, dimérica o polimérica y unidos a otras moléculas. Si bien cada dia
se conocen mas, también es cierto que aun quedan por dilucidar muchas estructuras.

Para poner en evidencia las propiedades antioxidantes existen una amplia variedad de
métodos in vitro. En general el fundamento de estos métodos pasa por la generacion
de un radical en el medio de reaccion y en comprobar como desaparece en presencia
del antioxidante. En gran nimero de casos se realiza una medida espectrofotométrica.
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Los resultados se refieren a un estandar que suele ser el trolox, andlogo hidrosoluble
de la vitamina E. Los métodos ABTS y DPPH se usan con gran frecuencia. Ademas
de la molécula que se usa como radical, difieren en el modo de generar el mismo.
En el caso del ABTS la generacion del radical puede ser con peroxidasa de rabano y
agua oxigenada; también con persulfato potésico. En el caso del método DPPH, no es
necesario una etapa previa de generacion del radical, simplemente la disolucion del
reactivo comercial. Existen ademds diversos matices en la realizacion de los métodos
que hay que considerar al comparar los datos de unos autores y otros, de unas mues-
tras y otras. Para comprobar la reproducibilidad de los métodos se pueden observar
los datos obtenidos por diversos autores con sustancias patron. Si los valores de
actividad antioxidante de los compuestos fendlicos pueden variar en un 35% aplicando
el método del DPPH, en el caso de los valores descritos para el método del ABTS se
pueden tener diferencias de un 70%.

Esta diversidad pone de manifiesto que sea necesario una estandarizacion de las me-
didas. En este sentido en EEUU estan usando el método ORAC para recopilar los datos
de actividad antioxidante de los alimentos en tablas. El método ORAC se basa en la
pérdida de fluorescencia que sufre una proteina, la ficoeritrina, por el ataque de radica-
les piroxilo. Después se comenzé a usar fluoresceina como molécula diana ya que es
mas economica y los resultados son mas reproducibles.

Estos métodos se han aplicado a vinos de diversas denominaciones de origen, al estu-
dio de las diferentes fracciones fendlicas o de los compuestos fen6licos aisladamente.
También se han aplicado para comprobar el efecto de operaciones enoldgicas en la
actividad antioxidante total del vino.

Los métodos in vitro para la determinacion de las propiedades antioxidantes son un
indice, sirven para poner de manifiesto una propiedad. Son dtiles para establecer un
orden de reactividad y también se puede evaluar con ellos un posible sinergismo. Se
pueden usar para comparar los efectos de un tratamiento tecnoldgico dado sobre las
propiedades antioxidantes. Pero no hay que perder de vista las diferencias que existen
con la situacion que puede encontrarse en el organismo. Hay que reconocer que en
estos métodos se emplean radicales extrafios, no son los propios del organismo y su
valor es parcialmente representativo.

Para considerar los efectos antioxidantes que pueden tener los compuestos fendli-
Cos in vivo tras la ingesta de vino hay que tener en cuenta diversas diferencias con
los ensayos en los que se administra un farmaco, por ejemplo. Cuando se consume
vino estamos proporcionando una mezcla de sustancias muy heterogénea que se en-
cuentran a dosis relativamente bajas con respecto a las que pueden ensayarse con un
medicamento. Por otra parte, el efecto beneficioso esperado debe producirse cuando
el alimento forma parte de una dieta variada que, ademads en el caso del vino, el alcohol
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limita ain mas su ingesta. Por Gltimo hay que considerar que las sustancias presentes
en los alimentos no estan como tales en fluidos biol6gicos y ademas sus concentra-
ciones son muy bajas.

Los compuestos polifendlicos no absorbidos llegan al colon donde son atacados por
la flora normal que libera gran variedad de compuestos fendlicos de bajo peso mole-
cular que conservan actividad antioxidante. El posible papel de la fraccion polifendlica
polimérica como precursor de otros compuestos antioxidantes que originalmente no
estan en el alimento es un aspecto interesante para el desarrollo de nuevos productos
derivados del sector vitivinicola. Recientemente se ha publicado cdmo el consumo de
fibra dietética antioxidante de la uva como suplemento dietético mejora el perfil lipidico
y la hipertension.

Ademds de los estudios en los que se evalda la biodisponibilidad de los compuestos
fendlicos midiendo la concentracion de sus derivados en fluidos bioldgicos, cabe con-
siderar otra forma de poner en evidencia los efectos antioxidantes y que consiste en
evaluar un biomarcador que pudiera ser representativo del efecto antioxidante. Quiza
entre estos uno de los mas usados en un elevado nimero de estudios sea la capaci-
dad antioxidante del plasma. La determinacion es sencilla se trata de someter plasma
extraido de un voluntario humano después de haber consumido vino a un test de acti-
vidad antioxidante como los descritos anteriormente (ORAC, FRAP). Si bien sus prin-
cipales defensores argumentan que es una medida sencilla que puede dar una idea del
efecto antioxidante del conjunto de compuestos ingeridos sobre un fluido bioldgico,
es cierto que hay diversas sustancias como el glutation o el acido drico que también
reaccionan. En estudios de intervencion se ha puesto de manifiesto que tras la ingesta
de 300 mL de vino tinto la capacidad antioxidante del plasma aumenta entre un 16 a
un 22,8% determinada con el método ORAC. En el caso de estudios de intervencion
a medio plazo de varias semanas no se han observado diferencias significativas en la
capacidad antioxidante del plasma tras el consumo de vinos blancos o vinos tintos.

Sin embargo, existen otros biomarcadores como la actividad de las enzimas antioxi-
dantes o los grupos tiol de las proteinas que se modifican tras la ingesta repetida de
vino. En este sentido se puede decir que el consumo repetido de vino modifica la activi-
dad de las enzimas enddgenas que constituyen parte de nuestro sistema antioxidante.
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POSIBLE EFECTO PROTECTOR DE LOS VINOS TINTOS
FRENTE AL ESTRES OXIDATIVO

M.? Luisa Gonzélez San José
Dpto. de Biotecnologia y Ciencia de los Alimentos. Universidad de Burgos.

En las dltimas dos décadas han proliferado los estudios enfocados a la evaluacion de la
actividad antioxidante de los constituyentes alimentarios, asi como de aquellos que aso-
cian esta actividad antioxidante con los efectos positivos para la salud, derivados de la
ingesta de determinados alimentos. La base general de todos ellos es que los antioxidan-
tes son necesarios y beneficiosos para evitar el estrés oxidativo que puede desencadenar
diferentes alteraciones fisioldgicas o fisiopatoldgicas como el cancer, enfermedad cardio-
vascular, disfunciones cerebrales, declive del sistema inmune, cataratas, envejecimiento,
etc. Asi, se hace hincapié en desarrollar habitos alimenticios saludables, entre los que se
encuentra el consumo de alimentos que aporten antioxidantes.

La denominada paradoja francesa, observacion de la existencia de cierta asociacion del
consumo de vino, especialmente del tinto, con una menor incidencia de enfermedades
cardiovasculares, mutagénicas y neurodegenerativas, fue el principio de multiples estu-
dios que han postulado que el consumo moderado de vino puede tener o tiene un efecto
beneficioso para la salud. Uno de los pilares de estas afirmaciones es el alto contenido de
compuestos con actividad antioxidante presentes en 10s vinos tintos, entre los que desta-
can los compuestos fendlicos y especialmente los flavonoideos (antocianos, flavanoles y
flavonoles, entre otros) vy los estilbenos (el resveratrol y sus derivados).

Hoy en dia es bien sabido que la adecuada evaluacion de las propiedades antioxidantes
de un alimento no puede hacerse por un (nico método y por tanto se tiende a hacer
evaluaciones mdltiples que definan el perfil antioxidante del alimento. En general, la ca-
pacidad antioxidante se evallia por métodos que valoran la capacidad para transferir
electrones (SET) o ceder hidrégenos (HAT), la capacidad para quelar metales y/o para
atrapar radicales libres, la capacidad de reaccion de sustancias de naturaleza diversa,
etc. Por otra parte, la actividad antioxidante puede ser evaluada por un amplio nimero
de métodos que constituyen una aproximacion in vitro de la capacidad de un determi-
nado alimento 0 compuesto de proteger a un sistema biol6gico de la excesiva oxidacion
provocada por especies reactivas, nitrogenadas u oxigénicas. Esta actividad se evalla
principalmente por métodos “scavenger” y de biomarcadores.

En la mayoria de los trabajos publicados en los que se han evaluado propiedades antio-
xidantes de vinos se describe el uso de uno a cuatro métodos, lo que es insuficiente para
definir adecuadamente el perfil antioxidante real del vino. Ademas, rara vez los métodos
aplicados son los mismos o se han aplicado en condiciones estandarizadas, por lo que se
hace muy dificil comparar datos, que a veces incluso son contradictorios. Recientemen-



34 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

te, nuestro grupo de trabajo ha propuesto un perfil que engloba datos de nueve métodos,
abarcando cinco quimicos, dos “scavenger” y tres biomarcadores, fruto de trabajos de
optimizacion de diversas metodologias ya descritas como adecuadas para determinar la
actividad antioxidante de los vinos, y de la blisqueda de otras que permitieran acercar-
se a los posibles efectos saludables a través de métodos bioldgicos o de proteccion a
biomoléculas. Los métodos seleccionados, agrupados por tipo de informacion, fueron
los siguientes: relativos a la capacidad antioxidante: ABTS; DPPH; DMPD; ORAC; FRAP
y PT; relativos a actividad scavenger: HRSA o actividad scavenger del radical hidroxilo y
SRSA o actividad scavenger del radical superdxido; y relativos a biomarcadores de estrés
oxidativo: inhibicién del dafio oxidativo al ADN por electroforesis en gel de agarosa y
evaluacion del dafo a bases nitrogenadas, y inhibicién de la peroxidacion lipidica en un
sistema microsomal.

La mayoria de los trabajos publicados, como ya se ha dicho, asocian principalmente el
potencial antioxidante de los vinos a su composicion fenélica. Hoy en dia la composicion
fendlica de los vinos ha sido ampliamente estudiada y se sabe que son numerosos los
factores que la afectan y modifican. Por ello definir adecuadamente el perfil antioxidante
de los vinos implica analizar un nimero amplio de ellos, y que en las muestras analizadas
encierren variabilidad debida al mayor nimero de actores posibles. Son muy pocos los
estudios llevados a cabo con un amplio nimero de vinos, y en su caso que encierren la
heterogeneidad propia de este tipo de productos, lo que hace que aln existan grandes
lagunas respecto al verdadero poder antioxidante de los vinos en general, o de algn tipo
de ellos en particular.

Nuestro grupo de investigacion lleva varios afios recopilando datos de vinos tintos y
distintas variedades, procedencias geograficas, edades, tipos de elaboraciones y crian-
zas, y ha estudiado el efecto de algunos de estos parametros sobre el perfil antioxidante
de vinos tintos. Ademas se ha evaluado la asociacion entre la composicion fendlica y
el potencial antioxidante de los vinos, y se ha planificado el estudio a dos niveles, uno
global, derivado de la comparacion de la dotacion fendlica global de los vinos y de sus
propiedades antioxidantes, y otro pormenorizado, enfocado esencialmente en la fraccion
antocidnica, en el que se ha comparado el potencial antioxidante de los vinos y el de su
fraccion antocidnica, aislada por cromatografia en columna.

Resumiendo los resultados obtenidos durante estos afios son destacables varios hechos:

1°.- Los vinos tintos, en general, tienen un potencial antioxidante elevado conjunto de
una serie de mecanismos de proteccion: HAT, SET, captura de metales y radicales,
proteccion de biomoléculas, etc.

2°.- No se detectan grandes diferencias en cuanto al potencial antioxidante de los di-
Versos vinos tintos estudiados ya que presentan balances globales similares (Figu-
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ras 1y 2), en los que descensos en su capacidad protectora por un determinado
mecanismo, por ejemplo SET o HAT, se ven compensados por aumentos en otra
como el potencial “scavenger” o la proteccion a biomoléculas.
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Figura 1. Perfil antioxidante de vinos tintos criados en barricas de distintos rebles

3°.- Aunque la respuesta a la pregunta si resulta saludable un consumo moderado de
vino sigue siendo sumamente compleja, los resultados apuntan a que el perfil an-
tioxidante del vino tinto presenta propiedades potencialmente beneficiosas para la
salud, especialmente debido a que los fenoles mayoritarios en estos vinos son los
antocianos, que ademas de haber presentado un elevado potencial antioxidante son
los fenoles que han mostrado mayor biodisponibilidad en trabajos de otros grupos.

Es claro que el potencial beneficio debe ser comprobado in vivoy siempre considerando
que cada individuo tiene respuestas diversas, antes de llegar a una conclusion final defi-
nitiva.
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Figura 2. Valores de las propiedades antioxidantes indicadas de vinos tintos de distin-
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BENEFICIO CARDIOVASCULAR DE ALGUNOS
ANTIOXIDANTES PRESENTES EN EL TE

Ezequiel Alvarez Castro
Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad de Santiago de Compostela

El té (Camellia sinensis) es una de las bebidas mas populares y consumidas en
todo el mundo. Constituye por ello una importante fuente nutricional de polifenoles,
fundamentalmente flavonoides del tipo flavanol o catequina. Segun el grado de fer-
mentacion del té en sus tres formas de verde, oolong y negro, la composicion poli-
fendlica pasa del predominio en catequinas a formas poliméricas de estas moléculas
del tipo de teflavinas y terubiginas.

En los Gltimos afios se han llevado a cabo una serie de estudios epidemiolégicos
sobre el posible beneficio cardiovascular del consumo de té. En este sentido, pese
a algunos datos discrepantes el andlisis global indica una relacién positiva entre el
consumo de la bebida y la salud cardiovascular, medida ésta como una disminucion
del riesgo de infarto de miocardio y de la mortalidad cardiovascular.

Los estudios sobre las causas de este beneficio sugieren que los polifenoles son
los principales responsables del efecto y que éste se debe a la suma de una serie de
acciones sobre el sistema cardiovascular que incluyen: defensa antioxidante, antiin-
flamatoria, antiproliferativa, antitrombética, vasorrelajante y antiaterogénica.

El efecto antioxidante quizas sea el mas relevante y desde luego, es el mas estudia-
do. Las catequinas del té han demostrado actividad antioxidante frente a diversos ra-
dicales libres como los aniones superdxido, el oxigeno singulete o el peroxinitrito. La
relevancia de este efecto reside en el hecho de que los radicales mencionados o0 sus
derivados han sido relacionados con el desarrollo de las enfermedades vasculares
mas importantes y frecuentes. Esto es, hipertension, aterosclerosis y vasculopatia
diabética. Todavia se desconoce el modo preciso en que los antioxidantes pueden
interferir en el desarrollo de estas enfermedades y por ello no han podido elaborar-
se estrategias terapéuticas en este sentido, pero avanzar en este conocimiento es
prometedor de importantes beneficios, debido a la alta morbilidad y mortalidad por
causas cardiovasculares en nuestra sociedad.

El potencial antioxidante de los polifenoles del té parece estar en relacion directa con
la presencia del grupo galoil en su estructura. Esto convierte a la epigalocatequina-
galato (EGCG) y a la teflavina-digalato en los componentes del té mas potentes.
Debido a esto y a su abundancia relativa en la planta y su infusion, la EGCG es con
diferencia la molécula mas estudiada.
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Este compuesto presenta una marcada actividad barredora de aniones superdxi-
do generados tanto de forma quimica, como enzimatica o por células como los
macr6fagos. En contraposicion, también se ha sugerido la posibilidad de que este
compuesto en solucion genere de forma espontanea perdxido de hidrégeno. Esta
cuestion parece contradecir el efecto antioxidante de la EGCG, aunque para algunos
autores supone otra estrategia para combatir la accion oxidativa ya que la exposicion
repetida al estrés oxidativo induce resistencia celular a altas concentraciones de ra-
dicales libres de oxigeno.

Ademas de la accidn directa sobre los radicales libres, los flavanoles del té presentan
otras acciones que contribuyen al efecto antioxidante global. Entre ellas, se cuentan
la capacidad para quelar iones metdlicos, la inhibicion de enzimas generadoras de
radicales libres y la induccion de la expresion de enzimas degradadoras de éstos.
Esta pléyade de acciones puede configurar un entorno en el que se bloguea la for-
macion de radicales tanto de forma quimica, por secuestrar los iones metalicos ne-
cesarios para las reacciones que los producen, como de forma enzimatica, al inhibir
especificamente las principales proteinas responsables de la produccion radicalaria.
Ejemplo de esto es la inhibicidn por parte de los componentes del té, de la xantina
oxidasa, la lipooxigenasa o la ciclooxigenasa. El aumento de los niveles proteicos
de aquellos otros enzimas capaces de degradar o metabolizar radicales de oxigeno,
sumado a la accion directa de las catequinas sobre los mismos que hemos descrito
anteriormente, acaban de conformar un panel defensivo frente a la oxidacion que,
actuando a diferentes niveles, va a limitar enormemente la accion y los efectos de los
radicales que se puedan producir.

El control del equilibrio de reduccidn-oxidacion (redox) en el interior de las células
puede constituir otra importante baza de los agentes antioxidantes, ya que existen
una serie de factores de transcripcion, cuya actividad se ve influenciada por la situa-
cion redox. Los factores de transcripcion son moléculas intracelulares que regulan la
expresion de una serie de genes, consecuentemente, existe una serie de genes que
se conoce que son sensibles al equilibrio oxidativo en la célula. En base a esto se
explica el efecto inductor (aumento de la expresion) de las catequinas sobre deter-
minados enzimas antioxidantes. Asi, los niveles de superdxido dismutasa, catalasa o
hemo-oxigenasa-1 pueden ser modificados a través de este mecanismo.

Existen otros genes afectados por este tipo de regulacion que son de gran impor-
tancia en el sistema cardiovascular, ya que participan en el desarrollo de la ate-
rosclerosis, una de las enfermedades vasculares de mayor morbilidad en nuestra
sociedad. Entran dentro de esta categoria genes para determinadas moléculas de
adhesion endotelial -molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1), molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y E-selectina. Todas ellas participan en la union de
células blancas a la superficie del endotelio vascular y su consiguiente extravasacion
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al tejido, donde participan en la captacion de lipoproteinas modificadas e inician
procesos inflamatorios que, de forma cronica, contribuyen a la retroalimentacion
de este ciclo. Esta situacion es lo que se conoce como aterogénesis, o fase inicial
de la enfermedad aterosclerotica. Otros genes afectados por el equilibrio redox son
determinadas citocinas proinflamatorias o quimiotédcticas del tipo de la interleuci-
na-8 o la proteina quimiotdctica de monocitos 1 (MCP-1), moléculas que participan
en el proceso aterogénico, exacerbando la respuesta inflamatoria y contribuyendo
al reclutamiento de monocitos hacia el tejido vascular, respectivamente. Factores
de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o el factor
de crecimiento epidermal (EGF), proteinas cuya expresion también es sensible al
equilibrio redox, participan en la fase proliferativa de la aterosclerosis, cuando se
conforma y crece la placa de ateroma y comienza a obstruir el flujo sanguineo a
través del vaso. Por lo tanto, la influencia en el equilibrio redox de la célula por parte
de las catequizas puede modificar los niveles de expresion de determinados genes
de importancia en el desarrollo de la enfermedad aterosclerdtica. Finalmente, la inhi-
bicidn de la oxidacion de lipoproteinas es otro mecanismo antioxidante de relevancia
ya que también puede frenar el proceso aterogénico. Las lipoproteinas captadas
del torrente sanguineo hacia el vaso son oxidadas y modificadas de forma que se
convierten en particulas fagocitables por los macrofagos, que a fuerza de acumu-
larlas en su interior se transforman en las llamadas células espumosas, que daran
origen a la placa de ateroma. Las catequinas son efectivos inhibidores de la oxida-
cion de lipoproteinas de baja densidad in vitro: lipoproteinas aisladas del organismo
y luego tratadas, aunque esta actividad, por circunstancias diversas, no siempre se
confirma en experimentos ex vivo, lipoproteinas que reciben el tratamiento dentro
del organismo y luego son aisladas para someterlas al experimento oxidativo. Para
explicar esta discrepancia se han propuesto varias hipotesis. En primer lugar, la alta
concentracion de catequinas empleada in vitro inicialmente se pensaba que no podia
alcanzarse in vivo, pero mas recientemente se ha demostrado que estos flavanoles
pueden acumularse en el organismo a concentraciones comparables a las emplea-
das in vitro. Ademas, la capacidad antioxidante de estas moléculas se mantiene en el
plasma. A lo que parece, deben tenerse en cuenta para la comparacion entre resul-
tados in vitroy ex vivo las variaciones inter-individuales en la biodisponibilidad de
los polifenoles del té, cuestion que fundamentalmente se relaciona con diferencias
en la microflora intestinal y en polimorfismos genéticos de enzimas implicados en el
metabolismo de los polifenoles.

Aparte del efecto antioxidante, los flavonoides del té han demostrado una serie de
acciones que también contribuyen al beneficio cardiovascular. En este sentido, los
efectos antiinflamatorios, antiproliferativo, antitrombético, vasorrelajante y antiate-
rogénico son acciones que suman contra el desarrollo de la enfermedad vascular y
ayudan a explicar los efectos epidemioldgicos observados.
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En resumen, los polifenoles presentes en el té presentan una serie de propiedades
demostradas experimentalmente, que podrian explicar los efectos beneficiosos so-
bre la salud cardiovascular observados en los estudios epidemioldgicos.
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EFECTOS VASODILATADORES DEL TRANSRESVERATROL

Francisco Orallo Cambeiro (1)
Dpto. de Farmacologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Santiago de Com-
postela

La baja incidencia de cardiopatia isquémica y otras enfermedades cardiovasculares en
la poblacion del sur de Francia, a pesar de tener una dieta rica en grasas saturadas y
unos factores de riesgo similares a los de otros paises industrializados (escaso ejerci-
cio, elevado consumo de tabaco, etc.), ha sido atribuida al mayor consumo continuado
y moderado de vino (especialmente de vino tinto) por dicha poblacién, fendmeno que
se denomina la paradoja francesa (Leger y col., 1979). Como los efectos beneficiosos
y protectores del vino son totalmente independientes de su contenido en alcohol, a lo
largo de estos dltimos afios se han llevado a cabo intensas investigaciones para iden-
tificar los principios activos responsables. Aunque dichos principios activos todavia
no se conocen, posiblemente debido a la compleja mezcla de sustancias presentes
en el vino con efectos opuestos sobre el sistema cardiovascular, existen varias mo-
léculas candidatas, entre las que se encuentran el trans-resveratrol o (E)-resveratrol
(3,4 ,5- trihidroxi-trans-estilbeno; +RESV) (Orallo, 2002; Orallo y col., 2006) y otros
compuestos polifendlicos.

Con todos estos antecedentes, hemos estudiado por primera vez la potencial actividad
vasodilatadora del +RESV en la aorta de rata mediante estudios funcionales y los me-
canismos por los que dicha actividad se produce, con el objeto de intentar dilucidar si
el +RESV puede estar implicado en los efectos protectores del consumo moderado y
prolongado de vino frente a la incidencia de diversas patologias cardiovasculares y de
intentar explicar el fenomeno de la paradoja francesa antes mencionado. El #RESV (1-
10 uM) no tuvo efecto sobre las contracciones inducidas por la (-)-noradrenalina (NA)
y por altas concentraciones de KCI extracelular en anillos de aorta de rata desprovistos
de endotelio. Sin embargo, relajod, de una forma dependiente de la concentracion, la
respuesta contractil producida por la NA (1 pM, Cl; = 3,4 + 0,32 uM, n = 5) o por
elevadas concentraciones de KCI (60 mM, Cl,; = 9,6 + 0,87 uM, n = 5) en anillos
intactos de aorta de rata (Orallo, 2002). Los correspondientes valores de las Gl pre-
sentaron diferencias significativas (P < 0,01). Los efectos vasodilatadores del -RESV
fueron completamente inhibidos por la N-nitro-L-arginina (L-NOARG, 0,1 mM) y por
el azul de metileno (10 pM) pero no se vieron afectados por la atropina (10 pM) y la
yohimbina (1 uM). El efecto inhibitorio producido por la L-NOARG fue antagonizado
por la L-arginina (0,1 mM) pero no por la D-arginina (Orallo, 2002). EI +RESV (1-100
UM) no modifico la actividad enzimatica de la sintetasa constitutiva de oxido nitrico
(NO") en homogeneizados de aorta de rata. Ademas, el -RESV (1-100 pM) no mostro
propiedades inactivadoras, neutralizadoras o “barredoras” (scavenger) de radicales
superoxido (0, ) ni inhibidoras de la xantina oxidasa porque no alter¢ la reduccion
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del azul de nitrotetrazolio (NBT) ni la oxidacion de la xantina a dcido urico utilizando el
sistema hipoxantina/xantina oxidasa (HX-X0) (Orallo, 2002).

El =RESV (1-10 pM) inhibi6 la actividad enzimatica de la nicotinamida adenina dinu-
cledtido/nicotinamida adenina dinucledtido fosfato [NADH/NADPH o NAD(P)H] oxida-
sa vascular en homogeneizados de aorta de rata, es decir, la sefial de quimioluminis-
cencia especifica emitida por la reaccion entre la lucigenina y los 0, generados a partir
del oxigeno y del NADH (el sustrato preferido por la NADH/NADPH oxidasa en la aorta
de rata). El valor de la Cl_;fue de 4,81 + 0,37 uM, n =5 (Orallo, 2002).

Todos los resultados anteriores demuestran que:

El efecto vasorrelajante caracteristico dependiente del endotelio del +RESV en la aorta
de la rata parece ser debido a un incremento de la actividad de la via de la L-arginina-
NO*-guanosina 3',5'-monofosfato ciclico (GMP ciclico, GMP ), posiblemente a través
de la inhibicién de la actividad de la NADH/NADPH oxidasa vascular, subsiguiente dis-
minucion de la biosintesis celular basal de 0, "y, por consiguiente, de la inactivacion
del NO" por dichos radicales (Figuras 1ay 1c).

La estimulacion de la sintetasa constitutiva de NO* presente en las células endoteliales
(de forma directa 0 mediada por la activacion de los adrenoceptores a, y de los recep-
tores muscarinicos endoteliales) no parece estar implicada en los efectos vasculares
del +RESV (Figura 1a). Por otro lado, dichos efectos tampoco se deben a propiedades
neutralizadoras de O, " ni a una inhibicion de la actividad enzimatica de la xantina
oxidasa (Figuras 1by 1c).
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Figura 1. a)Representacion esquematica de la ruta de la L-arginina-NO™-GMP ; b)reac-
ciones producidas en el sistema HX-XO; c)Figura de la biosintesis de O, - en células
vasculares a través de la activacion de la NAD(P)H oxidasa y de la XO

Ya que la actividad de la ruta L-arginina-NO*-GMP, parece ser defectuosa (baja) y
estar alterada (disminucion de la sintesis de NO*/incremento de la produccion de 0,
’) en patologias del sistema cardiovascular como la hipertension y la aterosclerosis
(Orallo, 2002; Orallo y col., 2006), basicamente debido a una actividad incrementada
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de la NADH/NADPH oxidasa, si el =RESV exhibiese un comportamiento similar en
los vasos sanguineos humanos, nuestros resultados permitirian sugerir que este
compuesto polifenélico natural podria desempefiar un papel importante en los efec-
tos cardioprotectores producidos a largo plazo por el consumo diario de moderadas
cantidades de vino.
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EFECTOS ANTITUMORALES DE ANTIOXIDANTES
NATURALES

Marta Cascante Serratosa
Dpto. de Bioguimica y Biologia Molecular. Instituto de Biomedicina. Universidad
de Barcelona (IBUB)

El cancer es el resultado de la progresiva acumulacion de alteraciones genéticas y
epigenéticas que llevan a una proliferacion acelerada, desordenada y descontrolada
de células de un tejido que invaden y desplazan, localmente y a distancia, otros
tejidos sanos del organismo. Para que un tumor adquiera malignidad debe adquirir
una serie de caracteristicas entre las que se destacan, entre otras, la capacidad de
crecimiento independiente de los factores de crecimiento, la capacidad invasivay la
capacidad de evadir la apoptosis.

La aparicion de un cancer no se debe a un tnico factor sino a la combinacion de va-
rios factores que se engloban de manera general en dos grupos: la herencia genética
y el ambiente. La primera conexion entre el cancer y la genética se propuso a princi-
pios del siglo XX, y esta idea ha servido como una de las bases de su investigacion
(Klung, 2000).

Laincidencia del cancer esta determinada por factores etioldgicos, como la inestabi-
lidad genémica, los factores dietéticos, la inestabilidad en secuencias microsatélites
o las alteraciones epigenéticas, y por la susceptibilidad individual (Kamangar y col.,
2006; Newcomb y col., 2007). Actualmente los tipos de cancer con mayor morta-
lidad son el cancer de pulmon, seguido del cancer colorrectal y en tercer lugar el
cancer de mama (Terstriep y Grothey, 2006).

El metabolismo energético de la célula tumoral ha atraido la atencion de los hioqui-
micos desde hace mas de 80 afios. Ya en la primera mitad del siglo pasado, Otto
Warburg describié que las células malignas eran capaces de fermentar la glucosa
consumida hasta lactato atn en presencia de oxigeno (Warburg y col., 1924). Dada
la ineficiencia energética de este proceso en comparacion con la respiracion mito-
condrial, el consumo de glucosa en las células tumorales se encuentra incrementado
con respecto a sus células vecinas, hecho diferencial que ha sido utilizado para la
deteccion de neoplasias mediante la técnica de PET (Gambhir, 2002).

Los mecanismos moleculares que hacen posible esta alta capacidad glucolitica han
sido ampliamente estudiados en los tltimos afios (Gatenby y Gillies, 2004; Matoba y
col., 2006). Debido a su crecimiento descontrolado, muchos tumores sélidos deben
progresar bajo condiciones de hipoxia. En esas condiciones juega un papel muy
importante el factor de transcripcion inducible por hipoxia 1 (HIF-1). Este factor,
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hace aumentar la expresion de varios enzimas glucoliticos (Dang y Semenza, 1999;
Rimpiy Nilsson, 2007). Aparte de la activacion oncogénica de HIF-1, otros mecanis-
mos que eventualmente provocan la activacion de la glucélisis han sido descritos.
Ciertamente, el metabolismo mitocondrial guarda una estrecha relacion con la pro-
gresion del tumor, no sélo a nivel energético, sino debido a la generacion de especies
reactivas de oxigeno (RQOS).

Durante el metabolismo aerobio se generan pequefias cantidades de ROS como
radical hidroxilo ("OH), anion superoxido (0,-) y peroxido de hidrogeno (H,0,), in-
dispensables en muchos procesos.

La produccion de ROS por parte de la mitocondria puede ser entendida como una
espada de doble filo. Por una parte ha sido descrito un aumento en el estrés oxida-
tivo en las células tumorales (Pelicano y col., 2004), debido seguramente a un mal
funcionamiento de la maquinaria mitocondria, que podria provocar un aumento en la
tasa de mutagénesis y asi inducir malignidad (Pelicano y col., 2004; Wallace, 2005).
Por otra parte, dado que la generacion de ROS puede desencadenar el proceso apop-
totico, este mecanismo ha sido propuesto para el tratamiento del cancer (Engel y
Evens, 2006; Mates y Sanchez-Jiménez, 2000).

El'incremento de la formacion de compuestos de oxigeno altamente reactivos (ROS:
Reactive Oxygen Species) como por ejemplo H,0, o radicales libres derivados del
oxigeno como el radical superoxido (0,”) y el hidroxilo (‘OH), se ha descrito, ademas
de en cancer, en un gran nimero de enfermedades que van desde los procesos
inflamatorios y alteraciones del sistema inmunoldgico hasta infartos de miocardio
(Mates y Sanchez-Jiménez, 2000).

Los radicales libres se generan in vivo como subproductos del metabolismo normal.
También se producen cuando un organismo esta expuesto a la radiacion ionizante,
a drogas con propiedades oxidantes o xenobidticos que pueden formar in situ me-
tabolitos que son radicales libres. Los radicales libres afectan practicamente todos
los aspectos de la biologia celular ya que pueden reaccionar y modificar un gran
namero de moléculas que constituyen el material estructural, metabélico y genético
de la célula.

Algunos de los efectos perjudiciales bien conocidos de una generacion excesiva de
ROS en los sistemas bioldgicos son la peroxidacion de los lipidos de membrana, la
oxidacion de los acidos nucleicos y azucares y la oxidacion de grupos sulfidrilo de
las proteinas.

Ademas a los radicales libres formados a partir del oxigeno se les atribuye la capaci-
dad de iniciar y promover la carcinogénesis.
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La propia célula tiene mecanismos de proteccion para defenderse de los radicales
libres pero el incremento de radicales libres que se produce en situaciones de en-
fermedad, ingestion de xenobibticos y otras situaciones de estrés ambiental como
exceso de radiaciones etc. pueden sobresaturar los sistemas de defensa celulares y
pueden producirse dafios irreparables en la célula que conduzcan a su muerte 0 a la
pérdida del control de proliferacion y su conversion en célula tumoral.

Los sistemas de desintoxicacion que tiene la propia célula para desintoxicarse de los
ROS son de cardcter enziméatico y no enzimético y constituyen lo que se denomina
“los sistemas antioxidantes de defensa”.

Los principales sistemas de defensa son l0s siguientes sistemas enzimaticos:

1) Superdxido dismutasa; 2) Catalasa; 3) Glutation peroxidasa; y 4) Los sistemas enzimdticos
de regeneracion del glutation.

Algunos sistemas enzimaticos como la superoxido dismutasa y la catalasa actian
especificamente contra ROS mientras que otros sistemas enzimaticos reducen gru-
pos tiol.

Los antioxidantes no enzimaticos son menos especificos y pueden actuar sobre
otros radicales organicos e inorganicos. Los antioxidantes pueden ser clasificados
como solubles en agua o bien liposolubles dependiendo si actian primariamente en
la fase acuosa o en la membrana.

Los antioxidantes hidrofilicos incluyen por ejemplo el &cido ascdrbico (vitamina
C) vy los antioxidantes liposolubles incluyen ubiquinoles, retinoides, carotenoides
y tocoferoles (como por ejemplo la vitamina E). Algunas proteinas plasmaticas y
el glutation (GSH) son ejemplos de antioxidantes endgenos mientras que el dcido
ascorbico, los carotenoides, los retinoides, los flavonoides y los tocoferoles cons-
tituyen ejemplos de antioxidantes provenientes de la dieta. Estos antioxidantes po-
seen la capacidad de secuestrar y anular varios radicales provenientes de oxigeno,
carbono, anillo fendlico etc., asi como otros tipos de ROS.

Actualmente, el interés de la comunidad cientifica hacia la correcta alimentacion ha
ido en aumento debido a la relacion directa de este factor etioldgico con la salud de la
poblacion. Un gran niimero de estudios apoyan la idea de que una dieta rica en frutas
y verduras tiene un efecto preventivo sobre el cancer y otras enfermedades debido
a su alto contenido en sustancias antioxidantes tales como el acido ascérbico y los
carotenoides. Sin embargo, no hay que olvidar que la fruta y los vegetales también
contienen una gran diversidad de flavonoides y compuestos fendlicos que pueden
actuar también como antioxidantes. Los flavonoides pueden funcionar como: 1)
quelantes de metales y agentes reductores, 2) antioxidantes secuestradores de ROS,



48 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

3) inhibidores de la formacion de radicales derivados de oxigeno, 4) protectores de
la degradacion del acido ascorbico.

Los polifenoles naturales presentes en la uva y en el té se han convertido en sus-
tancias muy apreciadas por su accion antioxidante y se encuentran presentes en
muchos suplementos nutricionales recomendados para prevenir el envejecimiento
y el cancer. Asimismo, la fibra dietética también es apreciada como fuente de pre-
vencion del cancer colorrectal, debido a sus propiedades reguladoras del intestino
(Kim, 2000).

Los efectos beneficiosos de los antioxidantes naturales, presentes en frutas y ver-
duras, como preventivos del estrés oxidativo que deriva en el dafio celular y en la
carcinogénesis han sido extensamente estudiados. Asi, se ha demostrado que dis-
tintos antioxidantes que mimetizan la accion de los sistemas enzimaticos de defensa
celulares son capaces de inhibir la tumorogenesis inducida por distintos agentes
carcinogénicos.

Uno de los grupos de antioxidantes naturales sobre el que mas estudios se han
realizado en los Gltimos afios es el de los flavonoides. Asi como el efecto preventivo
de la aparicion de tumores de los antioxidantes naturales presentes en la dieta esta
ampliamente reconocido, el efecto de los antioxidantes sobre el tumor ya formado
ha sido objeto de controversia.

Es bien sabido que existen principalmente dos caminos a través de los cuales se
produce la muerte celular: La necrosis y la apoptosis. En la necrosis tipicamente
conlleva que la célula se hinche, se produzca la consecuente lisis celular y respuesta
inflamatoria. La muerte por necrosis se traduce en 1a liberacion de material intrace-
lular que desencadena la respuesta inflamatoria. En cambio la apoptosis se consi-
dera una muerte celular programada ya que la célula pierde volumen, los niicleos
se condensan y en general, aunque no siempre, se produce la fragmentacion del
DNA. La apoptosis conlleva la liberacion de muy poco material intracelular con lo
que no se produce respuesta inflamatoria. Los cuerpos apoptoticos producidos son
eliminados por los macréfagos. En la célula existen mecanismos de vigilancia y con-
trol de manera que cuando se detecta alteracion irreversible en el material genético
deberian activarse los mecanismos que conducen a la apoptosis.

La apoptosis y el cancer se consideran fendmenos opuestos ya que en la célula
tumoral a pesar de tener anomalias a nivel genético, la apoptosis no se produce
espontaneamente como deberia de ocurrir. Los antioxidantes naturales como los fla-
vonoides pueden actuar como un arma de doble filo ya que muchos de ellos a altas
concentraciones puede actuar como prooxidantes (Decker, 1997). Asi, a concentra-
ciones moderadas, pueden actuar como secuestradores de ROS, disminuyendo la
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elevada concentracion que presenta la célula tumoral e interfiriendo asi en su proli-
feracion. Sin embargo, a altas concentraciones pueden actuar como productores de
ROS induciendo la apoptosis celular.

Los radicales libres, y en particular las ROS, se han propuesto como un mediador
comin para la apoptosis. Por otro lado, a pesar de la extensa evidencia a favor de
que las ROS jueguen un papel crucial en la apoptosis, existen también datos indica-
tivos de que las ROS no son esenciales.

Por lo que se refiere a la gran familia de antioxidantes constituida por los flavonoi-
des, se han descrito diversos compuestos capaces de inducir apoptosis en distintas
lineas celulares (para una revision ver Middleton y col., 2000).

Los mecanismos a través de los cuales los antioxidantes acttian inhibiendo la pro-
liferacion tumoral y favoreciendo la regresion del tumor van siendo poco a poco
elucidados. Ademas se ha descrito que el efecto de los antioxidantes naturales pre-
sentes en la dieta es selectivo para las células tumorales, lo cual representa uno de
sus mayores atractivos a nivel farmacoldgico.

Entre la gran cantidad de antioxidantes naturales que existen, en nuestro laboratorio
nos hemos centrado en el estudio de polifenoles bioactivos derivados de subpro-
ductos vinicolas. Dichos productos se han obtenido a partir de un fraccionamiento
de extractos primarios de bagazos de uva mediante la técnica de HPLC. Las diversas
fracciones extraidas estan formadas por monomeros y polimeros de catequinas y
flavanoles.

Los estudios que se han llevado a cabo han demostrado que fracciones de los ex-
tractos de uva con alto grado de galoizacion poseen propiedades antitumorales y
podrian ser utilizados en la prevencion y el tratamiento del cancer (Lizarraga y col.,
2007). Ademas actualmente también estamos realizando estudios que indican que la
fibra dietética combinada con antioxidantes presentes en la uva podria ser efectiva
en la prevencion y el tratamiento del cancer de colon.
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CANCER PROSTATICO: EFECTO DE FITOESTEROLES
(PS) Y POLIFENOLES (PF) SOBRE EL CRECIMIENTO
CANCERIGENO Y LA METASTATIZACION

Maria Jesiis Niiiez-lglesias, Silvia Novio y Manuel Freire-Garabal Niifiez
Dpto. de Farmacologia. Facultad de Medicina y Odontologia. Universidad de
Santiago de Compostela

Una de las lineas de trabajo de nuestro grupo de investigacion versa sobre el efec-
to de diferentes compuestos y factores biol6gicos sobre el crecimiento tumoral y
metastatizacion, empleando para ello diversos modelos de céncer. Actualmente,
nuestro trabajo se ha centrado en el estudio del cancer de prostata (CaP). Esta en-
fermedad es la neoplasia maligna invasiva mas comdn (Jermal y col., 2005) en los
paises occidentales. A pesar de una mayor vigilancia y deteccion precoz, el CaP
sigue ocupando el segundo lugar como causa de muerte relacionada con el cancer.
Por tanto, son necesarias nuevas actitudes terapéuticas con las que abordarlo.

El tratamiento del CaP metastéasico es un importante desafio para médicos debido a
su comportamiento refractario y a su resistencia a quimioterapias convencionales.
Estudios previos han demostrado que sustancias antioxidantes naturales tales como
el resveratrol o la genisteina pueden inhibir la iniciacién, promocidn y progresion
de la tumorigénesis. A la hora de determinar efectos beneficiosos de componentes
naturales sobre el CaP, dos aspectos claves relacionados con dicho proceso deben
ser tenidos en cuenta: angiogénesis y metastasis.

Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso esencial implicado en el desarrollo y progresion del
cancer prostatico (Guo y col., 2007). El factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) es un regulador esencial del proceso angiogénico durante la carcinogénesis
prostatica. En nuestros estudios hemos investigado posibles mecanismos antian-
giogénicos de diversas moléculas, principalmente fitosteroles (PS) y polifenoles
(PF) de origen natural, sobre la expresion de VEGF en cultivos celulares e in vivo.

Células cancerigenas prostaticas humanas androgeno insensibles PC-3 y PC3-M
son cultivadas bajo condiciones in vitroy durante diferentes periodos de experimen-
tacion, bajo la influencia de PS y PF incorporados al medio de cultivo en diferentes
concentraciones. Se extrae el sobrenadante y se miden las concentraciones de VEGF
mediante la técnica de ELISA. Por otra parte, y tras despegar las células de los poci-
llos con tripsina, la expresion génica de VEGF se determina por RT-PCR.



52 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

El efecto de estas sustancias también es estudiado en un modelo angiogénico in vi-
tro con células endoteliales adrticas bovinas (BAECs), siguiendo los procedimientos
previamente descritos (Mantell y col., 2000). La angiogénesis se cuantifica mediante
un sistema de andlisis de imagen computarizado. Las células con crecimiento elon-
gado son representadas digitalmente, y el drea ocupada por éstas es determinada
expresandose como un porcentaje del area total.

Por otra parte, también se realizan ensayos de apoptosis con kits comerciales. Los
nicleos celulares se examinan mediante microscopia de fluorescencia tras efectuar
una tincion con naranja de acridina. La integridad del ADN extraido de las células
cultivadas sobre discos cubiertos con gelatina se determina en presencia de los
mismos compuestos utilizados en la técnica de ELISA.

Para los estudios in vivo (Mantell y col., 2000) se realizan dos implantes subcuta-
neos en la region dorsal de ratones desnudos BALB/c nu/nu hembra, de 6 semanas,
bajo anestesia con halotano. Transcurridos 6 dias, en cada ratén se realiza, bajo
anestesia con fluotano, un implante subcutaneo de células PC3 en cada flanco. El
crecimiento tumoral se monitoriza semanalmente. Después de 8 semanas, los ra-
tones son sacrificados y los tumores extraidos. Finalmente, se realiza tincién his-
toquimica de secciones tumorales obtenidas por criocongelacion y se determina la
densidad microvascular.

Estudios de metastatizacion

La proteina quinasa activada por mitdgeno (MAP) p38 regula la activacion de la me-
taloproteinasa de la matriz tipo 2 (MMP-2) y la invasion celular. Algunas sustancias
que bloguean el crecimiento prostatico también impiden la activacion de la MAP
quinasa p38 mediada por el factor de crecimiento transformante beta (TGFbeta) (Xu
y Bergan, 2006). Recientemente, se han identificado a la proteina quinasa 2 activada
por MAP guinasas (MAPKAPK2) y a la proteina de choque térmico 27-kDa (HSP27)
como reguladores derivados de la accion de la p38MAPK.

Nuestro grupo de trabajo ha desarrollado ensayos in vitro empleando células PC3 y
PC3-M para determinar los efectos de nuevas sustancias sobre la cascada metasta-
sica derivada de la activacion de MMP-2 por el TGF-beta, analizando la expresion de
la quinasa de adhesion focal (FAK), la p38MAPK y la HSP27 mediante western blot
y zimografia.

Ademas, hemos estudiado el efecto de diferentes PS y PF en ensayos de invasion ce-
lular, segtn protocolos previamente descritos (Huang y col., 2005; Liu y col., 2002;
Xu 'y Bergan, 2006). Brevemente, 24 horas después de la siembra, las células PC3 y
PC3-M son transfectadas con un vector de expresion junto al vector 3-galactosidasa
(pCMV-B-gal) para permitir la deteccion de las células transfectadas. Al dia siguiente,
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las células son disociadas, colocandose la suspensidn celular en el compartimiento
superior de una camara de Boyden de 48 pocillos, y permitiéndose que las células
migren durante un periodo de 10 horas a través de membranas Nuclepore (didmetro
de poro 8 pm). Previo procesamiento de las membranas y tincién Diff-Quick (Dade
Behring AG, Dudingen, Switzerland) se realiza el contaje de células invasoras y no
invasoras empleandose coordinadas de campo predeterminadas.

En resumen, mediante los procedimientos anteriormente sefialados, nosotros te-
nemos informacion preliminar pero fehaciente sobre propiedades terapéuticas de
moléculas PS y PF aportadas por otros miembros de la red Antioxgal sobre el cancer
prostatico. Nuestros resultados sientan una base férrea para la realizacion de futuros
ensayos clinicos.
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ANTIOXIDANTES NATURALES EN REPRODUCCION
HUMANA. PAPEL DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA
FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO: UTILIDAD
DEL TRATAMIENTO ANTIOXIDANTE

Juan G. Alvarez
Biologia Reproductiva. Harvard Medical School. Boston. MA (EEUU)

Introduccion

La integridad del genoma paterno es de vital importancia en el inicio y mantenimien-
to de un embarazo a término tanto in vivo como in vitro. En general, espermatozoides
con el DNA dafado pueden fecundar ovocitos en metafase Il con la misma eficacia que
espermatozoides con DNA intacto (Aitken y col., 1998). Sin embargo, la presencia en
el embrion de ciertas modificaciones a nivel de nucledtidos y/o fragmentacion en las
cadenas del DNA procedentes del complemento genoémico paterno (que no hayan sido
reparadas por el ovocito después de la fecundacion) es incompatible con un desarrollo
embrionario y fetal normal.

Se estima que un 25% de las causas de infertilidad masculina son de origen idiopético.
La etiologia de algunas de estas causas podria estar relacionada con dafio de DNA en los
espermatozoides. Sin embargo, este dafio podria ser reparado por el ovocito después de
la fecundacidn. Esto va a depender sobre todo (i) de la calidad citoplasmatica y gendmica
del ovocito; v (i) del grado de daiio en las cadenas de DNA del espermatozoide que haya
fecundado al ovocito. Dado que la capacidad del ovocito de reparar este tipo de dafio
disminuye con la edad y que, al mismo tiempo, el nivel de fragmentacion de DNA en los
espermatozoides aumenta, ello podria explicar, al menos en parte, la disminucion signi-
ficativa en la tasa de embarazo que se observa en parejas de edad avanzada. Este tipo
de dafio en las cadenas de DNA podria encontrarse en embriones con un complemento
cromosomico normal. Es decir, la presencia de dafio de DNA no reparado por encima
de un umbral critico en embriones generados tanto in vivo como in vitro podria explicar
el paro en el desarrollo embrionario que se produce tras la implantacién de embriones
con un cariotipo normal. Estudios recientes sugieren que este tipo de dafio se expresa
a partir del dia 3 de desarrollo embrionario y ha sido caracterizado como Jate paternal
effects (Tesarik y col., 2004).

Cabria puntualizar que el dafio de DNA que pudiera encontrarse en el embrion no tiene
porque estar exclusivamente relacionado con el dafio de DNA en el espermatozoide que
haya fecundado al ovocito. Este dafio podria provenir también del ovocito o de ambos.
Sin embargo, dado que (i) el andlisis de fragmentacion de DNA en gametos es destruc-
tivo; (i) este dafio podria variar de un ovocito a otro; y (iii) el nimero de ovocitos es
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limitado, esto no nos ha permitido estudiar hasta ahora la presencia de esta patologia en
ovocitos. En cambio, el uso de tests que permitan el estudio del grado de fragmentacion
de DNA (especialmente cuando se trata de dafio de DNA de cadena doble) en blastome-
ras de embriones obtenidas para DGP, podria aplicarse al estudio de la integridad de la
cromatina embrionaria. El uso combinado de PCR, de sondas cromosomicas y de tests
de fragmentacion de DNA nos permitiria estudiar de forma simultanea la presencia de
enfermedades monogénicas, aneuploidias y el grado de fragmentacion de DNA en el
embridn, permitiéndonos asi seleccionar los embriones de mejor calidad gendémica.

Mecanismos de fragmentacion del DNA espermatico

¢Gomo se produce la fragmentacion de DNA en los espermatozoides? El dafio de DNA
en los espermatozoides puede afectar tanto el DNA mitocondrial como el nuclear y pue-
de ser inducido por cinco mecanismos principales: (i) apoptosis durante el proceso de
espermatogénesis; (ii) roturas de DNA o “nicks” producidos durante el remodelado de
la cromatina que tiene lugar durante el proceso de espermiogénesis; (iii) fragmentacion
de DNA a nivel post-testicular inducida por ROS y caspasas/endonucleasas durante el
paso de los espermatozoides a través del epididimo; (iv) fragmentacion de DNA inducida
por caspasas y endonucleases espermaticas; y (v) fragmentacion de DNA inducida por
radio y quimioterapia. De estos cinco mecanismos, quizas en el que juega un papel mas
importante sea la fragmentacion de DNA a nivel post-testicular durante el transporte de
los espermatozoides a través del epididimo. Esto viene avalado por estudios previos que
demuestran que la fragmentacion de DNA es mas alta en espermatozoides del epididimo
(Steele y col., 1999) y eyaculados (Greco y col., 2005; Ollero y col., 2001) que en esper-
matozoides testiculares (Greco y col., 2005).

1. Induccion de apoptosis durante el proceso de espermatogénesis. Durante el proce-
so de espermatogénesis tiene lugar un screening celular importante que resulta en la in-
duccion de apoptosis en un 50-60% de las células germinales que entran en la meiosis|.
Estas células earmarked con marcadores apoptoticos tipo Fas deberian ser fagocitadas y
eliminadas por la célula de Sertoli, a la cual se encuentran asociadas (Billig y col., 1996;
Pentikainen y col., 1999; Sakkas y col., 1999). Sin embargo, esto no siempre va a ocurrir
y un porcentaje variable de estas células germinales entran en el proceso de remodela-
do celular de la espermiogénesis (que es el que determina la morfologia espermatica)
apareciendo posteriormente en el eyaculado. En relacion a este proceso de screening
fallido, los resultados de un estudio reciente sugieren que existe una disociacion entre
la calidad genomica de la célula germinal y el remodelado espermatico que tiene lugar
durante la espermiogénesis (Burrello y col., 2004). Es decir, una célula germinal puede
tener el ndcleo “pulverizado” por apoptosis o ser aneuploide y sin embargo el esperma-
tozoide resultante tener una morfologia normal. De ahi que cuando se microinyecte un
espermatozoide de morfologia normal, esto no nos garantiza que el genoma sea normal.
Lo que si se ha constatado es que cuando existe oligospermia, la probabilidad de que un
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espermatozoide con morfologia normal sea aneuploide es mucho mayor que Si existe
normozoospermia (Burrello y col., 2004). Esto probablemente esté relacionado con un
bloqueo madurativo parcial asociado a alteraciones meidticas. Por Gltimo, el hecho de
que un porcentaje variable de espermatozoides en el eyaculado expresan marcadores
apoptoticos del tipo de Fas, fosfatidilserina, Bcl-X,, p53 (Sakkas y col., 2002) podria
utilizarse para seleccionar espermatozoides no apopt6ticos en muestras de semen. Un
método desarrollado recientemente en esta direccion es el utilizado para separar es-
permatozoides apoptéticos de espermatozoides no-apopt6ticos mediante el uso de las
columnas de ANnexin-conjugated MicroBeads (ANMB Microbead Kit, Miltenyi Biotec,
Germany). El principio en el que estan basadas estas columnas es que los espermato-
zoides apoptoticos expresan fosfatidilserina en la hemicapa externa de la membrana y se
unen a la anexina V. Al aplicar un campo magnético a las columnas, los espermatozoides
unidos a la anexina V conjugada con las microparticulas magnéticas serian retenidos en
la columna, mientras que los no-apoptoticos pasarian a través de la misma (Grunewald
y col., 2001). Otro método, quizds mas especifico, seria la seleccion de espermatozoides
apoptaticos por técnicas de inmunoadsorpcion fase sdlida mediante el uso de anticuer-
pos anti-Fas adheridos a placas de Petri.

2. Roturas de DNA durante el proceso de espermiogénesis. Alteraciones en el proceso
de remodelado de la cromatina espermatica durante la espermiogénesis podrian resul-
tar en fragmentacion de DNA. McPherson y Longo han postulado que la presencia de
roturas en el DNA podria ser indicativa de maduracion incompleta durante la espermio-
génesis. Para que se produzca el empaquetamiento de la cromatina del espermatozoide
es necesaria la actividad de nucleasas endégenas que corten y liguen el DNA durante su
protaminacién. Estos cortes proporcionarian una liberacion de estrés torsional ayudando
asi al empaquetamiento de la cromatina durante el desplazamiento de las histonas por
las protaminas (McPherson y Longo, 1992, 1993a, b). Alteraciones en el control de este
proceso podrian resultar en roturas de DNA no reparadas. Estas alteraciones se produ-
cirian antes de la espermiacion.

3. Fragmentacion de DNA a nivel post-testicular. Estudios recientes demuestran que
espermatozoides inmaduros que producen niveles elevados de ROS pueden inducir
dafno de DNA en espermatozoides maduros. Este dafio se produciria después de la es-
permiacion durante la comigracion de espermatozoides maduros e inmaduros desde los
tibulos seminiferos al epididimo (Ollero y col., 2001). Dado que los espermatozoides
se encuentran en intimo contacto en el epididimo, y que la vida media de los ROS es
del orden de nano a microsegundos, esto facilitaria el que los ROS induzcan fragmen-
tacion de DNA a nivel del epididimo, ya sea actuando directamente sobre el DNA o bien
indirectamente mediante la activacion de endonucleasas y caspasas espermaticas. Esto
es consistente con el hecho de que la co-centrifugacion de espermatozoides inmaduros
(que producen niveles elevados de ROS) con espermatozoides maduros resulta en la
induccidn de fragmentacion de DNA en estos (iltimos, ya que en estas condiciones estos
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espermatozoides también se encontrarian en intimo contacto (Twigg y col., 1998). Esto
también es consistente con el hecho de que la exposicion in vitro de espermatozoides
maduros a ROS resulta en dafo significativo de DNA (Aitken y col., 1998; Lopes y col.,
1998). Por otra parte, el mismo epididimo podria también jugar un papel activo a la hora
de inducir fragmentacion de DNA en los espermatozoides a su paso por el mismo, ya sea
producido por radicales libres como el anién superdxido (Britan y col., 2006), el radical
hidroxilo o el 6xido nitrico, 0 bien mediante la activacion de caspasas y endonucleasas
espermaticas por agentes toxicos o por factores epididimarios. En el primer caso, este
tipo de dafio podria prevenirse mediante el uso de agentes antioxidantes, mientras que
en el segundo caso este tratamiento careceria de eficacia. Esto viene avalado por los re-
sultados recientemente publicados por Greco y col. (2005) donde el uso de antioxidantes
produjo una reduccion significativa en los niveles de fragmentacion de DNA.

Probablemente, los espermatozoides que expresen un mayor dafio de DNA sean aque-
llos que adquieran un menor grado de crosslinking de puentes disulfuro en la cromatina
espermatica durante su maduracidn en el epididimo. En este sentido, estudios recientes
han demostrado que, en general, el grado de fragmentacion de DNA en espermatozoides
eyaculados es mas alto que en espermatozoides testiculares (Greco y col., 2005; Steele y
col., 1999), y que en espermatozoides del cuerpo y cabeza del epididimo (que es donde
se completa el proceso de crosslinking) y que la induccion de fragmentacion de DNA en
los espermatozoides a su paso por el epididimo podria estar relacionada con la calidad
genomica del espermatozoide. Es decir, ademas del mecanismo de screening de la cé-
lula de Sertoli, al que haciamos referencia antes, existiria otro mecanismo de screening
a nivel del epididimo dirigido a eliminar espermatozoides gendmicamente defectuosos
(Suganumay col., 2005).

El dafio potencial de DNA que los espermatozoides pueden experimentar a su paso por
el epididimo tiene una gran trascendencia clinica, ya que en casos de niveles elevados
de fragmentacion de DNA en semen y fallo en dos 0 mds ciclos de FIV/ICSI, podria recu-
rrirse a la microinyeccion de espermatozoides testiculares obtenidos mediante la técnica
de TESA o TESE (preferiblemente TESA, dado que es menos invasiva y gozaria de una
mayor aceptacion por parte del paciente y del ginecélogo). Esto viene avalado por los
resultados obtenidos en un estudio publicado por Greco y col. (2005) donde la microin-
yeccion de espermatozoides testiculares en pacientes con un nivel de fragmentacion de
DNA en semen > 15%, medido por el test TUNEL, resulté en una tasa de embarazo del
44 4%, mientras que con espermatozoides eyaculados la tasa de embarazo evolutivo fue
del 0%.

Cabe destacar que la fragmentacion de DNA inducida por el radical hidroxilo resulta en la
formacion de 8-OH-guanina y 8-0H-2"-deoxiguanosina en un primer estadio seguido de
fragmentacion de DNA de cadena sencilla o de cadena doble (Cui y col., 2000). Mientras
que el dafio de DNA del primer tipo pudiera ser reparado por el ovocito, la fecundacion de
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un ovocito por un espermatozoide con fragmentacion de DNA de cadena doble extensiva
es practicamente irreversible e incompatible con el desarrollo de un embarazo a término.
Dado que valores de fragmentacion de DNA en espermatozoides eyaculados > 20%, me-
didos por TUNEL (Sergerie y col., 2005), 0 > 30%, medidos por el test SCSA (Evenson
y col., 1999), estdn asociados a tasas de embarazo < 5%; la hip6tesis que se ha venido
postulando hasta ahora es que si bien un 20% y 30% de los espermatozoides tienen
roturas en las cadenas de DNA, el resto de los espermatozoides podrian tener modifi-
caciones en las bases de DNA del tipo de 8-OH-guanina y 8-0H-2"-deoxiguanosina. Por
lo tanto, la probabilidad de que un espermatozoide con DNA normal fecunde al ovocito
seria mucho mas baja que la esperada con un valor de fragmentacion de DNA del 20% o
30%, respectivamente. Es decir, ademas de la fragmentacion de DNA medible del 20% y
30%, el 80% y 70% restante de los espermatozoides, tendrian otro tipo de dafio que no
miden los test habituales de fragmentacion de DNA y que, de no ser reparado, no seria
compatible con el desarrollo de un embarazo a término. Este concepto ha sido designado
como el “efecto iceberg” (Evenson y col., 1999). Sin embargo, en la actualidad se baraja
otra hip6tesis alternativa: dado que en algunos estudios se encuentra una correlacion en-
tre un valor patoldgico de fragmentacion de DNA y bajas tasas de embarazo en técnicas
de reproduccion asistida y en otros no se encuentra esta correlacion, incluso en parejas
con un perfil de factor femenino muy similar y sin factor masculino genético (FISH en
semen y meiosis normal), lo mas probable es que esta aparente discrepancia esté rela-
cionada con el tipo de dafio de DNA: es decir, si el dafio del DNA espermatico es reparable
0 no por el ovocito. Dos pacientes pudieran tener un mismo valor de fragmentacion de
DNA, e.g., 40%, y sin embargo en un caso el dafio ser reparable y en el otro no. Por lo
tanto, estariamos hablando de subpoblaciones de varones con diferentes tipos de dafio
de DNA, mas que de valores absolutos de fragmentacion de DNA (Alvarez y col., 2004).

4. Activacion de caspasas y endonucleasas espermaticas. La activacion de caspasas
y endonucleasas en espermatozoides diferenciados por factores fisicoquimicos puede
inducir también fragmentacion del DNA espermatico. Estudios previos indican que la ex-
posicidn de espermatozoides de raton in vitro a 40°C resulta en un aumento significativo
en el grado de fragmentacion del DNA (Sailer y col., 1997). Mas recientemente, Banks y
col. han demostrado la induccion de fragmentacion de DNA en espermatozoides de raton
in vivotras haber sido expuestos los testiculos a una temperatura de 42°C (Banks y col.,
2005). Dado que la fragmentacion de DNA se encontro en espermatozoides aislados del
epididimo una hora después del estimulo. Los autores concluyeron que el dafio observa-
do tendria que haberse producido en los espermatozoides a su paso por epididimo y que
podria ser causado por radicales libres o por activacion de caspasas y endonucleasas
espermaticas.
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Tratamiento de la fragmentacién del DNA espermatico

Basado en lo expuesto anteriormente se deriva que el tratamiento del estrés oxidativo
epididimario con antioxidantes podria ser de gran utilidad a la hora de reducir, al menos
en parte, el dafio del DNA espermatico y mejorar las tasas de embarazo en parejas de
infertilidad. De hecho, estudios previos (Greco y col., 2005) indican que el tratamiento
con vitaminas E y C reduce de forma significativa la fragmentacion del DNA espermatico.
Sin embargo, estudios recientes indican que el uso a largo plazo de este tipo de antio-
xidantes puede dafar la cromatina espermatica (Menezo y col., 2007), quizds debido
a que se altera el equilibrio de oxido-reduccion en las células del epitelio epididimario
donde la produccion de radicales libres es utilizada para la oxidacion de los puentes
disulfuro de las protaminas de la cromatina espermatica (Britan y col., 2006). Por otra
parte, agentes antioxidantes tipo diclofenaco no parecen interferir con este equilibrio
de oxido-reduccion y producen resultados satisfactorios a largo plazo. El mecanismo
por el cual el diclofenaco previene la fragmentacion del DNA espermatico es indepen-
diente de su efecto anti-inflamatorio. Sin embargo, en casos de procesos inflamatorios/
infecciosos en el epididimo, el efecto anti-inflamatorio del diclofenaco podria contribuir
a reducir el estrés oxidativo, ya que se ha demostrado que factores pro-inflamatorios
pueden magnificar de forma considerable la produccion de radicales libres por parte
de espermatozoides inmaduros (Saleh y col., 2002). Estudios previos indican que el
diclofenaco actia como antioxidante a través de un doble mecanismo: (i) quelante de
metales pesados que catalizan la reaccidn de Haber-Weiss entre le anion superdxido y el
peroxido de hidrogeno; y (i) actuando directamente como scavenger del radical hidroxilo
(Aruoma y Halliwell, 1988). La dosis inicial de diclofenaco habitualmente utilizada es de
50 mg cada 12 horas durante al menos 4 semanas. También se suele combinar con un
antibidtico tipo doxiciclina (100 mg cada 12 horas durante dos semanas) para tratar una
posible infeccion subclinica a nivel del epididimo causada sobre todo por Ureaplasma
y Chlamydia trachomatis (Gallegos y col., 2007). Una vez que se haya llevado a cabo
este tratamiento inicial, se recomienda continuar el tratamiento de diclofenaco cada dos
semanas para prevenir la fragmentacion del DNA espermatico que se pueda producir
a nivel post-testicular. La razén por la cual se establece un periodo de tratamiento de
dos semanas esta relacionada con el tiempo de transito de los espermatozoides por el
epididimo, que es aproximadamente de una semana.

0semanas | 1semana | 4 semanas | 8 semanas

Control 17,3£2,01" 17818 185+22 192:19
Diclofenaco  18,0+220 12,0:£09 124+06 11,5:06
p=0,81 p<0,01 p<0,01 p<0,01

Tabla 1. Efecto del diclofenaco en los niveles de fragmentacion del DNA espermatico
'valores representan la media + la desviacion estandar
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Conclusiones

El estrés oxidativo en el epididimo juega un papel muy importante en la fisiopatologia
de la infertilidad masculina. Los radicales libres, y en particular el radical hidroxilo,
inducen dafio de DNA tipo 8-OHdG y fragmentacion de DNA de cadena sencilla y
cadena doble, ademés de la peroxidacion de fosfolipidos de membrana (Alvarez y
Storey, 1995). Este dafio post-testicular puede o bien prevenirse, al menos en parte,
mediante tratamiento farmacoldgico con antioxidantes o bien mediante el uso de
espermatozoides testiculares en combinacion con técnicas de reproduccion asistida
(TESA-ICSI). Ademas, la seleccion de espermatozoides mediante columnas de An-
nexin V o el uso de Confocal Light Absorption Scattering Spectroscopy (CLASS) nos
va a permitir en un futuro préximo poder seleccionar espermatozoides con bajos ni-
veles de fragmentacion de DNA o incluso con la cromatina intacta, respectivamente.
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OXIDACION LIPIDICA Y EVALUACION DE ANTIOXIDANTES

Edwin Frankel
Universidad de California. Davis. EEUU

Oxidacion producida por los radicales libres

La oxidacion de aceites comestibles es un problema importante para la industria
alimentaria debido al considerable aumento en el uso de grasa y aceites polinsatu-
rados que proceden de vegetales y pescados, hecho este unido al abandono del uso
de antioxidantes sintéticos y al enriquecimiento de algunos alimentos con hierro.
La oxidacion de los lipidos provoca la aparicion de aromas y olores rancios en ali-
mentos y esto conlleva una disminucion en la calidad nutricional y por consiguiente
problemas de seguridad alimentaria debido a la formacion de productos secundarios
después del procesado y también cocinado.

La oxidacion de los lipidos ocurre mediante un mecanismo en cadena iniciado por
radicales libres y en el que se pueden encontrar los siguientes procesos: iniciacion,
propagacion y terminacidn. Estas etapas constan a menudo de complejas cadenas
de reacciones (Figura 1).
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Figura 1. Cinéticas de oxidacién

1. Iniciacion. En presencia de iniciadores, los lipidos insaturados (RH) pierden un
atomo de hidrégeno, dando lugar a un radical libre.

RH —H" +R"

2. Propagacién. El radical alquilo de los lipidos insaturados reacciona muy rapida-
mente con el oxigeno molecular para formar radicales peroxilo. Esta etapa siempre
es mucho mas rapida (k=107°) que la siguiente reaccion de transferencia de hidré-



64 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

geno con los lipidos insaturados para dar lugar a la formacion de hidroper6xidos
(ROOH) que son productos primarios de las reacciones de oxidacion. Debido a que
esta etapa es lenta y por lo tanto limitante el secuestro de H de los lipidos insatura-
dos se realiza de forma selectiva desde los enlaces hidrdgeno mas débiles.

R* +0,— ROO’

ROO* + RH — ROOH +R°

3. Terminacién. En presencia de altas concentraciones de radicales alquilo y pe-
roxilo interactian con otros para dar lugar a productos no radicalarios en lo que se
conocen como reacciones de terminacion.

R* + R*— Productos no radicalarios

ROO" + R*— Productos no radicalarios

ROO* + ROO* — Productos no radicalarios

Oxidacion via radicales libres del oleato. El mecanismo clasico que describe la

oxidacion del metal oleato conlleva la captura de un dtomo de H de los carbonos

alilicos 8 y 11, lo que da lugar a tres radicales carbdn alilicos deslocalizados (Figura

2). De acuerdo a este mecanismo el oxigeno ataca los carbonos terminales de esos

productos intermedios dando lugar a una mezcla de cuatro hidroperdxidos alilicos

que contienen grupos OOH en los carbonos 8,9, 10,y 11:
9-hydroperoxy-frans-10-octadecenoate (frans-9-00H)
11-hydroperoxy-cis-9-octadecenoate (cis-11-00H)
10-hydroperoxy-trans-8-octadecenoate (trans-10-00H)
8-hydroperoxy-cis-9-octadecenoate (cis-8-00H)
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Figura 2. Oxidacion radicalaria del oleato

Oxidacidn via radicales libres del linoleato. El linoleato es aproximadamente 50
veces mas reactivo que el oleato, debido a que posee un grupo activo metileno di-
alilico en el carbono 11 entre dos dobles enlaces que pueden perder un dtomo de
H muy facilmente. El secuestro del d&tomo de H en la posicion 11 del carbono del
linoleato da lugar a un radical pentadienilo hibrido que reacciona con el oxigeno en
las posiciones finales del carbono 9y 13 dando lugar a una mezcla de dos dienos
conjugados (9 y 13 hidroperdxidos) (Figura 3). La gran reactividad del linoleato es
debida a la formacion del radical intermedio pentadienilo que es mas efectivamente
estabilizado por resonancia y los dienos hidroperdxidos producidos son asimismo
estabilizados por conjugacion. Los isomeros conjugados se forman en concentra-
ciones equimolares para diferentes niveles de oxidacion. Estudios estereoquimicos,
mostraron que la formacién de la mezcla de 4 dienos conjugados hidroperdxidos cis,
trans y trans, trans.
9-hydroperoxy-frans-10, cis-12-octadecadienoate (ci, trans-9-00H)
9-hydroperoxy-frans-10, trans-12-octadecadienoate (frans, trans-9-00H)
13-hydroperoxy-cis-9, trans-11-octadecadienoate (cis, frans-13-00H)
13-hydroperoxy-trans-9, trans-11-octadecadienoate (trans, trans-13-00H)
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Figura 3. Oxidacion radicalaria del linoleato

Inicialmente y a bajas temperaturas los isomeros cis, trans-O0H son los mayorita-
rios. La proporcion de trans, trans-O0H aumenta con el incremento de la tempera-
tura.

Oxidacidn via radicales libres del linolenato. El metilo linolenato tiene dos grupos
metilo dialilicos y reacciona con el oxigeno dos veces mas rapido que el linoleato.
Linolenato es aproximadamente dos veces mas reactivo que el linoleato. De manera
analoga al mecanismo presentado para el linoleato, en el caso del linolenato se for-
man dos radicales pentadienilo por secuestro de d&tomos de H de los carbonos 11y
14 situados entre los dienos 1,4 entre el carbono 9y 13 en un lado y en el carbono
12 y 16 del otro lado de la molécula (Figura 4). La reaccion del oxigeno con los
carbonos terminales de cada uno de los radicales pentadienilo da lugar a una mezcla
de cuatro radicales peroxilo que da lugar a los correspondientes dienos conjugado
9-, 12-, 13- e 16-hydroperoxidos conteniendo un tercer doble enlace cis aislado.
9-hydroperoxi-trans-10, cis-12, cis-15-octadecatrienoate (trans, cis, ¢is-9-00H)
13-hydroperoxi-cis-9, trans-11, cis-15-octadecatrienoate (cis, trans, cis-13-00H)
12-hydroperoxi-cis-9, trans-13, cis-15-octadecatrienoate (cis, trans, cis-12-00H)
16-hydroperoxi-cis-9, cis-12, trans-14-octadecatrienoate (cis, cis, trans-16-O0H)
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Figura 4. Oxidacion radicalaria del linolenato

Un andlisis del linolenato autooxidado mostrd que las cantidades de 9- y 16-hydro-
perdxidos fueron aproximadamente dos veces mayores que las de 12-y 13-hydro-
perdxidos. Esta distribucion no equimolar de los hidroper6xidos del linolenato ha
sido atribuida a la tendencia del 12- y 13-radicales peroxilo a una rpida ciclacion de
los radicales peroxil para dar lugar a ciclacion en los carbonos 1y 3y posterior oxi-
dacidn que produce los hidroperoxidos-5-epidioxido, como productos mayoritarios.

Oxidacion radicalaria de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (PUFA).
Los acidos grasos de cadena larga omega 3 mas importante encontrados en aceites
de pescado, algas y productos marinos son el ¢is-5, 8, 11, 14, 17-eicosapentanoico
(EPA) y el cis-4, 7, 10, 13, 16, 19-docosahexaenoico (DHA). De acuerdo al mismo
mecanismo establecido para el linolenato, el EPA da lugar a la formaci6n de 8 hi-
droperdxidos,5-, 8-, 9-, 11-, 12-, 14-, 15- y 18, mientras el DHA da lugar a diez 4-,
7-,8-,10-,11-, 13-, 14-, 16-, 17- y 20. La oxidabilidad de cada PUFA se duplica por
cada grupo metilo dialilico. Por lo tanto la oxidabilidad del EPA es aproximadamente
cuatro veces mayor que el DHA y 5 veces mayor que el del linoleico (Figura 5).
Utilizando esta regla se puede calcular la oxidabilidad de aceites vegetales desde el
9-10 % para aceite de oliva y palma, hasta valores del 46-73% para aceites de colza,
algodon, soja y girasol (Figura 6).
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Figura 5. Potencial de oxidacion calculado para acidos grasos insaturados
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Figura 6. Potencial de oxidacion de aceites vegetales: (% 18:2x 1) + (% 18:3x 2)
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El correspondiente potencial de oxidacion de los aceites de pescado varia entre 110
hasta 262 % para diferentes aceites de pescado y algas (Figura 7).
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Figura 7. Potencial de oxidacion de &cidos grasos poliinsaturados n-3: (18:2 x 1) +
(18:3x2) +(20:4 x 3) + (20:5 x 4) + (22:6 x 5)

Descomposicidn de los productos de oxidacion

Un gran nimero de compuestos han sido identificados como productos de la oxi-
dacion de hidroperdxidos del linoleato, incluyendo dimeros, polimeros, productos
secundarios (epoxi-hidroper6xidos) y volatiles (aldehidos, hidrocarburos, cetonas,
esteres, etc.) como productores de olores y flavores (Figura 8.).
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Figura 8. Productos de descomposicion de hidroperoxidos del linoleato

-rO-rH

La descomposicion por ruptura en la posicion beta da lugar al 2,4-decadienol a partir
del hidroperdxido de 9-linoleato, y pentano frente al hexanal proveniente del hidro-
peroxido 13-linoleato (Figura 9).
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Figura 9. Principales volatiles provenientes de la descomposicién de hidroperéxidos
del linolato
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La descomposicion da lugar a 2, 4, 7-decatrienal a partir del 9-linolenato hidrope-
roxido, 2,4-heptadienal a partir del 12-linolenato hidroperdxido, 2- o 3-hexenal a
partir de 13-linolenato hidroperdxido, y propanal a partir de 16-linolenato hidrope-
roxido (Figura 10).

2,4,7-Decatrienal

OOH
- / 12 -
OO:-I 2,4-Heptadienal/
2-or 3-Hexenal/
OOH .
Propanal

Figura 10. Principales volétiles provenientes de la descomposicion de hidroperoxidos
del linolenato

Antioxidantes

1. Mecanismos. Los antioxidantes inhiben las reacciones de iniciacion y propaga-
cion que se producen durante los fendmenos de oxidacidn. Para ser efectivos en esta
interrupcion del proceso oxidativo los antioxidantes dan lugar a un radical estable
A que reacciona lentamente con los lipidos LH (3) y rdpidamente con los radicales
peroxilo LOO- (4). La reaccion (5) es despreciable a presion atmosférica, pero puede
llegar a ser importante en condiciones de baja presion de oxigeno y elevada tempera-
tura. El radical antioxidante A podria reaccionar de nuevo con radicales peroxilo para
dar lugar a perdxidos estables LOOA mediante la reaccion (6) o dimerizarse con otro
radical antioxidante para obtener A-A de acuerdo a la reaccion (7).

LH o (1)
L +0, ~  LoO )
LOO'+LH — LOOH+L  (3)
LOO'+AH « LOOH+A  (4)
L+AH = LH+A (5)
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A+L00" — LOOA (6)
A+ A A (7)

2. Métodos antioxidantes. Las publicaciones relacionadas con los antioxidantes
desde los ultimos afios hasta la actualidad son caéticas y confusas. Un muestreo de
los trabajos publicados sobre antioxidantes en la revista J. Agric. Food Chem. en el
afio 2003 revelo la siguiente multiplicidad de métodos y terminologia usada por los
diferentes autores.

 En el titulo: “Antioxidante”
« Total: 101 publicaciones: métodos por publicacion
« 1método: 35
« 2 métodos: 25
« 3 métodos: 9
« 4omas: 11
« Sin medida de antioxidantes (contenido en fenoles totales): 14

« Terminologia usada: Propiedades antioxidantes, potencial antioxidante, capaci-
dad antioxidante, actividad captacion de radicales libres, actividad bloqueadora
de cadenas, actividad antiradicalaria, capacidad quelante, equivalentes trolox,
capacidad equivalente vitamina C, capacidad captadora o secuestrantes de ra-
dicales del oxigeno.

El namero de publicaciones que usan los siguientes métodos se presentan a conti-
nuacion:
» 35: DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, absorbancia a 517 nm

» 20: TEAC: capacidad antioxidante en equivalentes trolox (ABTS.+:2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline 6-SO3Na), Absorbancia a 734 nm

« 15: Oxidacion del 4cido linoleico u oxidacion del metil linoleato: Absorbancia a
234 nm para dienos conjugados

+ 7: ORAC: (oxygen radical absorbance capacity), AAPH (2,2’-azobis(2-amidino-
propane) diHCI induced oxidation, b-phycoerythrin fluorescence loss

« 10: Otros métodos diferentes

Algunas limitaciones en la evaluacion de métodos antiradicalarios son:
» No existencia de un sustrato bioldgico o alimentario “diana” para proteger
« Uso inapropiado de sustratos (4cido linoleico, metil linoleato, B-phycoerythrin)

« No especifico y unidimensional: no adecuados para antioxidantes multifuncio-
nales
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« Uso de radicales artificiales y iniciadores azo que acttan de diferente forma a
los metales

« No datos de composicion
« Interferencias de otros radicales y pigmentos de plantas
+ No existe informacion sobre los mecanismos (Tabla 1).

Phenolics % Inhibition TEAC ORAC

(5 UM GAE) LDL oxidation mM Trolox MM Trolox
Cyanidin 79.4 4.4 2.2
Catechin 74.9 2.4 2.5
Delphinidin 71.8 4.4 1.8
Epicatechin 67.6 2.5 24
Rutin 67.6 2.4 0.6
Gallic acid 63.3 3.0 1.7
Quercetin 61.4 4.7 3.3
Malvidin 59.3 21 2.0
Pelargonin 39.0 13 11

Inhibition of LDL oxidation (Our work 1996-1997)
TEAC = Trolox equivalent antioxidant activity (Miller y col. 1993)
ORAC = Oxygen radical absorbance capacity (Cao y col. 1993)

Tabla 1. Variaciones significativas en la actividad antioxidante indicadas por diferentes
autores utilizando diferentes métodos.

3. Actividad interfacial en el seno del fluido y emulsiones

Estudios con antioxidantes fenélicos de origen sintético mostraron que eran mas efec-
tivos cuando todas las posiciones orto estaban sustituidas o cuando uno o dos son
sustituidos por butilos terciarios (Figura 11). En estudios de fenémenos de interfases,
hemos comparado la actividad de antioxidantes lipofilicos (alfa-tocoferol y ascorbilo
de palmitato) con sus hidrofilicos andlogos (trolox y &c. ascérbico) (Figura 12).
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a. Antioxidantes sintéticos y naturales

H H H
tBu But tBu
tBu
OMe OMe Me

2- + 3-tert-butyl-4-hydroxyanisole 2,6-di-tert-butyl-
(BHA) p-hydroxytoluene
(BHT)
H H
tBu HO. OH
OH Propyl
Tert-butylhydroquinone Propyl gallate
(TBHQ) (PG)

Figura 11. Antioxidantes sintéticos
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Figura 12. Antioxidantes naturales y derivados

b. Fenémenos interfaciales. El efecto de diferentes sustratos lidicos tiene un im-
pacto significativo en la actividad de los diferentes antioxidantes de acuerdo con
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su cardcter lipofilico o hidrofilico. Por tanto alfa- T es un antioxidante lipofilico que
se comporta de manera diferente en varios sustratos lipidicos debido a su acido
carboxilico anadlogo al trolox, el cual es hidrofilico. En el seno de una disolucion
formada por &cido linoleico, metil linoleato y triglicéridos de aceite de maiz, el trolox
es mejor antioxidante que alfa-tocoferol, pero la tendencia opuesta se observa en
una emulsion aceite-agua del linoleato de metilo y aceite de maiz, donde el trolox fue
menos efectivo que el alfa-tocoferol. Sin embargo en emulsiones de &cido linoleico
tuvo mejor comportamiento que el alfa-tocoferol. El dcido linoleico constituye un
sustrato Unico debido a su tendencia a formar micelas (Figura 13).

Hydroperdxido

In Bulk systems:  formation decomposition
Linoleic acid Trolx > a-Toc | Trolx > a-Toc
Methyl linoleate  Trolx > a-Toc | a-Toc > Trolx
Corn oil Trolx > a-Toc | Trolx > a-Toc
In Emulsion systems:

Linoleic acid Trolx > a-Toc | Trolx > a-Toc
Methyl linoleate  o-Toc > Trolx | a-Toc > Trolx
Corn oil a-Toc > Trolx | Trolx >a-Toc

Tabla 2. Actividad antioxidante de alfa-tocoferol y trolox en diferentes sustratos lipi-
dicos.

a-Tocoferol y trolox muestran complejas propiedades interfaciales entre las in-
terfases aceite-aire y aceite-agua que afectan significativamente a sus actividades
relativas en diferentes sistemas lipidicos (Tabla 2). En el seno del aceite el trolox
(hidrofilico) protege mejor si esta situado entre la interfase aire-aceite (Figura 13).
En la emulsion el tocoferol (lipofilico) protege mejor si esta situado en la interfase
agua aceite. Dada su tendencia a formar micellas, el acido linoleico no es un lipido
apropiado para testar antioxidantes debido a que el comportamiento en este sustrato
es significativamente diferente del de alimentos que estan compuestos principal-
mente por triglicéridos.
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Figura 13. Esquema de la paradoja polar

c. Flavonoides. Los flavonoides son unos de los compuestos con mayor actividad
antioxidante presentes en las plantas. Su estructura basica consiste de ndcleo flavon
con 2 anillos bencénicos (A 'y B) junto con un oxigeno contenido en un anillo pirano
(C) (Figura 14). Las diferentes sustituciones en el anillo C definen las diferentes
clases de flavonoides, entre lo que se incluyen los flavan-3-ol, flavonoles, antocia-
nidinas y procianidinas que incluyen oligomeros del flavan-3-ol. Otros flavonoides
presentes en frutas contienen un gran y diverso nimero de glucdsidos, provenientes
de la glucosilacion en la posicion 3y 7. En los flavonoides se conocen multitud de
mecanismos antioxidantes:

« Secuestradores de radicales ROO*, RO, HO*, 02,0,
- Inactivadores de iones metalicos

« Gomplejadores de proteinas: Enzimas, ApoB del LDL, Metal binding sites of
proteins

« Sinergismo: Reduce antioxidantes oxidados (dcido ascdrbico)
« Efectos de particionamiento: Localization at oxidation sites
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Figura 14. Estructura quimica de los flavonoides

d. Antioxidantes del romero. La actividad antioxidante de los extractos comerciales
de romero esta directamente relacionada con su contenido en dos diterpenos feno-
licos: acido carndsico y carnosol, los cuales también se encuentran en la salvia. El
acido carndsico tiene una estructura que consta de tres a seis anillos incluyendo un
anillo fendlico dihidrico y un acido carboxilico libre (Figura 15).

oM

CARNOSIC ACID

Less polar

o ROSMARINIC ACID
CARNOSOL
o Most polar
Least polar

Figura 15. Estructuras de los compuestos antioxidantes del romero

El carnosol es un derivado del acido carnésico que contiene un anillo de lactona.
En una disolucion de aceite (bulk) de aceite de maiz, el extracto de romero, el cido
carnosico, el acido rosmarinico y el a-tocoferol fueron significativamente mas acti-
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vos que el carnosol. Por el contrario en emulsiones aceite-agua de aceite de maiz, el
carnosol fue significativamente mas activo que en el aceite, mientras el extracto de
romero y el acido carndsico fueron menos activos y el dcido rosmarinico mostré una
actividad prooxidante (Figura 16). Los compuestos polares hidrofilicos del romero
fueron menos activos en emulsiones, debido a su tendencia a dividirse en la fase
acuosa por lo que protegen menos que en el seno del aceite.

B ] e8 ]
Rosmarinic [~ 0 bulk oil
) 70
Camosic 37
6
Carnosol 42 -
I o1 emulsion
Rosemary ext. h 12
68
a-Tocopherol 90

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Inhibition (%)

Figura 16. Inhibicion de la formacion de hidroperdxidos

e. Catequinas del té verde. Los extractos de té verde se componen de una com-
pleja mezcla de galatos de catequina, que incluyen (+)-catequina (+)-galocatequina
(-)-epicatequina, (-)-epicatequina galato, (-)-epigalo-catequina, y epigalocatequina
galato (Figura 17). Las catequinas del té muestran diferentes comportamientos en
cuanto a actividad antioxidante en diferentes sistemas lipidicos. En aceite de maiz
oxidado a 50 °C, la epigalocatequina, epigalocatequina galato y epicatequina gala-
to fueron mejores antioxidantes que epicatequina y catequina. Sin embargo en la
correspondiente emulsion agua-aceite de maiz, las catequinas del té fueron prooxi-
dantes asi como propil galato y acido galico. Por el contrario en liposomas de leci-
tina epigalocatequina galato fue el mejor antioxidante, seguido por la epicatequina,
epigalo-catequina epicatequino galato y catequina.
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Figura 17. Estructura de las catequinas del té verde
« Triglicéridos de aceite de maiz (50°C): EGC = EGCG = ECG > EC > Cat
« Emulsién aceite de maiz-agua (50°C): EC, Cat y catequinas del te: prooxidantes
+ Liposoma de lecitina de soja (50°C): EGCG = ECG > Cat = EC; EGC: prooxidante

 Liposoma de lecitina de soja (37°C + acetato de cobre): EC = Cat > ECG; EGCG,
EGC: prooxidante

El té verde mostrd actividad antioxidante en liposomas de lecitina de soja oxidada
a 37 °C en presencia de catalizador de cobre. Se observé una mayor inhibicién del
hexanal que la formacion de hidroperdxidos, 10 que sugiere que las catequinas del té
verde podrian actuar de forma efectiva inhibiendo la formacién de radicales alquilo,
que se forman como precursores de aldehidos.

4. Evaluacion de antioxidantes naturales. Aunque los antioxidantes naturales pre-
sentes en extractos de plantas son generalmente multifuncionales, un amplio abani-
co de métodos unidimensionales se han desarrollado para evaluar su actividad, entre
los que se incluyen DPPH, TRAP, TEAC, ORAC, FRAP (Tabla 9.19, Lipid Oxidation, 2"
edition, p. 250). Varios protocolos se han desarrollados para medir la actividad an-
tioxidante medida por la capacidad de captacion de radicales libres. Estos métodos
usan una amplia variedad de sistemas generadores de radicales libres y métodos de
induccion de la oxidacion, asi como medida del punto final de la oxidacion. La vali-
dez de estos métodos puede ser cuestionable, debido a que no tienen en cuenta la
complejidad de las acciones antioxidantes. Debemos de realizarnos varias preguntas
para dar validez a esos métodos, como:
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¢Cual es el verdadero impacto de la oxidacion en los alimentos?

« Problema: la metodologia es cuestionable

« Uso de metodologia no especifica

» ¢Cuéles son los efectos reales de los antioxidantes?

« Se necesita informacion quimica especifica:

« ¢ Qué sustratos son inhibidos?

Varios ensayos especificos son necesarios

« Oxidacion de lipidos, proteinas y sus interacciones con otros productos
Accesibilidad de sustratos para oxidantes y antioxidantes

« Oxidacion y antioxidacion interfacial

No existe una sencilla aproximacion para determinar actividad antioxidante en ali-
mentos complejos.

5. Ensayos recomendados. La efectividad de los antioxidantes depende en gran
medida del tipo de test en el que se prueben, del estado fisico de los sustratos
lipidicos, de las condiciones de oxidacion, del sustrato oxidable, localizacion de los
antioxidantes, método empleado para evaluar la oxidacion y del estado de la oxi-
dacion. La metodologia para evaluar los antioxidantes naturales debe ser cuidado-
samente interpretada de acuerdo al sistema, a la metodologia analitica usada para
determinar la extension y el punto final de la oxidacion. Para evaluar la capacidad
antioxidante de cada compuesto se deberia realizar bajo diferentes condiciones de
oxidacion, usando varios métodos que midan diferentes productos de oxidacion que
estan relacionados con la calidad del alimento o con reacciones biol6gicas criticas.
Los ensayos deberian considerar los siguientes parametros:

1. Sustratos: usar sustratos relevantes de alimentos y sistemas bioldgicos, entre
los que se incluyen triglicéridos y fosfolipidos en disolucidn, en emulsiones o
en sistemas liposdmicos. Los acidos grasos libres deberian evitarse porque for-
man micelas en las cuales los antioxidantes tienen un comportamiento diferente
a los triglicéridos

2. Condiciones: ensayos bajo diferentes condiciones de oxidacion, incluyendo
diferentes temperaturas (por debajo de 60 °C), catalizadores o superficies de
exposicion.

3. Andlisis: la medida de niveles de oxidacion relativamente bajos (por debajo del
1 %) y lainclusion tanto de productos iniciales (hidroperoxidos, peroxidos, die-
nos conjugados) como secundarios (carbonilos, compuestos volatiles).
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4. Concentraciones: comparar antioxidantes con la misma concentracion molar de
compuestos activos, relacionandolo con la estructura. Con extractos crudos de
plantas sin purificar el contenido total de fen6licos y datos de composicion son
necesarios para comparar muestras.

5. Calculos: cuantificacidn en base al periodo de induccion, porcentaje de inhibi-
cion o de velocidades de formacion o descomposicion de hidroperoxidos, I,
(concentracion de antioxidante necesaria para llegar a un 50% de inhibicion),
T, (tiempo para alcanzar el 50% de inhibicion).
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ANTIOXIDANTES NATURALES EN ALIMENTOS RICOS EN
ACIDOS GRASOS w-3

Isabel Medina
Instituto de Investigaciones Marinas-CSIC

El masculo de pescado y los alimentos enriquecidos en aceites de pescado son una
excelente fuente de dcidos grasos poliinsaturados w-3 y su consumo se ha relacio-
nado con la prevencion de riesgo cardiovascular y otras enfermedades. La elevada
concentracion de acidos grasos poliinsaturados confiere a estos alimentos un no-
table valor nutricional pero simultdneamente los hace extremadamente susceptibles
a sufrir el ataque del oxigeno molecular y a oxidarse dando lugar a la formacion de
volatiles de bajo peso molecular, responsables de la deteccion organoléptica de la
rancidez. La oxidacion lipidica es una compleja reaccion que transcurre mediante
la generacion de radicales libres lipidicos y que provoca una serie de efectos in-
deseables en el alimento como la formacién de aromas anémalos, modificaciones
en la textura o pérdidas de vitaminas y oxidacién de pigmentos. Existe un interés
claro por parte de la industria dedicada a la conservacion y transformacion de los
productos pesqueros en prolongar su vida atil mediante el uso de métodos y condi-
ciones idéneas de almacenamiento. Tales métodos deben fomentar la aceptabilidad
del producto sin suponer un elevado coste al industrial.

Uno de los procedimientos mas eficaces en la prevencion de la oxidacion de los
alimentos grasos es la utilizacion de antioxidantes. Se trata de substancias que son
capaces de inhibir o retardar el desarrollo de la oxidacion bien porque actdan im-
pidiendo que ésta se inicie 0 bien impidiendo que ésta se propague. Contribuyen a
aumentar la vida atil del alimento sin ocasionar un deterioro nutritivo o sensorial, y
su empleo en combinacion con otros métodos de preservacion reduce los costes de
conservacion. Aunque el empleo de antioxidantes alimentarios sintéticos esta per-
mitido, las normativas internacionales tienden a restringir su empleo y, en concreto,
la UE prohibe su utilizacion en alimentos infantiles y aceites envasados. Actualmente
los intereses de la industria alimentaria y de los consumidores exigen la utilizacion
de ingredientes o aditivos naturales en substitucion de los denominados sintéticos y
existe una necesidad clara de busqueda, reconocimiento y aplicacion de antioxidan-
tes extraidos de fuentes naturales. Esto se ha manifestado en los dltimos afios, en
el creciente interés en la obtencion y purificacion de antioxidantes de origen natural
que esta dando lugar a numerosos trabajos de investigacion, patentes y proyectos
de investigacion. Entre los principales antioxidantes naturales pueden citarse los
extractos polifendlicos procedentes de vegetales y frutas, los extractos de plantas
como el té, especialmente ricos en catequinas, de especies como el romero carac-
terizados por la presencia de los derivados del acido carnosoico, y de semillas de
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diversos frutos. Este trabajo presenta la aplicacion de dos familias de compuestos
de origen natural, los acidos hidroxicinamicos y los polifenoles procedentes de las
uvas, en la inhibicion de la rancidez de alimentos enriquecidos en aceites de pescado
y de alimentos que tienen como base el madsculo de pescado. La investigacion pre-
senta los mecanismos que explican la efectividad de estos compuestos en funcion
de sus parametros estructurales y propiedades fisicoquimicas y de la interaccion de
estos compuestos con el propio musculo, tejido o aceite.

Los resultados obtenidos mostraron una significativa eficacia antioxidante de los
acidos hidroxicinamicos. De manera particular, el acido cafeico presentd la mayor
efectividad antioxidante, inhibiendo la oxidacion de aceites y madsculo de pescado.
Su elevada eficacia se relaciond con su capacidad de donar electrones y con la ha-
bilidad para reducir el radical a-tocoferilo regenerando a-tocoferol en el masculo a
través de un ciclo redox en el que participa el acido ascdrbico. Entre las prociani-
dinas extraidas del bagazo de uva, el grado de polimerizacion (numero de residuos
fendlicos) y el grado de galoizacion (grupos galato) mostraron una relacion directa
con la capacidad reductora, es decir la capacidad de ceder electrones. Sin embargo,
los estudios sobre la eficacia antioxidante en masculo de pescado mostraron la exis-
tencia de un 6ptimo de polimerizacion a partir del cual no se conseguia una mayor
inhibicion de la rancidez oxidativa. Un elevado numero de residuos fenolicos puede
inducir elevadas interacciones repulsivas que reducen la eficacia de la quelatacion.
Por el contrario, un aumento en el grado de galoizacién mejoro la eficacia de las pro-
cianidinas en musculo y emulsiones de aceites de pescado. Los estudios realizados
en aceites de pescado pusieron de manifiesto la importancia de la polaridad en la
actividad inhibidora de la oxidacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion evidenciaron que la incorporacion del
antioxidante en los puntos activos donde ocurre la oxidacion es un factor crucial en
la eficacia del mismo. La distribucion eficaz del antioxidante asi como su interaccion
con el a-tocoferol presente en las membranas son factores clave en la inhibicion
de la oxidacion de los alimentos con un elevado contenido en dcidos grasos po-
linsaturados w-3. La posibilidad de incorporar compuestos de origen natural para
estabilizar productos enriquecidos en aceites de pescado o productos elaborados a
base de pescado permite el disefio de alimentos funcionales que contengan lipidos
w-3, asi como compuestos antioxidantes.



BLOQUE II. ASPECTOS TOXICOLOGICOS
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EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE NUEVOS
COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Guillermina Font
Area de Toxicologia. Universidad de Valencia

La evaluacion de la toxicidad de nuevos antioxidantes, posibles nutrientes o no, se
puede enfocar desde dos aspectos distintos como son, la posible utilizacién como adi-
tivos alimentarios, o bien su utilizacién como complementos alimentarios en alimentos
enriquecidos y los denominados “alimentos funcionales”.

Antes de que el uso de un aditivo sea aceptado para la alimentacion, debe haber sido
sometido a una adecuada evaluacion toxicoldgica. Una vez que la necesidad tecnolo-
gica y la valoracion para el consumo de los aditivos se han establecido, se necesita
conocer las implicaciones sanitarias de la utilizacion de los mismos.

Como aditivos la evaluacion de la toxicidad se plantea de forma clasica, es decir tratan-
do de descubrir los efectos adversos de pequefias concentraciones, mientras que en
el caso de nutrientes o suplementos dietéticos la evaluacion de riesgos esta asociada
a los niveles maximos de ingesta.

La metodologia de evaluacion del riesgo surge en EEUU en las décadas de los 70 y
80 del siglo pasado, y consta de varias etapas como son: la identificacion del peligro
por evaluacion de la toxicidad y la relacién de la dosis y la respuesta, que junto a la
evaluacion de la exposicion permitira la caracterizacion del riesgo y a partir de esta
informacidn se podra llevar a cabo la toma decisiones, estableciendo niveles tolerables
0 aceptables de una sustancia. En la UE esta metodologia se incorpora con la Directiva
93/67/CEE sobre evaluacion de riesgo de nuevas sustancias, en su doble vertiente de
evaluacion toxicoldgica (salud humana) y de evaluacion ecoldgica (especies salvajes
y ecosistema).

A continuacion se presentan las definiciones de algunos términos cominmente usa-
dos en la evaluacion de riesgos:

-Peligro: es la posibilidad de que una sustancia, mezcla de sustancias o procesos
que involucran sustancias, bajo ciertas condiciones de produccion, uso o disposicion
causen efectos adversos en los organismos o en el ambiente, por sus propiedades
inherentes y de acuerdo con el grado de exposicion.

-Exposicion: la concentracion, cantidad o intensidad de un determinado agente, que in-
cide en una poblacion, organismo, érgano, tejido o célula diana, usualmente expresada
en términos cuantitativos de concentracion de la sustancia, duracion y frecuencia (para
agentes quimicos y microbioldgicos) o de intensidad (para agentes fisicos como la
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radiacion). El término también se puede aplicar a una situacion en la cual una sustancia
puede incidir, por cualquier via de absorcion, en una poblacién, organismo, 6rgano,
tejido o célula diana.

-Riesgo: es la probabilidad de que ocurra un dafio por un determinado toxico; depende
de las caracteristicas del toxico y de la exposicion.

-Relaciones entre dosis-respuesta y dosis-efecto. en toxicologia se establece una
distincion entre las curvas de dosis (o concentracion)-respuesta y de dosis (o
concentracion)-efecto.

La curva de dosis-respuesta puede ser definida como la expresion grafica de la rela-
cién entre la dosis y la proporcion de individuos que experimentan un efecto del todo
o0 nada y es esencialmente la representacion de la probabilidad o la proporcion de una
poblacién que presenta un efecto frente a una dosis. Los ejemplos tipicos de tales
efectos totales o nulos son la mortalidad o la incidencia de cancer.

En cambio, la curva de dosis-efecto es la expresion grafica de la relacion entre la dosis
y la magnitud del cambio biol6gico producido, medido en unidades apropiadas. Se
aplica a cambios que se pueden medir y que dan una respuesta gradual al aumentar la
dosis de un xenobiético.

-Caracterizacion del riesgo: es la cuantificacion del riesgo después de considerar la
exposicion y la relacion dosis-respuesta (efecto). Se define como la evaluacion, con
o0 sin modelo matematico, de la probabilidad y naturaleza de los efectos de la expo-
sicion a una sustancia, a partir de la cuantificacion de las relaciones dosis-efecto y
dosis-respuesta para la poblacion y los componentes ambientales que pueden estar
expuestos y de la medicion de los niveles de exposicion potenciales de la poblacion,
los organismos y el medioambiente en riesgo.

Evaluacion de riesgos

Este proceso es un intento cientifico de identificar y estimar los riesgos reales, y resulta
de la consideracion de los componentes mencionados anteriormente: el peligro, la
relacion dosis-respuesta (efecto) y la caracterizacion del riesgo. Se puede definir de
la siguiente manera: es la identificacion y cuantificacion del riesgo resultante del uso
o0 presencia de un agente quimico o fisico; toma en cuenta tanto los posibles efectos
dafiinos en las personas o las poblaciones que usan dicho agente en la cantidad y de la
manera recomendada, como las vias posibles de exposicion. La cuantificacion requie-
re, idealmente, el establecimiento de las relaciones dosis-efecto y dosis-respuesta en
los individuos y poblaciones objetivo.
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Si después de una evaluacion de riesgos se llega a la conclusion de que todavia existe
un riesgo inherente importante que no se puede reducir mds, se pasa al manejo del
riesgo, donde la decision de proceder o no depende de una combinacién de factores
econdmicos, sociales y politicos.

El proceso completo de evaluacion toxicoldgica de riesgos consta de tres fases: eva-
luacion de riesgos, gestion de riesgos y comunicacion de riesgos.

Metodologias para la evaluacién de la toxicidad

La evaluacion de la toxicidad se hace de acuerdo con metodologias estandarizadas,
propuestas por comités de expertos internacionales [OMS, 1958; OMS, 1987; OCDE,
2003 (www.oecd.org/document), European Chemicals Bureau, 2004 (http://ecb.jrc.it/
testing-methods]. Las tres categorias principales de informacion empleadas por las
agencias internacionales para la evaluacion y regulacion son los estudios epidemiol6-
gicos, las exposiciones clinicas controladas y los estudios con animales. Los estudios
de las relaciones estructura-actividad se usan como soporte a las tres categorias cita-
das y solo ocasionalmente se utilizan como fuente primaria de informacion.

Los ensayos de toxicidad en animales se apoyan en dos principios fundamentales:

- Los efectos que el toxico produce en animales de experimentacion son extrapolables
a humanos. Sobre la base del “peso corporal”, los humanos son generalmente mas
vulnerables que los animales de experimentacion (por un factor corrector de 10). Te-
niendo en cuenta estas diferencias cuantitativas se pueden calcular dosis relativamente
seguras en humanos utilizando factores apropiados.

- La exposicion de animales de experimentacion a dosis altas de agentes toxicos es un
método valido para descubrir posibles riesgos en humanos. Este principio se basa en
las curvas dosis-respuesta. El disefio de modelos experimentales requiere un pequefio
ndmero de animales en comparacion con el tamafio de la poblacidn expuesta al riesgo.
Para obtener resultados estadisticamente vélidos en grupos pequefios de animales es
necesario administrar dosis relativamente altas, de manera que el efecto aparezca con
una frecuencia tal que sea suficiente para ser detectado.

El disefio experimental es un aspecto clave en los estudios de evaluacion de la toxici-
dad. A continuacion se comentan algunos de los aspectos a considerar:

1. Propiedades fisicoquimicas de la sustancia a estudiar. Esta informacion es im-
prescindible antes de iniciar cualquier estudio toxicoldgico. Permite definir las
condiciones de manipulacién y almacenamiento de dicha sustancia, los modelos
experimentales (via 0 modo de administracion), explicar la aparicion de algunos
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fendmenos toxicos y comprobar que la sustancia estudiada tenga siempre las
mismas caracteristicas.

Eleccion de las especies. A pesar de las similitudes de algunas especies con el
hombre, la extrapolacion es siempre dificil. En general, ratén, rata, cobaya, conejo,
perro y mono son las especies mas utilizadas. La eleccion de una determinada
especie depende de varios factores: tipo de efecto toxicolégico a estudiar, dis-
ponibilidad en un determinado momento, facilidad de manipulacion del animal,
condiciones de manutencidn, farmacocinética y biodisponibilidad del producto
ensayado.

Asi, por ejemplo, para los estudios de administracion por via oral, cutdnea o por
inhalacion se prefieren los roedores y especialmente la rata. Para los estudios de
toxicidad cutdnea se utilizan el conejo o el cerdo. Para los estudios de toxicidad
cronica en especies no roedoras se usan perros 0 primates. Para los estudios de
carcinogénesis se utilizan usualmente el ratén y la rata, etc.

Eleccion de los grupos. En general se utilizan tres grupos tratados y uno control.
Estos grupos se forman al azar a partir de lotes de animales del mismo origen, de
edad y peso comparable y generalmente de ambos sexos. En los estudios de larga
duracion y de carcinogénesis se acostumbra a utilizar dos grupos control: un con-
trol negativo al que no se le administra nada, o sélo el vehiculo de administracion
del téxico, y un control positivo que recibe una sustancia de referencia.

Eleccion de la via de administracion. En el campo de la seguridad de los alimentos
normalmente se utiliza la via oral. El producto puede administrarse mediante una
sonda esofdgica o estomacal (estudios cortos) o mezclando el toxico con la comi-
da o bebida (estudios de larga duracion).

Eleccion de las dosis. Siempre es muy dificil. Varia en funcion del estudio a reali-
zar. En estudios de toxicidad aguda se usan dosis elevadas que produzcan intoxi-
caciones claras en los animales. En estudios de toxicidad cronica suele emplearse
una gama de dosis que van desde dosis bajas, que corresponden a la utilizacion
normal en el hombre, hasta dosis elevadas que producen efectos toxicos en la
especie escogida.

Duracion del tratamiento. Es muy variable, dependiendo del tipo de estudio a rea-
lizar. Generalmente los estudios se realizan de forma secuencial: empiezan por
experimentos cortos (dias-semanas), luego de 3-6 meses Y, en casos especiales,
podemos tener estudios de 12 meses a 2 afos, e incluso mas en los roedores.

Andlisis estadistico de los datos. En cada ensayo los resultados obtenidos se so-
meten a un analisis estadistico para determinar si la distribucion de las respuestas
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en los grupos tratados difiere de las obtenidas en el grupo control. Existen nume-
rosos métodos estadisticos para el andlisis de resultados.

Tipos de estudios de toxicidad

En la evaluacion toxicoldgica se utilizan ensayos in vivo e in vitro. Para aprobar la utili-
zacion de los aditivos en los alimentos existen dos organismos encargados de realizar
la evaluacion toxicoldgica y elaboracion de normas de identidad y pureza, asi como la
determinacion de su inocuidad baséndose en los estudios realizados en animales de
experimentacion, con diversas dosis y periodos prologados, estos Organismos son el
Comité de Expertos de aditivos de los alimentos, de la FAO/OMS (JECFA) y el Comité
Cientifico de los Alimentos (SCF) de la UE.

Todos los aditivos que aparecen en la “lista positiva” han sido previamente evaluados
por la JECFAy por el CCAH. Guando los comités consideran insuficiente la informacion
disponible pueden establecer o no una ingesta diaria admisible (IDA) provisional, y
eventualmente recomendar los nuevos experimentos necesarios.

Desde una perspectiva sanitaria los aditivos alimentarios plantean un problema deri-
vado de su potencial accidn tdxica y sera por lo tanto necesario realizar una serie de
ensayos toxicoldgicos para demostrar su inocuidad, como son ensayos de toxicidad
aguda, de dosis repetidas a corto y largo plazo, asi como una serie de ensayos espe-
ciales como estudios de la funcidn reproductora, carcinogénesis, mutagénesis, etc.

Ensayos de toxicidad aguda

Estos estudios identifican los compuestos extremadamente toxicos y proporcionan
informacion sobre la DL, o GL,, naturaleza de los efectos toxicos y relacion dosis-
respuesta, riesgos por exposicion a dosis elevadas del toxico (accidente, intento de
suicidio, etc.) y las diferencias entre especie y sexo. Cuando Se ensayan varias espe-
cies 0 ambos sexos se obtiene informacion que puede ser util para predecir si la toxi-
cidad es mediada por la actividad hormonal o para establecer si una especie debe ser
investigada mas exhaustivamente. Ademas, permiten ofrecer recomendaciones sobre
como llevar a cabo los estudios toxicoldgicos de mas larga duracion.

Se usan grupos homogéneos de animales (raton, rata, conejo) que reciben dosis cre-
cientes del toxico. La via de administracion es, fundamentalmente, oral. Los animales
se observan durante 14 dias. A los animales que mueren durante el estudio o son sa-
crificados al final se les hace la necropsia. Durante el ensayo se anotan los sintomas de
intoxicacion, mortalidad, lesiones de los 6rganos y toda la informacion se clasifica por
dosis y sexo. Por una fdrmula matematica se calcula la dosis que provoca la muerte
del 50% de los animales.
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Aunque estos ensayos aportan informacion valiosa, tienen varias limitaciones. Asi,
por ejemplo, no indican los posibles efectos que aparecerian después de una adminis-
tracion reiterada del toxico. Por otra parte, la DL, es una variable aleatoria que puede
calcularse por métodos estadisticos, sin necesidad de utilizar un nimero excesivo de
animales.

De los ensayos de toxicidad aguda se obtienen los indices de toxicidad aguda, el mas
empleado es la DE,; (dosis efectiva 50) que expresa la cantidad de sustancia, en mg/
Kg, que en determinadas condiciones experimentales (muy precisas) produce efectos
en el 50% de una especie animal determinada. Cuando el efecto buscado es la muerte
se habla de DL, (dosis letal media). Otros indices de toxicidad aguda son la CE,;, CL,,
0 Cl, (concentracion inhibidora).

50°

La DE,, y DL, se calculan mediante métodos graficos o matematicos (estadisticos),
a partir de las curvas dosis-respuesta. De forma similar pueden obtenerse los valores
de DE,, DE,, DE,, etc. Hay que destacar el hecho de que los valores de toxicidad se
refieren exclusivamente a la via de entrada (oral, dérmica o respiratoria) y a la especie
para la que se han determinado.

Aunqgue en los ultimos tiempos se ha puesto en entredicho la validez y utilidad de
la DL, este parametro ha sido clasicamente utilizado como criterio de toxicidad a
efectos comparativos entre distintos toxicos. De hecho, la DL, es un criterio utilizado
por la UE para la clasificacion y etiquetado de productos quimicos como muy toxicos,
toxicos o peligrosos.

Ensayos de toxicidad de dosis repetidas de corta duracion o subcronicos

Proporcionan informacion sobre: efectos tdxicos principales y relaciones dosis-
respuesta, drganos diana implicados, reversibilidad o irreversibilidad de los efectos
precisando si son acumulativos o retardados, las dosis para los estudios de mas largo
plazo, que es uno de los principales objetivos de estos ensayos.

En general consisten en la administracion regular o frecuente de varias dosis o con-
centraciones de la sustancia estudiada. Usualmente se incluyen tres niveles de dosis:
una dosis alta que produzca toxicidad, una dosis baja que no produzca toxicidad y una
dosis intermedia que permita calcular la relacién dosis-respuesta. Las especies anima-
les utilizadas son ratas, ratones (roedores) y perro, mono (no roedores). La duracion
del estudio es de 14 dias a 3 meses. Durante el estudio los animales se someten a
observacidn clinica (estado general, comportamiento, etc.) y se hace una evaluacion
del crecimiento ponderal, consumo de agua y alimentos. Se toman muestras perio-
dicamente para realizar examenes hematoldgicos y bioquimicos en sangre, orina y
heces. A los animales que mueren o son sacrificados al final se les realiza la necropsia.
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Por andlisis de los resultados obtenidos se deberian establecer los valores de nivel
mas bajo estudiado con efecto observable y los niveles sin efectos observable.

Ensayos de toxicidad de dosis repetidas de larga duracion o de toxicidad crénica

Estos estudios tratan de detectar los efectos toxicos que requieren un largo tiempo de
latencia 0 que son acumulativos. Por ello son los Gnicos experimentos que permiten
evidenciar determinadas afecciones cardiacas o renales en los animales estudiados,
de aparicién a menudo ligada a la edad. Proporcionan informacion sobre el tipo y
naturaleza de los efectos toxicos (funciones dafiadas, 6rganos diana), dosis sin efecto
toxico (dosis umbral), dosis con efectos toxicos, tiempo de aparicion de los efectos
toxicos (en funcion de la dosis o de la concentracion), reversibilidad eventual de los
efectos observados.

En estos ensayos se administra el toxico de manera reiterada a grupos de mamiferos
(roedores 0 no roedores) en dosis variables. En general se utilizan 3 grupos tratados
y 1 control (20-35/grupo/sexo, en roedores y 4-10/grupo/sexo, en no roedores). Las
dosis se eligen en funcion de los resultados obtenidos en los experimentos de corta
duracion y generalmente se utiliza la via oral.

El conjunto de los resultados se somete a un exhaustivo estudio estadistico y se debe-
ria determinar el parametro denominado NOAEL (No Observed Adverse Effect Level)
0 “dosis sin efecto” que podriamos definir como la dosis maxima diaria (expresada
en mg/Kg/dia) que no produce efectos observables en el animal considerado LOEL y
LOAEL (Lowest Observed Effect Level y Lowest Observed Adverse Effect Level) que
se expresa también en mg/kg/dia y es la dosis mas baja capaz de producir efectos
adversos.

El parametro que se debe utilizar para fijar la dosis diaria admisible (DDA) o ingesta
diaria admisible (IDA), de los limites de tolerancia de las sustancias en los alimentos y
en el agua de bebida, o los valores limite de exposicion es el NOAEL.

De igual manera que en los indices de toxicidad aguda los valores obtenidos dependen
de la especie y las condiciones experimentales utilizadas en el estudio asi como de la
via de entrada del toxico. Evidentemente para cada “efecto” considerado tendremos
unos valores de NOAEL, LOAEL, etc. Normalmente se considera una exposicion crd-
nica de 3 meses a 2 afos.

EI NOAEL es sin duda alguna el pardmetro toxicol6gico mas importante ya que sobre
él se apoya el calculo de los limites tolerables de exposicion y las concentraciones
méximas permisibles. Es por ello que conviene hacer algunas consideraciones sobre
el concepto y el calculo del mismo.
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Es importante hacer una observacion sobre el cdlculo del NOAEL. EI NOAEL debe ser,
por definicion, una de las dosis experimentales probadas. Es decir, que a diferencia
de la DL, aqui no se debe hacer una extrapolacion a partir de una serie de datos. El
NOAEL/LOAEL debe ser una de las dosis usadas en el estudio. En la practica se deter-
mina utilizando una serie de concentraciones decrecientes y se elige aquella que “no
produce efectos adversos observables”. A veces por mucho que se disminuya la dosis
siempre obtenemos un efecto adverso siendo imposible establecer un NOAEL. En esos
casos la dosis mas baja que produce un efecto adverso se toma como LOAEL. Por lo
tanto, el valor del NOAEL o LOAEL es un valor observado que depende del protocolo y
del disefio de la investigacion. Entre los factores “estudio-dependientes” que pueden
influir en la magnitud del valor observado podemos citar la especie, el sexo, la edad,
el tamafo del grupo, la sensibilidad de los métodos utilizados para medir la respuesta
y la seleccion de los niveles de dosis, ya que con frecuencia estan muy espaciadas, de
manera que el valor observado del NOAEL puede ser, en algunos casos, considerable-
mente menor que el verdadero “nivel de efecto no adverso”.

Limites tolerables de exposicion

El limite tolerable de exposicion, representa la dosis (expresada en mg/Kg/dia) de un
producto que puede ingresar en el organismo diariamente, durante toda la vida, sin
que resulte perjudicial para la salud. Después de considerar todos los estudios toxi-
coldgicos disponibles sobre una sustancia, se elige el NOAEL caracteristico mas bajo.
Se da la primera prioridad a los estudios realizados en seres humanos; los efectuados
con animales generalmente sirven para complementarlos. Sin embargo, la mayoria de
los analisis se basa en estudios de mamiferos no humanos. También se da por sentado
que cualquier efecto toxico por lo general es independiente de la ruta de exposicion.

Cuando es posible, se consideran estudios toxicocinéticos relativos a la sustancia, 10
que podria ser significativo en la seleccion de los conjuntos de datos claves usados
para estimar el NOAEL. Por ejemplo, la seleccion de un NOAEL apropiado para anima-
les se puede basar en las semejanzas entre la toxicocinética humana y animal. Cuando
no es posible decidir cual de las especies tiene caracteristicas mas pertinentes para el
ser humano, se eligen los resultados de las mas sensibles a la sustancia.

Luego, se usa el NOAEL para determinar la dosis de referencia (RfD) mediante el uso
de factores de incertidumbre (Fl) que reflejan la confianza general en los diversos
conjuntos de datos. En algunos casos, se usan factores de modificacion (FM), basados
en el criterio cientifico. En toxicologia alimentaria el criterio basico de limite tolerable
de exposicion se denomina es la dosis diaria admisible (DDA) o ADI (Aceptable Daily
Intake): La DDA es utilizada por la OMS para los pesticidas y aditivos. Se define como
“la dosis de un producto que puede ser ingerido diariamente por un individuo durante
toda su vida sin riesgo apreciable para su salud”. Se expresa en mg/Kg/dia.
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La DDA se fija a partir de ensayos experimentales con animales sobre la toxicidad
aguda y cronica (investigando eventuales efectos mutdgenos, teratégenos y cance-
rigenos). Se considera el efecto mas sensible en la especie animal mas sensible. Se
determina la cantidad maxima que dicha especie animal puede ingerir diariamente,
durante el tiempo de la experiencia, sin efecto nocivo, NOAEL crdnico) Para extrapolar
al hombre (que se considera la especie mas sensible y vulnerable) se divide la dosis
establecida para el animal por 10y, para incluir las variaciones individuales y los casos
especiales (embarazadas, nifios, ancianos, etc.) se divide de nuevo por 10. En defini-
tiva y, de forma general, la DDA es la centésima parte del NOAEL (expresada en mg/
Kg de peso y dia). Se usa por lo tanto un factor de seguridad o incertidumbre para
englobar diferencias inter e intraespecificas.

En caso de no existir datos concluyentes sobre los estudios de toxicidad se pueden
usar factores mas altos. Asi, por ejemplo, el LOAEL se usa cuando no existe un valor
de NOAEL aunque en tal caso se usa un factor de seguridad adicional al hacer los
célculos (+10). Hay que tener en cuenta que la DDA asume un consumo durante toda
la vida, por lo que para el calculo hay que usar el NOAEL “crénico”. Si, por ejemplo, el
NOAEL se ha obtenido en un estudio subcronico (90 dias) hay que aplicar otro factor
adicional de 10 (+10).

La EPA ha introducido un quinto factor de incertidumbre UFD cuando se trata con
bases de datos incompletas, como no disponer de datos de dos estudios de dosis
repetidas en mamiferos, uno multigeneracional, y dos de toxicidad del desarrollo. Si
los cinco estudios estdn hechos hay bastante confianza de que al menos en uno se
haya obtenido el NOAEL mas bajo posible.

La aplicacion matematicamente queda: DDA= LOAEL o NOAEL/ UFs

El uso de todos podria llegar a 100.000 y esto es poco realista y se tienen en cuenta
factores de modificacion, por ejemplo si un estudio se ha realizado con muchos ani-
males, esto disminuye la incertidumbre.

Concentraciones maximas permisibles

La concentracion maxima permisible (CMP) es la concentracion méxima de un toxico
(expresada en mg/Kg o mg/L) que se permite en un medio determinado (alimento,
agua). A partir de los valores de la DDA (o cualquiera de los otros pardmetros equi-
valentes) se pueden establecer las Concentraciones Méaximas Permisibles (CMP) en
un alimento o bebida, que se expresan como mg/Kg de producto fresco o por litro de
producto liquido. Estos valores se calculan a partir de la DDA teniendo en cuenta el
peso medio de una persona, la cantidad media ingerida por dia y la contribucion de ese
producto al total de la dieta.
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Para el calculo de las concentraciones méaximas permisibles es necesario conocer el
consumo diario del alimento en cuestion o de la bebida considerada. Estos datos se
pueden obtener de las encuestas de consumo que se realizan en los diferentes paises.
Los limites tolerables de exposicion y las concentraciones maximas permisibles son
los valores de referencia que constituyen la herramienta basica para la evaluacion del
riesgo.

Conclusiones

Los valores de ingestas diarias admisibles (IDAs) se han usado durante mds de 40
afos, establecidas por comités cientificos y han demostrado ser Utiles para prevenir
de efectos tdxicos, con las tnicas excepciones de los nifios menores de doce afios 0
personas alérgicas.

Las evaluaciones de la ingesta proporcionan una sobreestimacion de la ingesta real lo
que combinado con las IDAs, establecidas con los margenes de seguridad, aseguran
una buena proteccion de los consumidores.

El establecimiento de las IDAs con el refinamiento de las tecnologias continuara pro-
porcionando parametros a utilizar en el siglo XXI.
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ACCION PROTECTORA DE ANTIOXIDANTES FRENTE A LA
TOXICIDAD DE DIOXINAS Y PCBs

César Orddfiez Pascia
Dpto. Ciencias Biomédicas. Facultad de Veterinaria. Universidad de Ledn

Con el nombre DLCs se agrupan compuestos de tipo dioxinas, furanos y PCBs ca-
racterizados todos ellos por ser de tipo organoclorado y organobromado y teniendo
un alto ndmero de congéneres cada unos de estos grupos.

La historia de los efectos contaminantes de estos compuestos se remonta a finales
de los afos 40, cuando trabajadores de las fabricas de herbicidas clorados de Mon-
santo empezaron a desarrollar eczemas en la piel, dolores en las piernas y articula-
ciones, debilidad, irritabilidad, nerviosismo y pérdida de la libido.

Con posterioridad el ejército de Estados Unidos utilizd cantidades masivas de herbi-
cidas defoliantes (agente naranja) sobre las selvas de Vietnam. Los estudios epide-
mioldgicos posteriores establecieron la causalidad entre los niveles de dioxinas que
contaminaban las formulaciones y determinadas patologias (Dwyer y Flesch-Janys,
1995).

La emision de dioxinas mas conocida se produjo en Meda al norte de Seveso (Italia)
en 1976. La planta industrial de ICMESA de la empresa Hoffman-La Roche liberd
accidentalmente una nube tdxica que contenia 500 g de DLCs. El viento del sudeste
produjo numerosas victimas entre los animales domésticos y obligd a la evacua-
cion de mas de 700 personas. Los gases emitidos produjeron victimas mortales, asi
como la aparicion de casos de embriotoxicidad que se tradujeron en malformaciones
congénitas (Pesatoriy col., 2003).

Recientemente se han producido alertas alimentarias por contaminacion de dioxinas
en distintos paises. En febrero de 1999 aparece en Bélgica un episodio relacionado
de nuevo con la contaminacion de alimentos destinados al consumo humano. En
esta ocasion el origen se encontraba en la contaminacion de piensos destinados al
cebado de pollos que contenian residuos de PCBs y PCDD/Fs que excedian en mas
de 250 veces los niveles de tolerancia.

Las denuncias recientes de alimentos de procedencia animal (pollos, cerdos, sal-
mones) contaminados con dioxinas, como consecuencia de la utilizacion de piensos
que contienen grasas de origen industrial contaminadas con estas sustancias, han
reavivado la polémica sobre la toxicidad y el riesgo de exposicion a estos compues-
tos, asi como el de la seguridad quimica de nuestros alimentos.
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Estructura quimica y propiedades fisico-quimicas

El niicleo central de las dioxinas es la dibenzo-para-dioxina. Los derivados clorados
de este ndcleo (congéneres) se denominan genéricamente dibenzodioxinas policlo-
radas (PCDDs), y entre ellas la 2, 3, 7, 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) es la
molécula de referencia del grupo. Junto a las dioxinas propiamente dichas, existen
otros grupos de sustancias quimicamente relacionadas que estan asociadas a las
primeras desde un aspecto toxicoldgico. Los dibenzofuranos policlorados (PCDFs)
y los bifenilos polihalogenados, tanto en sus versiones cloradas (PCBs) o bromadas
(PBBs) presentan caracteristicas estructurales y toxicologicas muy parecidas, por lo
que seran considerados de forma semejante a lo largo de este capitulo.

9) [©) 9) (1)
X X X X
8 X X (2) (8) X: l I X (2)
mX o X (3) X (o] X(3)
X X
X X
© @ ® @
Dibenzodioxinas policloradas Dibenzofuranos policlorados
(PCDDs) (PCDFs)
C Cc C
PooC D Pwe
C o] C C o - C
| | | |
2,3,7,8 2,3,7,8
tetraclorodibenzodioxina tetraclorodibenzofurano

Figura 1. Estructura quimica general de los compuestos dioxinicos (DLCs), dioxinas
policloradas (PCDDs) y furanos policlorados (PCDFs). Como ejemplo la figura presenta
las estructuras de los derivados tetraclorados mas representativos de cada serie

Entre sus caracteristicas fisicoquimicas mas relevantes destacan su elevada liposo-
lubilidad y su gran estabilidad quimica y térmica.

Los PCBs con comportamiento tipo dioxina (Figura 2) contienen entre cuatro y seis
atomos de cloro sustituidos en posiciones para- y meta- (PCBs no-orto o PCBs co-
planares). Aunque estructural y toxicol6gicamente difieren de éstos, los congéneres
mono-orto sustituidos suelen incluirse dentro de este grupo.
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3,3',4,4  tetraclorobifenilo
(CB77)
c Cl Cl Cl

X X X X

Bifenilos policlorados
(PCBs) C Cl

2,3,3',4,4’ pentaclorobifenilo
(CB105)

Figura 2. Estructura quimica general de los bifenilos policlorados (A), asi como dos

ejemplos de PCBs coplanares con estructura no-orto (B) y mono-orto sustituidas (C).

X suele ser un atomo de cloro, aunque puede ser Br en el caso de los bifenilos polibro-
mados (PBBs)

Los conceptos de I-TEF e I-TEQ

La cuantificacion de PCDD/Fs precisa de un tratamiento especial con el fin de tener
en cuenta el grado y orden de cloracion entre los diferentes congéneres. La finalidad
es obtener el potencial toxicoldgico de estos compuestos cuando se encuentran
en una mezcla. En muestras reales los DLCs no se encuentran por separado, sino
como una mezcla de congéneres con diferente toxicidad. Con este fin se introdujo en
1988 el factor de equivalencia toxica (I-TEF) que estd basado en dos supuestos: (1)
todos los compuestos clorados en posicion 2, 3, 7, 8 tienen el mismo mecanismo
de accion (en términos cualitativos) aunque su potencial toxico puede variar de uno
aotro, y (2) la respuesta toxica de una mezcla de estas sustancias es el resultado de
la suma del comportamiento de cada una de ellas por separado. Basados en estos
dos principios se puede asignar un valor de I-TEF a cada compuesto independiente-
mente. Ya que el compuesto mas toxico es el 2, 3, 7, 8-TCDD, se le asigno el valor
arbitrario de 1, siendo el resto fracciones del mismo (Tabla 1).

Junto con el concepto de I-TEF se introdujo el término de cantidad de equivalencia
toxica (I-TEQ) que resulta de multiplicar la concentracion de cada uno de los con-
géneres por su correspondiente I-TEF y sumarlos todos en una mezcla. De esta
manera, la toxicidad real de una mezcla de PCDD/Fs se expresa como la suma de los
[-TEQs de sus 17 congéneres, obteniendo un valor indicativo. Recientemente la OMS
ha propuesto un nuevo concepto de I-TEQ que incluye los factores de equivalencia
para PCBs coplanares (Van den Berg y col., 1998).
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PCDFs I-TEF PCDDs I-TEF
2,3,7,8-TCDF 0,1 2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 1,2,3,7,8-PeCDD 0,5

2,3,4,7,8-PeCDF 0,5
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 0,01
1,2,3,4,,6,7,8-HpCDF 0,01 1,2,3,4,,6,7,8-HpCDD 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,01 0CDD 0,001
Los prefijos T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta y O = octa indican el grado de clora-
cion de los congéneres.

Tabla 1.- Factores de equivalencia toxica (I-TEF) de los 17 congéneres PCDDs y PCDFs
Fuentes de formacion y exposicién a DLCs

Salvo los PCBs, los PCDD/Fs son subproductos no intencionados de la combustion
incompleta de la materia organica, ya sea de fuentes naturales (incendios forestales)
0 antropogénicas (incineracion de basuras) (Tuppurainen y col., 2003).

Los procesos industriales (fabricacion de papel o de productos quimicos) y biold-
gicos también contribuyen en menor cuantia a su liberacion al medioambiente. Sin
embargo, debido a la resistencia de los PCBs a elevadas temperaturas se les utilizd
masivamente desde los afios 30 en la fabricacion de transformadores, capacitadores
y fluidos hidrdulicos, hasta su prohibicion en 1977. A pesar de su prohibicion, la ex-
posicion a PCBs todavia existe, debido a su elevada persistencia en el aire, suelos y
sedimentos acuosos. Ademds todavia forman parte de viejos dispositivos eléctricos,
luces fluorescentes, y electrodomésticos antiguos que aun siguen en uso.

La fuente mas importante de liberacion de DLCs al medioambiente es la incinera-
cion de residuos soélidos (basura municipal sélida, medicamentos y desperdicios
médicos, residuos peligrosos, etc.), la quema de combustibles fosiles (carbdn, y de-
rivados del petrdleo), asi como los incendios accidentales incontrolados (incendios
forestales, erupciones volcanicas, etc.).

La elevada persistencia ambiental de las dioxinas puede incrementarse al permane-
cer ligadas a sustratos organicos o inorganicos que sirven como reservorios. Los
DLCs son compuestos estables y muy resistentes a la mayoria de los procesos de
degradacidn ambiental. Los procesos de transformacion de los DLCs comprenden la
fotoxidacion atmosférica mediada por radicales libres, la fotolisis en el aire, suelo y
aguay la biodegradacion por los microorganismos del suelo.



Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicologicos y aplicaciones industriales 101

Toxicocinética

La absorcidn se produce a lo largo del tracto gastrointestinal. La velocidad de absor-
cion depende del grado de cloracién de los mismos. De esta manera los derivados
hepta- y octo-sustituidos son absorbidos mds lentamente que los que tienen un
menor grado de cloracion. Debido a su alta liposolubilidad se produce una rapida
redistribucion organica, unidos a proteinas plasmaticas, concentrandose finalmente
en tejidos grasos: tejido adiposo > SNC > higado > grasa subcutanea. Una vez acu-
mulados en los depdsitos grasos su biodisponibilidad organica suele ser muy baja.

Todos estos compuestos son muy estables y sufren una metabolizacién continua
pero muy lenta. El aclaramiento de estos compuestos depende del congénere, de
modo que el grado de cloracion favorece su acumulacion en el organismo. La elimi-
nacion puede ser urinaria o biliar, de manera que puede aumentar su biodisponibili-
dad organica al sufrir sucesivos ciclos enterohepaticos.

Mecanismo de accion

La semejanza de los efectos toxicos causados por los PCDD/Fs y PCBs coplanares
sustentan la hipdtesis de que estas sustancias tienen un mecanismo de accion co-
mdn. La uni6én y activacion del receptor citosélico AhR (receptor hidrocarburo de
arilo o receptor de dioxina) por estos compuestos, y la induccion de genes nucleares
especificos de respuesta a dioxinas, es la hipdtesis actual de trabajo (Figura 3). El
receptor AhR es un factor de transcripcion que actta una vez que se ha unido un li-
gando a su centro activo funcionando como un sensor bioldgico de sefiales externas
e internas (Bock, 1994).
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Figura 3. La mayoria de los efectos del TCDD son mediados por su unién al recep-
tor citosdlico AhR (1). La formacién del complejo de estabilizacién con las proteinas
HSP90 y XAP2 (2) permite su traslocacion nuclear (3) donde formara un heterodimero
con la proteina ARNT (4) cuya unién a los elementos de respuesta a dioxinas (ERDs)
genomicos (5) aumenta la transcripcion de los genes presentes corriente abajo

Los DLCs y otras sustancias semejantes se unen reversiblemente al receptor AhR
que tiene que ser previamente estabilizado en el citoplasma por una proteina de 90
kDa (HSP 90) y por la chaperona XAP2. Este complejo estabilizado se desplaza hacia
el nacleo celular con la ayuda de una importina donde el AhR queda libre uniéndo-
se a un translocador nuclear (ARNT). EI heterodimero AhR/ARNT identifica ciertas
regiones del ADN cromosémico denominadas Elementos de Respuesta a Dioxinas
(ERDs), e induce la transcripcion de los genes situados corriente abajo, entre ellos
diferentes isoenzimas CYP1A1 con actividades hidrocarburo aromatico hidroxilasa
(AHH) y etoxiresorufina O-desetilasa (EROD) (Figura 4).
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Figura 4. Posibles consecuencias de la expresion de los genes ligados a los elementos
de respuesta a dioxinas (ERDs), relacionados con el metabolismo de xenobitticos

El receptor AhR estd presente en los tejidos de multitud de especies animales con
un elevado grado de conservacion filogenética (Hahn, 2002) y es estructuralmente
semejante a los receptores citosolicos para esteroides. Sin embargo, ninguna hor-
mona tiene capacidad de unirse a este receptor, ni reciprocamente, los derivados
clorados tienen afinidad por los receptores esteroideos. La unién de los PCDDs al
receptor AhR no garantiza una respuesta biol6gica. De este modo, los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, flavonas sustituidas y cumarinas pueden unirse al receptor
AhR, pero no producen sus efectos tdxicos y son rapidamente metabolizados.

Toxicidad

Mientras que los PCDD/Fs se encuentran entre los compuestos de origen antropogé-
nico mas toxicos a dosis dnica, no ocurre asi con los PCBs .
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1. EFEQTOS DERMICOS 4. EFECTOS SISTEMICOS
Cloracné Fibrosis hepética suave

Hiperqueratosis | 0 de las t ) L
Hiperpigmentacion ncremento de las transaminasas séri-

Elastosis cas

2. EFECTOS NEUROLOGICOS Hipercolestereolemia

Alteraciones sexuales Hipertrigliceridemia

Dolores de cabeza Apetito reducido y pérdida de peso
Neuropatias

o Problemas digestivos
Alteracions visuales i g ) )
Disminucion de los sentidos del oido y | Polor en misculos y articulaciones

del olfato Glandulas linfaticas hinchadas
3. EFECTOS PSICOLOGICOS Problemas cardiacos
Alteraciones del suefio

- Problemas del tracto urinario
Depresion Dificultad iratori
Energias reducidas ificultades respiratorias
Arranques de mal humor Problemas pancredticos

Tabla 2. Signos y sintomas de la exposicion a elevadas concentraciones de TCDDs en
humanos

En animales de experimentacidon, la muerte se produce después de una progresiva
pérdida de peso acompafiada por una reduccion drastica del consumo de alimen-
to. Los efectos soméaticos son muy semejantes en todas las especies estudiadas,
independientemente de su susceptibilidad e incluyen neuropatia periférica, fatiga,
depresion, cambios de la personalidad, adelgazamiento, hepatitis, hepatolia, porfi-
ria cutanea tarda y erupciones cutaneas acneiformes (Mukerjee, 1998). Los efectos
agudos de la intoxicacion son una consecuencia de la interaccion de las dioxinas con
el receptor AhR. Ratones transgénicos en los que se ha anulado el gen codificante
del receptor AhR (ratones AhR-) son 10 veces menos susceptibles a la adminis-
tracion de TCDD (DL, = 2000 +g/kg de peso corporal), no presentando ninguno
de los sintomas de intoxicacion descritos con anterioridad (Gonzalez y Fernandez-
Salguero, 1998).

Sin embargo, son los efectos a largo plazo, los que resultan mas peligrosos y dificiles
de controlar (Hays y Aylward, 2003). Entre los efectos mas relevantes se incluyen:
cloracné, inmunotoxicidad, hepatotoxicidad carcinogenicidad y efectos embriotoxi-
cos y de la reproduccion e induccion de estrés oxidativo.

Dioxinas, PCBs y furanos estrés oxidativo y antioxidantes

El estrés oxidativo puede definirse como una alteracion en el sistema antioxidante,
el cual no es capaz de contrarrestar adecuadamente los radicales libres y especies
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reactivas de oxigeno (ROS) y detener las reacciones en cadena de peroxidacion li-
pidica

Entre los principales mecanismos de toxicidad de las dioxinas y sus bioisoéste-
res esta el estrés oxidativo que puede ser la causa del dafio tisular producido por
la exposicidn a estos compuestos. Distintos estudios han demostrado que tras la
administracion de dosis agudas de TCDD a animales de experimentacion se indu-
cen ROS, probablemente a través de la interaccion con el receptor AhR (Bagchi
and Stohs, 1993; Alsharif y col., 1994b), peroxidacion lipidica (Stohs y col., 1983,
1990; Mohammadpour y col., 1988) y dafio en el ADN (Wahba y col., 1988; Stohs y
col.,1990) y decrece la fluidez de la membrana y el glutation hepatico ademas de en
otros tejidos (Stohs y col., 1990). Estudios posteriores han demostrado incrementos
significativos en la produccion de anidn superoxido en higado aumentando también
la peroxidacion lipidica, ademas de supresiones significativas en los niveles de glu-
tation y de alfa-tocoferol (Slezak y col. 1999) tras la exposicion a estos compuestos.

Efecto protector de los antioxidantes frente dioxinas

Para evitar la accidn de los radicales libres, las células de los mamiferos poseen sis-
temas de defensa antioxidante tanto de naturaleza enzimatica como no enzimatica.

Si consideramos el dafio oxidativo como una posible consecuencia de la exposicion
a las DLCs, la incorporacion en la dieta de agentes antioxidantes deberian ejercer
un efecto protector, existen estudios que demuestran el efecto beneficioso de los
antioxidantes frente a la toxicidad de las dioxinas.

En ensayos realizados con animales de experimentacion se pudo observar como
aquellos animales pretratados con Butil Hidroxi Anisol (BHA), conocido antioxidante
de origen sintético, resistian dosis letales de TCDD, debiéndose este efecto protector
no solo a su efecto antioxidante (Stohs y col., 1984; Hassan y col., 1987).

Otros antioxidantes como la vitamina A y E sin embargo ejercen una proteccion
limitada contra la toxicidad de estos xenobidticos (Alsharif y Hassoun. 2004).

Conclusiones, evolucion y riesgos futuros

Disminuir la exposicion a residuos de DLCs en la dieta como resultado de la res-
triccion de las fuentes de liberacion medioambiental es el objetivo prioritario de las
administraciones europeas. La drastica reduccion en los ultimos 30 afios es una
consecuencia del descenso sustancial en la exposicion a dichos compuestos (se
estima que entre un 90 — 95% desde finales de los afios 60 y comienzos de los 70).
Ya que las cargas corporales han disminuido de significativamente en este periodo,
las previsiones para los proximos afios no tendran el impacto de las décadas ante-
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riores. Estimaciones hechas hasta el afio 2030 sugieren que incluso una reduccion
de 10 veces en los valores actuales de exposicion (una disminucién poco posible
basandose con el conocimiento actual de las fuentes de contaminacion por DLCs en
alimentos) afectaria s6lo marginalmente a los niveles séricos de estos compuestos.

Un estudio comparativo de la evolucion de la carga ambiental y corporal de DLCs en
los dltimos 70 afios ha demostrado que ambos pardmetros han disminuido drasti-
camente en los dltimos 30 afios y que tal caida continuara en un futuro préximo sin
ninguna necesidad adicional de medidas reguladoras (Aylward y Hays, 2002). Desde
los afios 70, las emisiones de dioxinas desde fuentes cuantificables —vertederos,
incineradores y combustion de gasolinas con plomo- han disminuido drasticamente
y asi seguird en el futuro préximo. Los datos toxicocinéticos para el TCDD indican
que la ingestion de esta dioxina ha disminuido en mas de un 95% desde los niveles
anteriores a 1972 y que la ingesta para todos los demas congéneres ha disminui-
do al menos en 10 veces en este mismo periodo. Reflejo de la disminucion en la
exposicion e ingesta de TCDD las cargas corporales de TCDD disminuyeron en un
90% entre 1970 y 2000, y si los niveles de exposicién contintan disminuyendo a
la misma velocidad que en el 2000, las cargas corporales caeran en un 50 % de las
actuales en 2010. Para el resto de los congéneres la carga corporal disminuird algo
mas lentamente debido a que las vidas medias de algunos de ellos son superiores
alas del TCDD.

Sélo mediante el cumplimiento estricto de las medidas reguladoras establecidas por
las administraciones, y el control periddico de las fuentes potenciales de liberacion
al medioambiente y de las rutas de entrada en la dieta humana, se podréa garantizar
la seguridad de los alimentos, amenazada por estos contaminantes insidiosos por
su persistencia y su toxicidad.
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MICOTOXINAS, ESTRES OXIDATIVO Y ANTIOXIDANTES

Teresa Cabaleiro
Laboratorio de Toxicologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo

Micotoxinas: aspectos generales

Las micotoxinas [del griego mykes (hongos) y foksicon (veneno)] son metabolitos
secundarios sintetizados por hongos al final de la fase de crecimiento sobre diversos
alimentos, fundamentalmente cereales y frutas, bajo determinadas condiciones. Los
principales géneros productores de micotoxinas son Aspergillus, Fusarium, Peni-
cillium, Claviceps'y Alternaria (Bennett y Keller, 1997). Entre las micotoxinas mas
comunes, distribuidas por todo el mundo, se encuentran las aflatoxinas, ocratoxi-
nas, tricotecenos, zearalenona y fumonisinas. Constituyen un riesgo importante en
seguridad alimentaria, ya que su presencia en niveles superiores a los tolerables
representa una amenaza para la inocuidad de los alimentos y ademas reducen el
valor nutritivo de los mismos.

Las necesidades generales para el crecimiento flingico incluyen: un sustrato facil-
mente utilizable, carbohidratos (proporcionados por el almidon o la celulosa); hu-
medad elevada en el alimento (10-18%) y en el ambiente (por lo menos del 70%);
generalmente condiciones aerobias; adecuada temperatura (varia con el hongo,
aunque suelen estar en un rango entre 12°C a 25°C); pH alcalino; etc.

La contaminacion de alimentos por micotoxinas y el transporte de las mismas a
través de la cadena alimenticia tienen que ser controlados con precaucion, ya que a
bajas concentraciones pueden inducir alergias, erupciones cutaneas, neurotoxicidad
y otros trastornos. La ingesta de micotoxinas puede conllevar efectos agudos, cré-
nicos a largo plazo, efectos teratogénicos, carcinogénicos (principalmente en higado
y rifién), estrogénicos o inmunosupresores en animales y en humanos, siendo nor-
malmente los animales los que sufren mas sus efectos toxicos debido a la ingesta
de alimentos de menor calidad. El consumo de piensos preparados con ingredientes
como las semillas oleaginosas de cacahuete, algodén, coco o granos de maiz con-
taminados con micotoxinas no sélo provoca micotoxicosis en los animales, sino
que crean también problemas de residuos de micotoxinas en productos animales
destinados al consumo humano, tales como la leche, la carne y los huevos.

El estrés oxidativo acontece en las células como consecuencia de los procesos fisio-
l6gicos normales e interacciones con el medioambiente, y los sistemas de defensa
antioxidante juegan un papel en la proteccion contra el dafio oxidativo. El mecanismo
de accion de las micotoxinas estd mediado por la produccion de radicales libres y es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS). Las micotoxinas desarrollan sus efectos biol6gi-
cos a través de su union a los fosfolipidos que conforman la membrana celular. Esta
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unién activa las enzimas fosfolipasas que degradan los lipidos de membrana dando
lugar a &cidos grasos poliinsaturados, que son un sustrato para la peroxidacion
lipidica y generacion de ROS, lo que finalmente conduce a la aparicion de efectos
citotoxicos. Los antioxidantes inhiben las reacciones de radicales libres mediante la
captacion o scavenging de radicales y la formacion de un radical antioxidante mas
estable.

Las micotoxinas alteran la membrana celular mediante peroxidacidn lipidica, y las
sustancias antioxidantes poseen propiedades protectoras de frente a la toxicidad de
estos xenobioticos. Es importante destacar el papel de la dieta, ya que aporta antioxi-
dantes implicados en los procesos de detoxificacion y reducen la toxicidad y el dafio
ocasionado por radicales libres producidos por micotoxinas. Ademas, las reacciones
implicadas en la detoxificacion estan conducidas por enzimas que requieren cofacto-
res, coenzimas y otras moléculas, proporcionadas a través de la dieta.

El estrés oxidativo como mecanismo de accidn toxica en la toxicodinamia de las
micotoxinas

Ocratoxinas

Las ocratoxinas —toxina mas estudiada y representativa en la ocratoxina (OTA)- son
sintetizadas por hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium (Kuiper-Goodman y
Scott, 1989). La exposicion en el hombre proviene de la ingesta de productos vegeta-
les contaminados, tales como cereales, pan, cerveza, café, especias, frutas, zumo de
uva, vino y derivados del cerdo. Dicha exposicion esta confirmada por la deteccion de
OTA en plasma y orina en concentraciones nanomolares (Scott, 2005).

El 6rgano diana de las ocratoxinas es el rifion. La ocratoxina A es nefrotoxica, siendo
un factor determinante en el desarrollo de la nefropatia endémica de los Balcanes.
Asimismo, esta micotoxina es citotdxica, ya que inhibe la sintesis de proteinas por
competicion con el aminoacido fenilalanina e induce apoptosis. Esta clasificada como
carcinégeno del grupo 2B (“posible carcinégeno humano”) por la Agencia Internacio-
nal de Investigacion sobre el Cancer (IARC, 1993), siendo el dafio oxidativo al DNA su
mecanismo de carcinogenicidad. El estrés oxidativo puede ser debido a un descenso
del sistema de defensa antioxidante o bien por un aumento en la produccién de ROS, y
se ha evidenciado que la OTA aumenta los niveles de ROS, malondialdehido (MDA) y la
expresion de la enzima hemooxigenasa 1 (HO-1) (Baudrimont y col., 1997; Rahimtula
y col., 1988), y por otro lado desciende los niveles de glutation reducido (GSH) y to-
coferol (Schaaf y col., 2002; Gautier y col., 2001). La generacion de ROS estad mediada
por la formacion de un complejo OTA-Fe3 (Omar y Rahimtula, 1993). La OTA facilita la
reduccion de Fe3 a Fe> por la NADPH-citocromo p450 reductasa (Omary col., 1991),
y el Fe?* en presencia de O, proporciona las especies activas que inician la peroxidacion
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lipidica. Ademas, la inhibicién del mecanismo de defensa antioxidante celular contribu-
ye a la carcinogenicidad de la OTA en rifion (Figura 1). La OTA disminuye la expresion
de genes regulados por el factor de transcripcion Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-rela-
ted factor 2), que estd implicado en la defensa antioxidante y la detoxificacion, lo cual
reduce la capacidad de respuesta al estrés oxidativo, y en consecuencia las células de
rifidn son mas vulnerables a la toxicidad inducida por OTA, favoreciendo el desarrollo
de tumor (Marin-Kuan y col., 2006).
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Figura 1. Figura del mecanismo de carcinogenicidad de la ocratoxina A (adaptado de
Marin y col., 2006)

b. Aflatoxinas

Las aflatoxinas son micotoxinas sintetizadas por las especies Aspergillus flavus
y Aspergillus parasiticus. E| representante mas toxico es la aflatoxina B1 (AFB1).
Las aflatoxinas pueden contaminar alimentos como cereales, semillas oleaginosas,
especias, frutos secos, leche, etc. El 6rgano diana es el higado, siendo hepatocarci-
nogénica (Sheny col., 1996). La correlacion positiva entre el consumo de alimentos
contaminados con AFB1y el incremento de la incidencia del cancer de higado en
algunas poblaciones de Asia y Africa ha llevado a la clasificacion de la AFB1 como
carcindgeno del grupo 1 (“carcindgeno para el ser humano”) por la Agencia Interna-
cional de Investigacion sobre el Cancer (IARC, 2002).

Su principal mecanismo de accion implica la formacion de aductos entre el ADN y el
metabolito carcindgeno de la AFB1, el AFB-8,9-epoxido (McGlynny col., 2003) (Fig.
2). La AFB1 se metaboliza por oxigenasas del sistema citocromo p-450 hepatico
al intermediario AFB1-8,9-ep6xido, el cual ataca residuos de guanina en el ADN de
doble cadena, causando roturas en la hebra de ADN y mutaciones puntuales del tipo
transversion G: Ca T: A, lo que conlleva la sustitucion de serina en el residuo 249 de
p53 (proteina implicada en el control del ciclo celular) en el carcinoma hepatocelular.
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Fig. 2. Formacion de aductos entre el AFB1-8,9-epoxido
y el ADN (McGlynn y col., 2003)

Ademas, se ha evidenciado que la AFB1 induce la for-
macion de 8-hidroxidiguanina (8-OHdG) (Shen y col.,
1995), que esta considerado marcador de dafio oxida-
tivo al ADN, indicando el papel importante de ROS en
la citotoxicidad de este hepatocarcindgeno.

c. Zearalenona

La zearalenona es sintetizada por hongos del género
Fusarium sp. Contamina principalmente maiz, otros
cereales y derivados (cerveza). Su citotoxicidad se
manifiesta por la inhibicion de la proliferacion celulary
la sintesis de proteinas. Ademas, es genotdxica y carci-
nogénica en animales de experimentacion, hepatotdxi-
ca e inmunotoxica. Asimismo, es estrogénica, activa
el receptor de estrdgenos, lo que estd asociado con
desordenes reproductivos en animales. Ademas, alte-
ra el metabolismo de los fosfolipidos de membrana, y
libera altas cantidades de acidos grasos insaturados,
lo que conduce a la formacion de perdxidos lipidicos.
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Se ha evidenciado que esta micotoxina induce estrés

oxidativo en rifién e higado, ya que aumenta los nive-

les de MDA y disminuye los de glutation reducido (GSH) (Hassen y col., 2007). Ade-
mas, diferentes toxinas de Fusarium sp. son capaces de dafiar el ADN (fragmentacion
y metilacion del ADN) e inducir citotoxicidad (inhibicion de la proliferacion celular y la
sintesis de proteinas) (Kouadio y col., 2007). Todo ello apunta al dafio oxidativo como
posible via implicada en la toxicidad de la zearalenona. Por otro lado, la zearalenona
induce la expresion de Hsp 70 (Galvano y col., 2002), lo que constituye un mecanismo
de defensa celular importante, ya que el Hsp 70 posee efectos citoprotectores.

d. Fumonisinas

La fumonisina B1 (FB1) es el representante mas toxico dentro del grupo de las fumo-
nisinas, siendo sintetizada por el hongo £ verticillioides, que contamina maiz y otros
cereales. Ademads de una exposicion dietética, también hay que tener en cuenta la ex-
posicion aérea en humanos a cepas productoras de FB1, debido a que F. verticillioides
puede crecer en edificios con humedad. La FB1 induce estrés oxidativo y la pérdida de
mecanismos protectores. Entre los efectos toxicos mas sobresalientes de estas mico-
toxinas se encuentran la neurotoxicidad, inmunotoxicidad y hepatotoxicidad. Goncre-
tamente, en la neurotoxicidad inducida por FB1 esta implicado el estrés oxidativo y la
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apoptosis (Stockmann-Juvala y col., 2004). Asi, la FB1 aumenta peroxidacion lipidica
y la produccion de ROS, disminuye los niveles de GSH y la actividad superdxido dis-
mutasa (SOD), reduce la viabilidad celular e induce apoptosis. La fumonisina FB1 es
inmunotoxica, ya que incrementa la permeabilidad de membrana en linfocitos, lo que
las hace mds susceptibles a la oxidacion (Yin y col., 1998). Por otro lado existe una
relacion entre las fumonisinas y el aumento de la incidencia de cancer de higado en
humanos (Suny col., 2007).

e. Tricotecenos

Los tricotecenos son micotoxinas producidas por Fusarium sp., que se caracterizan
por la presencia de un nucleo 12,13-epoxitricoteceno en su molécula. Se han detec-
tado cuatro tricotecenos como contaminantes naturales en alimentos, principalmente
trigo y derivados (harina, pan y cereales para el desayuno), maiz, avena, cebada, cen-
teno y arroz: toxina T-2, nivalenol, desoxinivalenol y diacetoxiscirpenol, siendo los mds
importantes la toxina T-2 y el desoxinivalenol.

e.1. Desoxinivalenol.- El desoxinivalenol (DON) es el tricoteceno que se detecta con
mayor frecuencia. Es producido por F. graminearumy F. culmorum, patbgenos vege-
tales que causan el brote de golpe blanco del trigo. EI DON es hepatotéxico y causa
desordenes gastrointestinales. Recibe su nombre comdn, vomitoxina, por los vomitos
que normalmente acomparian la intoxicacion por tricotecenos. Ademas, es un factor
determinante de la Aleukia Toxica Alimentaria (ATA), debida al consumo de trigo alma-
cenado al aire libre infectado con Fusarium. Dicha enfermedad cursa con la aparicion
de puntos en la piel, angina necrotica, leucopenia y maltiples hemorragias. En relacion
a la generacion de estrés oxidativo, el DON aumenta peroxidacion lipidica (Kouadio y
col., 2005) y disminuye los niveles de GSH y la actividad SOD y catalasa (Rizzo y col.,
1994).

e.2. Toxina T-2.- La toxina T-2 es el tricoteceno mds toxico. Esta sintetizado por Fusa-
rium sp., y es un contaminante natural en cereales, semillas y vegetales. La toxina T-2
es hepatotoxica, y su mecanismo de hepatotoxicidad estd basado en la induccion de
peroxidacion lipidica por generacion de radicales libres, alterando la estructura de las
membranas celulares (Rizzo y col., 1994). Ademas, la toxina T-2 puede unirse al gru-
po —SH del glutatién, reduciendo sus niveles, y altera actividad enzimas antioxidantes
(Suneja 'y col., 1989).

Antioxidantes y toxicidad de micotoxinas

Las propiedades protectoras de los antioxidantes son probablemente debidas a su ca-
pacidad de captar radicales libres actuando como scavengers, de reducir la generacion
de ROS y disminuir la peroxidacion lipidica, protegiendo asi las membranas celulares
del dafio inducido por micotoxinas. Se ha demostrado la capacidad que presentan
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algunas sustancias naturales con propiedades antioxidantes en la prevencion de los
efectos oxidativos inducidos por las micotoxinas (Zourgui y col., 2008; Costa y col.,
2007a; Guerra y col., 2005).

a. Carotenoides

Los carotenoides (carotenos y xantofilas) son un grupo de antioxidantes lipidicos ba-
sados en un esqueleto carbonado isoprenoide, con propiedades antimutagénicas y
anticarcinogénicas. Estan presentes naturalmente en algunos alimentos, como zana-
horias, tomates rojos, mantequilla, queso, aceite de palma, salmon rojo, piment6n y
granos de maiz. Son scavengers de radicales libres, previenen la peroxidacion lipidica,
y son precursores de la vitamina A (retinol), que también tiene propiedades antioxi-
dantes. Los carotenoides disminuyen el dafio en el DNA de hepatocitos inducido por
AFB1 en ratas, debido a que transforman la AFB1 en un metabolito menos tdxico, la
AFM1, reduciendo el desarrollo de cancer de higado inducido por AFB1 (Gradelet y
col., 1998). Ademas, el carotenoide licopeno, un pigmento rojo presente principalmen-
te en el tomate, reduce el estrés oxidativo inducido por la toxina T-2 (Leal y col., 1999),
observandose un descenso de los niveles de MDA y un incremento del contenido de
GSH.

b. Vitaminas A,CyE

Se han atribuido acciones protectoras a las vitaminas A (retinol), C (ascorbato) y E
(alfa-tocoferol) frente a la exposicion a micotoxinas. Estas vitaminas pueden actuar
como scavenger del radical superdxido, peréxido de hidrégeno, radical peroxilo, acido
hipocloroso y oxigeno de singlete.

b.1. Proteccion frente a la toxicidad de ocratoxinas. Las vitaminas A, C y E reducen los
aductos entre OTA y ADN en rifién e higado de raton (Grosse y col., 1997) previenen
la reduccion de la viabilidad celular y descienden la produccién de ROS (Baldi y col.,
2004). Ademds, en ratones expuestos a esta micotoxina se ha evidenciado que la vita-
mina C reduce las alteraciones tanto en cromosomas mitéticos y meidticos como en
la morfologia de la cabeza de espermatozoides (Bose y Sinha, 1994). Por otro lado,
suplementos de vitamina E administrada a pollos contrarrestan parcialmente la forma-
cion de peroxidos lipidicos debido a la exposicion a OTA (Hoehler y Marquardt, 1996).

b.2. Proteccion frente a la toxicidad de aflatoxinas. Las vitaminas C y A son efectivas en
reducir la union AFB1-DNA y el dafio al ADN inducido por dicha micotoxina (Yu y col.,
1994). El diferente estatus de vitamina A estd fuertemente relacionado con la hepato-
carcinogenicidad de la AFB1 en ratas (Webster y col., 1996). De hecho, se observo un
incremento del dafio del DNA inducido por AFB1 durante una deficiencia de vitamina
A, mientras que el dafo fue revertido con suplementos de vitamina A. Ademas, la
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administracion de vitamina E inhibe la peroxidacion lipidica en higado inducida por
AFB1 (Cassand y col., 1993).

b.3. Proteccion frente a la toxicidad de la zearalenona. Las vitaminas A, C y E redu-
cen los aductos con el ADN y el dafio oxidativo al ADN en rifién e higado de raton
expuestos a zearalenona (Grosse y col., 1997). La vitamina E es capaz de prevenir la
genotoxicidad inducida por la zearalenona, actuando como analogo estructural de esta
micotoxina 0 como antioxidante (Ouanes y col., 2003). El pretratamiento con vitamina
E reduce el dafio oxidativo inducido por zearalenona en hepatocitos (Hassen y col.,
2007). La especificidad de la proteccion se atribuye a la similitud estructural de la
vitamina E y zearalenona (Ghédira-Chékir y col., 1998).

b.4. Proteccion frente a la toxicidad de tricotecenos. Las vitaminas E y C presentan
actividad antioxidante y protegen el bazo y el cerebro contra el dafio inducido por la
toxina T-2 y DON en las membranas celulares, hecho observado en rata (Rizzo y col.,
1994). Por otro lado, se ha evidenciado en pollos que la administracion de suplemen-
tos de vitamina E contrarresta parcialmente la formacion de per6xidos lipidicos debido
a la exposicion a la toxina T-2 (Hoehler y Marquardt, 1996).

c. Catequinas

Las catequinas son compuestos fendlicos presentes en hojas de té verde, chocolate y
algunas plantas. Poseen propiedades anticancerigenas y antioxidantes, ya que tienen
capacidad para quelar Fe**y Cu*? (Kuo y col., 1998). Las catequinas pueden mostrar un
caracter lipofilico parcial y penetrar en el interior de las membranas, donde el principal
iniciador acuoso de la oxidacion lipidica, el radical hidroxilo, es atrapado facilmente y
es accesible para radicales peroxilo iniciadores de la cadena. Las catequinas previenen
la citotoxicidad inducida por OTA, ya que reducen la produccion de ROS inducida por
dicha micotoxina (Costa y col., 2007a). Ademas, estos compuestos fendlicos inducen
la actividad de la glutation S-transferasa citosdlica, que estimula la formacion del con-
jugado AFB1/glutation, evitando que dicha aflatoxina se una al ADN (Aboobaker y col.,
1994).

d. Cianidin-3-glucopiranésido (C-3G)

El cianidin-3-glucopiranésido (C-3-G) es un polifenol, concretamente un antociano,
presente en naranjas, zarzamora, fresas, arandanos y otras frutas y vegetales, siendo
responsable de su pigmentacidn. Posee un gran poder antioxidante debido a la presen-
cia en su estructura quimica de varios grupos hidroxilos fenolicos. Se ha demostrado
que el tratamiento con C-3-G tiene efectos citoprotectores frente al dafio celular indu-
cido por AFB1 y OTA, ya que inhibe la citotoxicidad, reduce la produccion de ROS y
contrarresta la inhibicion de la sintesis de ADN y proteinas y la apoptosis causadas por
ambas micotoxinas (Guerray col., 2005).
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e. Melatonina

La melatonina es una indolamina con actividad antiproliferativa y potencialmente an-
ticarcinogénica (Garcia-Navarro y col., 2007), considerada un scavenger de radicales
libres y antioxidante. Protege frente al dafio oxidativo causado por micotoxinas, hecho
demostrado por la inhibicion de la produccion microsomal de H,0, inducida por AFB1
en higado (Awney y col., 2002), la reduccion de la peroxidacion lipidica inducida por
OTA (Fig. 3) v la restauracion de los niveles de las actividades glutation peroxidasa,
catalasa y superdxido dismutasa en higado y suero de rata alterados tras la exposicion
a OTA (Soyoz y col., 2004). Ademas, también reduce la apoptosis causada por AFB1
en higado (EI-Gibaly y col., 2003).
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Figura 3. La melatonina (MEL) reduce la peroxidacion lipidica (LPQ) inducida por ocra-
toxina A (OTA). (Adaptado de El-Gibaly y col., 2003)

f. N-acetil-serotonina

La N-acetil-serotonina es un precursor de la melatonina que protege frente al dafio
oxidativo. De hecho, reduce la peroxidacion lipidica inducida por ascorbato-Fe? en
microsomas y mitocondrias de testiculo (Gavazza y Catala, 2004) y de higado de rata
(Leadeny Catald, 2007). Gesing y Karbownik-Lewinska (2008) observaron que la ad-
ministracion de N-acetil-serotonina disminuye peroxidacion lipidica (MDA) inducida
por AFB1 en cerebro, higado y pulmén.

g. Romero

El acido carndsico es un compuesto polifendlico presente en el romero (Rosmarinus
officinalis), con capacidad como scavenger de radicales libres y de reduccion de los
niveles de ROS. El pretratamiento con &cido carnésico tiene un efecto citoprotector,
ya que reduce la muerte celular inducida por la exposicion a AFB1 (Costa y col.,
2007Db) e inhibe la formacion de aductos de ADN con AFB1 (Offord y col., 1997).
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h. Acido rosmarinico

El &cido rosmarinico es un compuesto fenolico natural presente en la salvia, alba-
haca y menta. Renzulli y col. (2004) demostraron su efecto citoprotector frente a la
OTAy AFB1, ademads de atenuar la produccion de ROS, la inhibicidn de la sintesis de
ADN y proteinas y la apoptosis, en una linea celular de hepatoma humano.

i. Café

El café posee compuestos con capacidad antioxidante, como los diterpenos cafestol
y kahweol, y el acido cafeico. Estos compuestos son protegen frente a la union de
AFB1 y ADN (Cavin y col., 2001). Sin embargo, la cafeina potencia la genotoxicidad
de AFB1.

j. Cactus

El extracto de cactus es efectivo en la proteccion frente al dafio oxidativo causado
por la zearalenona. De hecho, se ha observado que la administracion de extracto de
cactus revierte el incremento de peroxidacion lipidica inducida por zearalenona en
higado y rifion (Zourgui y col., 2008).

k. Vino tinto

El vino tinto contiene una serie de compuestos que le confieren un efecto protector
frente a la nefrotoxicidad por OTA, mediante la limitacién del dafio oxidativo. Dichos
compuestos son el resveratrol, el dcido cafeico, las catequinas y la quercetina. La
ocratoxina A aumenta los niveles de peroxidos lipidicos en rifion y desciende la
actividad SOD vy la ratio GSH/GSSG. Si se administra con vino tinto, la OTA es menos
nefrotdxica, se reduce el dafio oxidativo, restaurando los niveles de GSH y preser-
vando la ratio GSH/GSSG (Bertelli y col., 2005).

|. Pimienta

La pimienta negra contiene un alcaloide, la piperina, que es un agente protector
frente a los efectos carcinogénicos de la AFB1, ya que reduce la actividad de las
monoxigenasas del citocromo p-450 y contrarresta la toxicidad de AFB1 (Reeny
col., 1997).

m. Aspartamo

Compuestos prometedores en la prevencion de los efectos toxicos de la OTA son los
andlogos estructurales y/o compuestos con una alta afinidad de unién por proteinas
plasmaticas, entre ellos el aspartamo, un edulcorante. Los efectos protectores del
aspartamo sobre la nefrotoxicidad inducida por OTA podrian estar basados en la
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unién competitiva a proteinas plasmaticas, transporte o distribucion a tejidos o la
eliminacion de la toxina en la orina (Creppy vy col., 1998). Ademas, el aspartamo
reduce el incremento de los niveles de MDA (peroxidacion lipidica) y contrarresta la
inhibicién de la sintesis proteica inducidos por la exposicion a OTA (Baudrimont y
col., 1997), previniendo sus efectos toxicos, incluyendo la genotoxicidad.

n. Glucomananos

Los glucomananos son polisacaridos presentes en la pared celular de levaduras.
Cuando se administran en una dieta contaminada, como estos productos no son
digeridos, la micotoxina adsorbida es excretada a través de las heces. La exposicion
combinada de glucomananos y alimentos con toxina T-2, restaura la concentracion
de GSH y reduce la peroxidacion lipidica inducidas por la micotoxina (Dvorskay col.,
2007).

o. Hierbas medicinales y extractos de plantas

Hay algunas plantas que contienen compuestos con efectos beneficiosos para la
proteccidn frente a la toxicidad inducida por micotoxinas. Actdan como antioxidan-
tes, scavengers de radicales libres e inhibiendo la peroxidacion lipidica. Entre ellas
podemos destacar:

« (Cassia senna: La administracidn de un extracto de etanol de un concentrado de
C. senna inhibe el efecto mutagénico de la AFB1 (al-Dakan y col., 1995).

« Nuez de anacardo: El extracto de nuez de anacardo es efectivo en reducir el
hepatocarcinoma inducido por AFB1 (Premalatha y Sachdanandam, 1999).

+ Hojas de pimienta: La administracion de extracto de metanol de hojas de pi-
mienta disminuye el efecto genotdxico de AFB1 (Hashim y col., 1994).

 La administracion de un extracto del fruto de Schisandra chinensis proporciona
una accion hepatoprotectora contra AFB1 por la estimulacion del sistema hepa-
tico antioxidante y de detoxificacion (Ip y col., 1996).

Finalmente, es importante tener en cuenta que en algunos casos los posibles agentes
protectores también son una via potencial de intoxicacion. Este es el caso del café,
té, uvas y hierbas medicinales. De hecho, se debe tener precaucion en la promo-
cion de la accién antimicotoxica de las sustancias discutidas anteriormente, ya que
algunas de ellas pueden ser carcinogénicas y/o tener propiedades toxicas a dosis
concretas y en determinadas circunstancias.
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TOXICOLOGIA DE METALES Y ANTIOXIDANTES
NATURALES: CADMIO Y MELATONINA

Alejandro Romero Martinez
Dpto. de Farmacologia y Terapéutica. Facultad de Medicina. Instituto de Investi-
gacion Tedfilo Hernando. Universidad Autonoma de Madrid

Introduccion

El cadmio (Cd) fue descubierto en 1817 por el quimico aleman Friedrich Stromeyer
en las incrustaciones de los hornos de zinc. Aunque también puede estar asociado a
otros metales como plomo o cobre (Zubera-Cosano, 1993), o formando compuestos
inorganicos solubles en agua como cloruros, sulfuros y acetatos (Reilly, 1991). Se
trata de un elemento no esencial para los seres vivos y esta considerado como uno
de los 126 contaminantes principales por la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos (Waisberg y col., 2003). Presenta una larga semivida en el hombre;
entre 10 y 30 afios (Satarug y col., 2004) aunque otros autores lo estiman entre 15
y 20 afios (Jiny col., 1998).

Presencia del cadmio en el medio ambiente

El cadmio es uno de los mayores agentes toxicos asociado a contaminacién ambien-
tal e industrial, pues reline cuatro de las caracteristicas mas temidas de un toxico:
a) efectos adversos para el hombre y el medio ambiente, b) bioacumulacion, c)
persistencia en el medio ambiente y d) dispersion (Ramirez, 2002).

El cadmio se obtiene como subproducto del tratamiento metalirgico del zinc y del
plomo, a partir de sulfuro de cadmio; en el proceso hay formacién de 6xido de cad-
mio, compuesto muy téxico. Ademas de contaminar el ambiente desde su fundicidn
y refinacion, contamina también por sus multiples aplicaciones industriales. Los
principales usos y aplicaciones del cadmio o sus compuestos son: como pigmento
en pinturas, esmaltes, plasticos, textiles, vidrios, tintas de impresion, caucho, lacas,
en la produccion de pilas de cadmio-niquel, como estabilizador de termoplasticos
(PVC), como “endurecedor” de ruedas y llantas de automovil (Zubera-Cosano,
1993).

Exposicion al cadmio a través de la dieta

Las principales fuentes de exposicion al cadmio para el hombre son atmdésferas
profesionales concretas, la dieta, el agua de bebida y el tabaco (Repetto y Lopez-
Artiguez, 1995; Llobet y col., 1998; Chan y col., 2000). Ademads, presenta una larga
semivida en el hombre, principalmente debido a su baja ratio de excrecion y a su
acumulacidn en el organismo.
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La absorcion oral del cadmio a través de la ingesta alimentaria ha sido estimada en
un 5% en humanos (I.P.C.S., 1992), con una variabilidad interindividual de un 20-
30% (Satarug y col., 2004), determinada por distintos factores como es la ingesta de
fibra, la cual inhibe la absorci6n intestinal del metal (Berglund y col., 1994).

Segun el Internacional Programme on Chemical Safety, de la Organizacion Mundial
de la Salud, la ingesta media de cadmio es inferior a la ingesta semanal provisional
tolerable (PTWI) (Galal-Gorchev, 1993), siendo la PTWI 1pg Cd/Kg peso/dia (C.A.C.,
2003). Sin embargo, segin Nasreddine y Parent-Massin (2002), los europeos esta-
mos expuestos a concentraciones de cadmio superiores a la PTWI.

El agua de bebida también puede constituir una fuente de exposicion al cadmio. Aun-
que la concentracion media es inferior a 1ug Cd/L, en hogares con tuberias de cobre
puede llegar a 2ug Cd/L en el caso de tuberias galvanizadas (Sharret y col., 1982).

Aspectos moleculares de la toxicologia del cadmio

El cadmio induce la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Filipi¢ y
col., 2006). Ademas, induce la produccion de radicales hidroxilo (O'Brien y Sala-
cinski, 1998), aniones superdxido, 6xido nitrico y perdxido de hidrdgeno (Stohs 'y
col., 2001) e induce peroxidacion lipidica (El-Maraghy y col., 2001). Las ROS son
continuamente generados durante el metabolismo del oxigeno. Posteriormente son
transformados en radicales hidroxilo, altamente reactivos, que atacan el ADN, pro-
duciendo la rotura de las hebras y alterando las bases, lo que conlleva la aparicion
de mutaciones y el desarrollo de tumores (Waalkes, 2002).

El mecanismo por el cual el cadmio inicia la formacién de ROS puede deberse fun-
damentalmente a que este metal provoca un descenso intracelular del contenido de
glutation y reduce la actividad de los enzimas antioxidantes, superdxido dismutasa,
peroxidasa y catalasa, permitiendo la acumulacion de ROS y un incremento del es-
trés oxidativo intracelular en células expuestas al cadmio (Waisberg y col., 2003).

También se ha observado que el cadmio induce peroxidacion lipidica en diversas
regiones cerebrales (Méndez-Armenta y col., 2003). De hecho, se ha relacionado
la toxicidad neuroendocrina de este metal con el estrés oxidativo (Poliandri y col.,
2006; Lopez y col., 2006), situacion en la que existe una alteracion en el balance de
agentes oxidantes y antioxidantes en las células (Lopez y col., 2006). Por otro lado, el
aumento de especies reactivas de oxigeno puede conllevar diversas perturbaciones
fisioldgicas: mayor permeabilidad de la barrera hematoencefélica, alteraciones en la
transmisidn sindptica, etc. (Evans, 1995). Ademas, a nivel cerebral, el estrés oxidati-
vo es el responsable de numerosas enfermedades degenerativas como la esclerosis
lateral amiotrofica (Hirano, 1991) y alzheimer (Sinet y Ceballos-Picot, 1992).
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Neurotoxicologia del cadmio

El cadmio, al igual que otros metales pesados, como plomo y mercurio, presenta una
elevada neurotoxicidad (Pohl y col., 2006). Atraviesa la barrera hematoencefalica
(Murphy, 1997) y puede acumularse en las distintas regiones cerebrales (Lafuente
y col., 2003; Ong y col., 2006). También puede depositarse en el plexo coroideo que
constituye la barrera hematoencefalica (Manton y col., 1984). Este hecho conlleva
alteraciones morfoldgicas en su estructura, lo que permite que los metales y otros
xenobidticos neurotoxicos difundan hacia el cerebro (Zheng, 2001). Concretamente,
el cadmio unido la metalotioneina (formando un complejo cadmio-metalotioneina)
se fija en el plexo coroideo (Zheng, 2001) y destruye la ultraestructura del plexo
(Zheng, 2001). Segun diversos autores (Wong y Klaassen, 1982; Choudhuri y col.,
1996) algunas patologias neurologicas podrian ser debidas a un aumento en la per-
meabilidad de la barrera hematoencefalica al cadmio.

La neurotoxicidad asociada a la exposicion al cadmio podria ser debida al efecto glo-
bal de una serie de pequefias perturbaciones en el metabolismo cerebral y del estrés
oxidativo en particular, ya que este metal parece intensificar la peroxidacion lipidica
a través de la inhibicion de la superdxido dismutasa y otros enzimas relacionados
(Gutiérrez-Reyes y col., 1998).

Los efectos toxicos del cadmio en el SNC incluyen alteraciones en la sintesis y/o
metabolismo de las aminas bidgenas y de los aminoacidos neurotransmisores. Asi
se ha observado en diversas regiones cerebrales, bajo heterogéneas condiciones
experimentales (in vivo e in vitro, diversas dosis del metal, diferentes vias de admi-
nistracion del toxico), en diversas especies animales y de distintas edades (Williams
y col., 1978; Arito y col., 1981; Nation y col., 1989; Das y col., 1993; Lafuente y
Esquifino 1999; Lafuente y col., 2001; 2002; 2003; 2004; 2005a y b).

Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) fue caracterizada por primera vez des-
pués de procesar cromatograficamente miles de glandulas pineales de origen bovino
(Lerner y col., 1958). Se denomind con el término melatonina debido a sus efectos
sobre la pigmentacion de la piel de ranas y por su relacion quimica con la serotonina
(5-hidroxitriptamina) (Lernery col., 1960). Actualmente se sabe que esta indolamina
es el principal producto secretado por la glandula pineal en mamiferos, incluyendo
el hombre.

Benot y col. (1998 y 1999) evidenciaron en rata y en el hombre que tanto los niveles
en sangre de melatonina como la capacidad antioxidante total de ese fluido corren
paralelos. De esta manera, el incremento fisioldgico nocturno de los niveles de me-
latonina se acompafia de un concurrente ascenso en la capacidad del fluido para
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neutralizar los radicales libres. El fuerte paralelismo entre la concentracion sangui-
nea de melatonina y su capacidad antioxidante fue también confirmado por Albarran
y col. (2001) en aves.

Cardinali y col. (2001) consideraron la importancia de las concentraciones subcelu-
lares de melatonina. Cabe destacar que como sustancia lipofilica atraviesa facilmen-
te las membranas celulares, y que bajo condiciones fisioldgicas y farmacol6gicas
puede ser mucho mas elevada la concentracion intracelular de la hormona que sus
niveles circulantes.

Hace dos décadas, se cuantificd por radioinmunoensayo la concentracion hipotala-
mica de melatonina en rata, obteniendo valores de 1-4 pg/mg de tejido (Catalay col.,
1987). Posteriormente, al utilizar técnicas cromatogréficas, se observd que la con-
centracion nocturna de melatonina en esta misma regidn cerebral era superior: 10
pg/mg de tejido (Cardinaliy col., 2001). De estos datos se desprende que los niveles
de melatonina en los tejidos puedan estar dentro de un elevado rango nanomolar,
asumiendo una distribucion homogénea de melatonina en varios compartimentos
subcelulares. Estos valores podrian ser sustancialmente mas elevados si la mela-
tonina se distribuye de forma distinta dentro de los compartimentos subcelulares.
De hecho, los niveles mas elevados se han encontrado en el nicleo celular y en la
mitocondria, en un rango micromolar (Cardinali y col., 2001).

Funciones de la melatonina y su posible papel protector frente a la toxicidad de
los xenohidticos

La melatonina presenta la capacidad de paliar, al menos en parte, el dafio molecular
y celular originado por el estrés oxidativo (Reiter, 1998). Entre los diversos mecanis-
mos de actuacion en este sentido, destacan los siguientes (Figura 1):

Es un potente “scavenger” (agente neutralizante) de radicales libres (Tan y col.,
2002), como son las ROS y del nitrégeno (RNS) y los radicales peroxilo (LOO").

1. Actlia como un antioxidante indirecto:
a. Induciendo enzimas antioxidantes (Reiter y col., 2000; Rodriguez y col., 2004)
b. Estimulando la sintesis de glutation (Urata y col., 1999)
c. Incrementando la actividad de otros antioxidantes (Gitto y col., 2001)

d. Protegiendo a enzimas antioxidantes del dafio oxidativo (Mayo y col., 2003),
aumentando la eficiencia de la cadena de transporte electrénico mitocondrial,
reduciendo asi la fuga de electrones y la generacion de radicales libres (Acu-
fia-Castroviejo y col., 2002).
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Incrementa la eficiencia de la

Cruza todas las barreras morfofisiologicas o A
fosforilacién oxidativa

Amplia distribucién intracelular

I Estimula enzimas antioxidantes I

Inhibe enzimas prooxidativas

I Estabiliza membranas celulares

Detoxifica especies reactivas basadas Reduce los niveles de citoquinas

en radicales de oxigeno y nitrégeno proinfl ias y moléculas de

P

Figura 1. En esta figura se resumen los diversos mecanismos a través de los cuales la
melatonina protege a las células del dafio oxidativo (Reiter, 2003)

Algunas de estas acciones son mediadas via receptor, mientras que otras no lo
son. En primer lugar habria que citar su actividad endocrina, tanto autocrina como
paracrina y su funcién de “scavenger” (agente neutralizante) directo de radicales
libres (Tan y col., 2003). Mas concretamente, esta hormona es capaz de reducir la
peroxidacion lipidica inducida por cadmio en diversos 6rganos, al administrarse in-
traperitonealmente a dosis farmacoldgicas (Karbownik y col., 2001). Ademas de sus
propiedades antioxidantes, la melatonina también puede formar complejos in vitro
con cadmio y otros metales (Limson y col., 1998). En esta misma linea, la melatoni-
na revierte las alteraciones que induce el cadmio en la expresion génica de enzimas
implicados en la peroxidacion lipidica y en el estrés oxidativo (0xido nitrico sintasa 1
y 2 y hemo oxigenasa-1) en el eje hipotalamico-hipofisario (Poliandri y col., 2006).

El efecto protector de la melatonina frente a la neurotoxicidad del cadmio que se
observa a nivel de neurotransmisores podria ser debido, al menos en parte, a que la
neurohormona disminuye la retencion del metal en el organismo (Chwelatiuk y col.,
2006) y reduce el estrés oxidativo inducido por cadmio (Poliandri y col., 2006). Ade-
mas, los efectos protectores de la melatonina frente al dafio oxidativo inducido por
metales han sido evidenciados principalmente en estudios in vitro (Karbownik y col.,
2001; Parmar y col., 2002; Ortega-Gutiérrez y col., 2002, Daniel y cols., 2004; Eybl
y col., 2006), por lo que los efectos tdxicos del cadmio que escapan a la proteccion
de la melatonina, podrian ser debidos a otros factores que existen in vivoy que no
se dan en los experimentos in vitro.
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TOXICOLOGIA DE INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS Y
RADICALES LIBRES: METOXICLORO Y OXIDO NITRICO

Ana Caride
Laboratorio de Toxicologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo

Oxido nitrico

El 6xido nitrico es un mensajero bioldgico con una vida media de unos pocos segun-
dos debido a su caracter gaseoso. Fue descubierto en 1987 en las células endotelia-
les y se denoming inicialmente factor relajante derivado del endotelio, ya que inducia
la relajacion de la musculatura lisa precontraida farmacol6gicamente, implicando
su importancia en el sistema cardiovascular y en la mayoria de los demas sistemas
bioldgicos. Por este motivo fue elegida como molécula del afio en 1992 por la revista
Science y merecié que se les otorgara el premio Nobel en Medicina y Fisiologia en
1998 a los investigadores pioneros de este descubrimiento (Ferid Murad, Robert
Furchgott y Louis Ignarro).

El 6xido nitrico, a temperatura ambiente y presion atmosférica, es un gas que posee
un electron desapareado, por lo que se comporta como un radical libre y en conse-
cuencia es muy reactivo. Debido a esto tiene una vida media de segundos. Una vez li-
berado, ejerce sus efectos y se descompone para producir dos metabolitos estables,
los radicales nitrito y nitrato. Es sintetizado a partir de L-arginina mediante una reac-
cidn enzimatica catalizada por el oxido nitrico sintasa (NOS), enzima que contienen
cuatro cofactores: FAD, FMN, tetrahidrobiopterina y hemo. Hasta el momento han
sido identificadas tres isoformas de NOS, que hacen referencia al tejido en el que se
purificaron inicialmente: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS). La
isoforma endotelial de 0xido nitrico sintasa se encuentra en las células endoteliales
vasculares, en donde, activada por estimulacion colinérgica, promueve la relajacion
de la musculatura lisa. La nNOS se encuentra principalmente en el cerebro y, al igual
que la eNOS, es calcio-dependiente. Estas dos isoformas median la produccion de
6xido nitrico a concentracion fisioldgica, para actuar como sefalizador molecular.
La expresion de la isoforma inducible de NOS es sintetizada en diferentes tipos de
células, tales como macrdfagos, hepatocitos, neutréfilos, musculo liso y endotelio, y
es calcio-independiente. Esta isoforma cataliza la sintesis de gran cantidad de 6xido
nitrico, que puede ser toxico en determinadas circunstancias.

El 6xido nitrico participa en una gran variedad de importantes funciones bioldgicas.
Hasta el momento existen mds de 30.000 publicaciones que versan sobre el papel
bioldgico del este compuesto. Es importante destacar que es un neurotransmisor,
que posee propiedades diferentes a las de los neurotransmisores clasicos debido
a su naturaleza gaseosa: no se acumula en vesiculas sinapticas; no requiere de re-
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ceptores de membrana para ejercer su accion, ya que penetra en la célula diana por
difusion lipidica; y no es metabolizado por enzimas especificos, sino que es degra-
dado espontaneamente por oxidacion o bien por compuestos tales como el anion
superdxido o la oxihemoglobina. A nivel de sistema nervioso central desempefia
funciones tan importantes como la regulacién de la liberacion de otros neurotrans-
misores [glutamato, acido gamma-aminobutirico (GABA), dopamina, acetilcolina,
norepinefrina y adrenalina, entre otros], la regulacion del flujo vascular, e interviene
en los mecanismos de defensa cerebral y en procesos de aprendizaje y memoria.
El oxido nitrico se encuentra ademas presente en el sistema nervioso periférico,
participando en la trasmision sensorial. Ademds, estd involucrado en otras funciones
fisoldgicas, muy diversas entre si, como la inhibicidn de la agregacion y la adhesion
plaquetaria, la citotoxicidad producida por macrofagos, la relajacion intestinal no
colinérgica, la regulacion de la secrecion hormonal y el control del apetito.

Es importante tener en cuenta que el 6xido nitrico puede presentar capacidad antio-
xidante o prooxidante. Por una parte, algunas de las especies reactivas del nitrogeno
derivadas del 6xido nitrico pueden reaccionar con proteinas, ADN y acidos grasos
poliinsaturados. Entre estos compuestos cabe destacar el peroxinitrito por su ca-
pacidad oxidante, sintetizado cuando se encuentran simultdneamente en el medio
Oxido nitrico y el anion superoxido. Por otra parte, el oxido nitrico potencialmente
inhibe la peroxidacidn lipidica inducida por especies reactivas del oxigeno y del ni-
trdgeno, puesto que reacciona con radicales lipidicos dando lugar a productos no
radicales del tipo nitrosolipidos. También se ha demostrado que modula el efecto
prooxidante del hierro y de metales de transicion en estado idnico al reaccionar con
ellos. Este efecto antioxidante o prooxidante depende de la concentracion de cada
especie y del microambiente biol6gico en el que es liberado el dxido nitrico.

Su principal compuesto diana es la guanilato ciclasa soluble (GCs), que desencadena
la produccion de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). Este dltimo aparece como
compuesto mediador de muchas de las acciones fisiol6gicas del dxido nitrico, al
estar implicado en la transduccion de sefiales via una kinasa. Otra de las moléculas
diana del 6xido nitrico es la citocromo oxidasa, ya que al competir con el oxigeno por
la unién a esta molécula en la cadena de transporte electronico modula la respiracion
mitocondrial. Por otra parte, forma el complejo GSNO al unirse a glutation oxidado,
que origina posteriormente glutation reducido (GSH) con gran actividad antioxidan-
te. Ademas, las tres formas redox del Oxido nitrico reaccionan con oxigeno, didxido
de carbono, perdxido de hidrégeno, anién super6xido y metales de transicion en
estado i6nico, dando lugar a especies reactivas del nitrdgeno, entre los cuales cabe
destacar el peroxinitrito por su capacidad oxidante.
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Insecticidas organoclorados: metoxicloro

Los insecticidas organoclorados son compuestos aril, carbociclicos o heterocicli-
cos de peso molecular entre 291 y 545 dalton, que actlan como insecticidas de
ingestion y de contacto. Estos compuestos se pueden clasificar segun su estructura
molecular en:

« Derivados de hidrocarburos aliciclicos, como el hexaclorociclohexano o el lin-
dano.

« Derivados de hidrocarburos ciclodiénicos, tales como el aldrin, endrin, dieldrin,
clordano, endosulfan y heptacloro.

« Derivados de hidrocarburos terpénicos, entre los que destacan el toxafeno y la
clordecona.

+ Derivados de hidrocarburos aromaticos. En este grupo se encontrarian el di-
cloro-difenil-tricloroetano (DDT) y el metoxicloro, en el cual nos centremos a
continuacion.

El nombre quimico del metoxicloro es el 1,1,1-tricloro-2,2-bis (4-metoxifenil)etano.
Se sintetizd con la finalidad de sustituir al DDT, puesto que presenta menor toxici-
dad y corta persistencia en los sistemas bioldgicos. El metoxicloro es eficaz contra
una amplia variedad de insectos como moscas, mosquitos y cucarachas. Es un pla-
guicida ampliamente utilizado en cultivos agricolas, en silos de almacenamiento de
cereales, en jardineria y en animales domésticos.

Figura 1. Estructura quimica del metoxicloro

Las vias mas frecuentes de exposicion al insecticida son la inhalatoria, la dérmica, y la
ingesta alimentaria. Su presencia ha sido evidenciada en el 1,2% de las muestras de
alimentos analizadas en EEUU, lo cual representa un consumo diario de 0,1 a 0,8 pg
de metoxicloro en este pais (Gunderson, 1988). Ademas, se han encontrado residuos
de este plaguicida en muestras biolgicas, concretamente en tejido adiposo y sangre
de mujeres del sur de Espafia (Botella y col., 2004).

Este xenobi6tico ejerce su principal accion toxica sobre el sistema nervioso al interferir
en el flujo de iones a través de las membranas de las células nerviosas prolongando el
tiempo de apertura de los canales de sodio. La intoxicacion aguda por metoxicloro se
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caracteriza por temblores, convulsiones y otros signos neuroldgicos de estimulacion.
En cuanto a la exposicion cronica, el sistema reproductor es la principal diana de este
plaguicida. Presenta actividad estrogénica, e induce diversos efectos sobre el sistema
reproductor. Concretamente, se han observado cambios histopatoldgicos en los 6r-
ganos del sistema reproductor y glandulas accesorias y alteraciones de los niveles de
hormonas sexuales (Borgeest y col., 2002). Asimismo, este plaguicida es un depresor
del sistema nervioso central, observandose alteraciones diversas en la concentracion
de neurotransmisores en distintas regiones cerebrales (Lafuente y col., 2007).

Metoxicloro, estrés oxidativo y dxido nitrico

El estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiado como mecanismo de toxicidad de
los pesticidas entre los que se encuentra el metoxicloro (Konery col., 1998; Kale y col.,
1999; McCormack y col., 2005). En este sentido, diversos grupos de investigacion han
evidenciado alteraciones del sistema reproductor a través de un aumento del estrés
oxidativo inducido por la exposicion a este Gltimo pesticida. Mds concretamente, el
tratamiento con este xenobidtico conlleva un descenso de la actividad de las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa, catalasa, glutation reductasa y glutation peroxi-
dasa, asi como un aumento de los niveles de peroxidacion lipidica en testiculo (Lat-
choumycandane y Mathur, 2002), epididimo y esperma de rata (Latchoumycandane y
col., 2002). Algunos de estos efectos pueden observarse en las Figuras 2 y 3, que se
presentan a continuacion.

O Control £150 mg E100 mg 2200 mg
Metoxicloro/Eg/dia

Dial Dia 4 DiaT

Figura 2. Efecto del metoxicloro sobre la actividad de la enzima superéxido dismutasa
en testiculo de rata adulta (adaptado de Latchoumycandane y Mathur, 2002)
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Figura 3. Efecto del metoxicloro sobre la peroxidacion lipidica en epididimo de rata
adulta (adaptado de Latchoumycandane y col., 2002)

Estos mismos efectos han sido observados en ovario de raton por Gupta y col.
(2006). En este ultimo estudio se evalud, ademads, la produccion de nitrotirosina, un
marcador de la produccion de especies reactivas del oxigeno, mediante inmunohis-
toquimica en ovario de animales tratados con el plaguicida.

A B

Figura 4. Efecto del metoxicloro sobre la produccion de nitrotirosina en ovario de raton

control (panel A) y expuesto a metoxicloro (panel B). Se puede observar una tincion

positiva para nitrotirosina (color rojo) en los animales tratados (adaptado de Gupta y
col., 2006)

No sistema nervioso central, al igual que ocurre en el sistema reproductor, el me-
toxicloro induce efectos tdxicos a través de mecanismos en los que esta implicado
el estrés oxidativo. De hecho, Schuh y col. (2005) evidenciaron, tanto in vitro como
in vivo, que la exposicion a este xenobidtico inhibe la respiracion mitocondrial en
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cerebro de rata (Figura 5), resultando en un incremento de la produccidon de especies
reactivas del oxigeno.
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Figura 5. Representacion grafica de los cambios en el potencial de membrana mitocon-

drial, medido a través de la fluorescencia del tetrametil rodamina metil éster (TMRM),

en muestras de cerebro de rata tras sucesivas adiciones de metoxicloro (mxc) (adap-
tado de Schuh'y col., 2005)

Recientemente ha sido estudiado el papel del 6xido nitrico en la inmunotoxicidad
del metoxicloro. En este sentido, Kim y col. (2005) demostraron que este plaguicida
altera la funcion inmune a través de un aumento de la expresion génica de iNOS
y de la produccion de oxido nitrico en macréfago de raton. Este incremento de la
sintesis de 6xido nitrico conllevaria una sobreproduccion de especies reactivas del
nitrégeno, tales como peroxinitrito, relacionado con la patogénesis de numerosas
enfermedades (Chirino y col., 2006).
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Figura 6. Efecto del metoxicloro sobre la produccién de 6xido nitrico en macrdfago de
raton. Los niveles de produccion de xido nitrico se determinan mediante la medida de
la acumulacion de nitrito en el medio de cultivo (adaptado de Kim y col., 2005)

Por otra parte, tras el tratamiento con este mismo toxico se han observado diversas
alteraciones de la secrecion episddica de prolactina a través de cambios en la sinte-
sis de Oxido nitrico en el eje hipipotalamo-hipofisario (Lafuente y col., 2006).
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Figura 7. Patrdn episddico de prolactina. Los asteriscos indican los pulsos de prolac-
tina durante el periodo estudiado. Se muestra el patrdn de prolactina en ratas control
(panel 1); en animales tratados con N«-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), un blo-
queante de la sintesis de oxido nitrico (panel II); en ratas expuestas a metoxicloro
(panel 111); y en animales tratados con metoxicloro y L-NAME (panel V) (adaptado de

Lafuente y col., 2006)
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RADICALES LIBRES Y MUERTE CELULAR PROGRAMADA

Rafael Balafia Fouce
Dpto. Ciencias Biomédicas. Facultad de Veterinaria. Universidad de Ledn

La apoptosis es una forma de muerte celular programada (PCD del inglés “program-
med cell death”) propia de los organismos pluricelulares. Se trata de uno de los
principales tipos de PCD y comprende una serie de procesos bioquimicos que indu-
cen cambios morfoldgicos especificos en las células anteriores a su muerte. Estos
cambios morfolégicos incluyen la vacuolizacion, cambios en la membrana celular
como la pérdida de la asimetria y del acoplamiento, colapso celular, fragmentacion
nuclear, condensacion de la cromatina, y fragmentacion del ADN genémico. Duran-
te la apoptosis, las células desempefian un papel activo y controlado de su propia
muerte (por lo que se ha hablado de suicidio celular), mientras que en la necrosis la
muerte celular es un proceso descontrolado que conduce a la lisis de las células y a
la induccion de una respuesta inflamatoria.

La investigacion en apoptosis ha experimentado un sustancial desarrollo durante
la década de los noventa. Ademas de su importancia como fendmeno bioldgico, se
han establecido relaciones entre procesos apoptdticos defectuosos y una gran va-
riedad de enfermedades que no habian tenido explicacion sin el conocimiento de
dicho proceso. La importancia de este campo de investigacion fue reconocida el 7 de
octubre de 2002 con el Premio Nobel de Medicina concedido por las investigaciones
sobre crecimiento y apoptosis en el nematodo de vida libre Caenorhabditis elegans
(Metzstein y col., 1998). El premio lo compartieron los Doctores H. Robert Horvitz
del Instituto de Tecnologia de Massachusetts (EEUU), Sydney Brenner del Instituto
de Ciencias Moleculares Berkeley, CA (EEUU) y John E. Sulston, Instituto Wellcome
Trust Sanger en Cambridge (GB).

Dada la novedad de este campo de investigacion, muchos de los términos que se uti-
lizan proceden de la literatura anglosajona, lo que les hace frecuentemente ilegibles
para el lector no acostumbrado. Por esta razon hemos recopilado un amplio glosario
de términos al final del capitulo.

La apoptosis como proceso fisioldgico. La apoptosis se produce durante el de-
sarrollo normal de los organismos pluricelulares y contindia durante toda su vida
adulta (Lockshin y Zakeri, 2007). La combinacion de la apoptosis y la proliferacion
celular es la encargada de dar forma a tejidos y drganos en el desarrollo embrionario
(Penaloza y col., 2008). A diferencia de la necrosis, que es una forma traumatica de
muerte celular resultante de una lesion celular aguda, la apoptosis confiere ventajas
al organismo durante su ciclo vital. Por ejemplo, la diferenciacion de los dedos y los
pies de un embrion humano en desarrollo se produce gracias a que las células de
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los espacios interdigitales sufren un proceso de apoptosis; como resultado aparecen
dedos separados. Se calcula que entre 50-70 x 10° células mueren cada dia en un hu-
mano adulto medio debido a la apoptosis. Esto equivale a la proliferacion y posterior
destruccion de una masa celular igual al peso del cuerpo de un individuo en un afo.

La apoptosis es también una parte importante de la regulacion del sistema inmuno-
l6gico. Los linfocitos T son células del sistema inmunol6gico responsables de la des-
truccion de células infectadas o dafiadas en el cuerpo (Everett y McFadden, 1999).
Los linfocitos T maduran en el timo, pero antes de que puedan entrar en el torrente
sanguineo, son puestas a prueba para asegurarse de que son eficaces contra antige-
nos extrafios y para evitar que reaccionen frente a células sanas. Cualquier linfocito T
inefectivo 0 auto-reactivo se elimina a través de la induccion de la apoptosis (Brenner
y col., 2008).

Las alteraciones de la regulacion de la apoptosis se han relacionado con procesos
patoldgicos. El cancer es una enfermedad que a menudo se caracteriza por una in-
hibicion del proceso apoptético. Las células cancerosas suelen tener cierto tipo de
mutaciones que les permiten eludir las sefiales celulares de regulacion de su creci-
miento y proliferacion. En circunstancias normales, las células danadas se someten
naturalmente a la apoptosis, a diferencia de las células cancerosas, cuyas mutaciones
pueden haber ocurrido en los lugares que controlan este proceso. En estos casos no
hay control de la proliferacion celular y, en consecuencia, la enfermedad puede pro-
gresar a un tumor. Entender cdmo se regula la apoptosis en procesos tumorales es
de gran interés en el desarrollo de tratamientos contra esta enfermedad (Engelmann
y Bauer, 2000; Pietsch y col., 2008).

Hay otras enfermedades relacionadas con una exacerbacion del proceso apoptotico.
Por ejemplo, las enfermedades neurodegenerativas como el parkinson o el alzheimer
son procesos morbosos donde un exceso de apoptosis esta relacionado con la pér-
dida progresiva de neuronas (Nunomuray col., 2007).

La apoptosis también es importante para el desarrollo normal de la placenta. En el
trofoblasto las células de la placenta invaden el entorno uterino con el fin de remo-
delar los vasos sanguineos maternos y ayudar a establecer y mantener la gestacion
(Dash y col., 2005). Para lograr este objetivo es necesario un control estricto sobre
la proliferacion celular y la apoptosis. En algunos casos este proceso puede verse
comprometido y un exceso de apoptosis de las células de trofoblasto puede estar
implicado en ciertas complicaciones de la gestacion como la preeclampsia (Allaire
y col., 2000).

La apoptosis desempefia un papel importante en la progresion de muchas enferme-
dades autoinmunes. Por ejemplo, en la artritis reumatoide una excesiva proliferacion
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de células sinoviales puede ser debida en parte a la resistencia de estas células a
los estimulos apoptdticos. En otros casos, la falta de regulacion de la apoptosis de
los linfocitos T puede originar células auto-reactivas que al entrar en la circulacion
sanguinea contribuyen a la aparicidn de enfermedades autoinmunes (Ortona y col.,
2008).

El proceso de la apoptosis. Tras la recepcion de sefiales especificas que inducen a
las células a someterse a la apoptosis, se van a producir una serie de cambios morfo-
l6gicos programados. Una familia de proteinas conocidas como caspasas (del inglés
“cysteine-aspartic acid proteases) se activa normalmente en las primeras etapas de
la apoptosis (Chowdhury y col., 2008). Estas proteasas se encargan de romper com-
ponentes celulares necesarios para la funcion normal de la célula incluyendo protei-
nas estructurales del citoesqueleto, proteinas nucleares y enzimas de reparacion del
ADN. Las caspasas también pueden activar otras enzimas degradativas, como ciertas
endonucleasas, que desintegran el ADN genomico en pequefios fragmentos (Chen'y
Wang, 2002).

Las células apoptoticas cambian su morfologia durante el proceso, empezando por
una disminucion en su volumen, como consecuencia de la destruccion de las laminas
y los filamentos de actina del citoesqueleto. La ruptura de la cromatina en el niicleo
conduce a menudo a la condensacion nuclear (cariorresis) que en muchos casos da
lugar a que los nicleos apoptéticos adquieran forma de “herradura”. Por (ltimo, la
célula se fragmenta en pequefios cuerpos apoptdticos que facilitan su eliminacion
por los macrdfagos sin inducir un proceso inflamatorio (Jin y El-Deiry, 2005). Estas
células fagociticas son las responsables de la limpieza de las células apoptéticas
de los tejidos de una forma limpia y ordenada, evitando muchos de los problemas
relacionados con la muerte celular necrética. Con el fin de promover su fagocitosis,
las células apopt6ticas generan cambios en la membrana plasmatica que desenca-
denan la respuesta de los macrdfagos. Uno de esos cambios es la translocacion de
fosfatidilserina (PS) desde la cara interior de la membrana plasmatica a la exterior
(Kagan y col., 2000).

Los estimulos que inducen a una célula a entrar en apoptosis pueden ser extrinsecos,
relacionados con la union de ligandos inductores de muerte a receptores de membra-
na (Zimmermann y col., 2001). Estos ligandos puede ser factores solubles o pueden
estar expresados en la superficie de las células como los linfocitos T citotoxicos.
Estos dltimos se producen cuando las células T reconocen células dafiadas o infec-
tadas con virus y ponen en marcha la apoptosis a fin de evitar que se conviertan en
neoplasicas (cancer) o que favorezcan la propagacion de la infeccion. En otros casos
la apoptosis puede iniciarse siguiendo sefiales intrinsecas que se producen como
consecuencia de una situacion de estrés. Las alteraciones de la fisiologia celular que
conducen a la apoptosis surgen en respuesta de la exposicion a radiaciones, toxicos,
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deprivacion de factores de crecimiento o estrés oxidativo causado por radicales li-
bres. En general las sefiales intrinsecas inician la apoptosis por un proceso mediado
por la mitocondria (Schultz y Harrington, 2003).

La proteina p53: arresto celular o apoptosis. La proteina p53 es un importante
factor de transcripcion de los organismos pluricelulares que participa activamente
en la regulacion del ciclo celular y actda, por consiguiente, como supresor tumoral
en la prevencion del cancer (Kerny col., 1991). La proteina p53 puede restringir el
crecimiento celular induciendo la senescencia, parando el ciclo celular (en las fases
G, y G,) o induciendo la apoptosis. Los mecanismos bioquimicos utilizados por p53
para desencadenar estos procesos s6lo se entienden parcialmente y son objeto de
constante estudio. Entre los factores que intervienen en la activacion de p53 se inclu-
yen los niveles de expresion de la proteina, el tipo de sefial de estrés, el tipo de células
y el contexto celular en el momento del estrés (Haupt y col., 2003).

En condiciones normales p53 es una proteina de corta duracidn. El inhibidor Mdm2
de la p53 (Hdm2 en los seres humanos) es el responsable de la conservacion de p53
en este estado. Mdm2 inhibe la actividad transcripcional de p53 y, lo que es mas
importante, promueve su degradacion por el proteosoma (Chen y col., 1995). Sin
embargo, la actividad transcripcional de p53 puede alterarse drasticamente cuan-
do las células estdn expuestas a diferentes tipos de estrés, como la produccion de
radicales libres, el dafio al ADN, la expresion inoportuna de oncogenes, la hipoxia
y el agotamiento de nucle6tidos, entre otros. La activacion de p53 supone la esta-
bilizacion de la proteina y el incremento de su union al ADN y, por consiguiente, su
actividad transcripcional. La participacion de la proteina p53 en las diferentes rutas
apoptoticas es uno de los objetivos que se comentaran en las diferentes secciones
del presente capitulo.

La ruta extrinseca; papel de los receptores de muerte. Los receptores de muerte
(DR del inglés “death receptor’) son proteinas de la superficie celular que transmiten
las sefales externas de muerte al unirseles ligandos especificos, tales como Fas,
TNF-a'y TRAIL. Desempefian un papel importante en la apoptosis y pueden activar la
cascada de caspasas en cuestion de segundos. La induccion de la apoptosis a través
de este mecanismo es por lo tanto muy rapida (Schiitze y col., 2008).

Se han descrito seis DRs: FasR, TNFR1, DR3, TRAIL-R1 (o0 DR4) TRAIL-R2 (0 DR5),
y DR6. Estos receptores estan compuestos por tres cadenas polipéptidicas idénticas,
tienen elementos de sefalizacion y unién comunes, asi como caracteristicas indivi-
duales unicas. Gada uno de los seis DRs tiene un dominio de muerte (DD del inglés
“death domain”) intracelular que funciona como una mddulo de unidn proteina-
proteina que recluta diversas moléculas de sefializacion citosdlica que conforman las
rutas apoptoticas (Figura 1).
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Figura 1. Rutas de regulacién y control de la apoptosis

Aunque hay diferencias en las vias de sefalizacion activadas por los distintos DR es
posible disefar un esquema general de este proceso. La unién de los ligandos de
muerte a sus DR promueve su agrupamiento a gran escala en la superficie celular.
Este agrupamiento de receptores es importante porque ayuda a completar la sefia-
lizacion de la apoptosis. En ausencia de dicha agrupacion, algunas células como
los linfocitos T son capaces de desencadenar la apoptosis, pero en la mayoria de
los casos la amplificacion de la via de sefializacion es necesaria para activar una
respuesta apoptotica completa.

Después de la union del ligando se produce un cambio conformacional en los DD
intracelulares de los receptores que permite el reclutamiento de varias proteinas
apoptaticas citosolicas al receptor. Este complejo de proteinas se denomina DISC
(del inglés “Death-Inducing Signalling Complex”). El paso final de este proceso es el
reclutamiento de la pro-caspasa 8 por DISC que promueve su autoprocesamiento y
€omo consecuencia la iniciacion de la apoptosis (Peter y Krammer, 2003).

Seiializacion ligada al receptor TNF-a. Las células T activadas y los macréfagos
producen el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) como respuesta a la infeccion.
Mediante la activacion de su receptor, TNFR1, TNF-a puede inducir varios efectos
(Chen y Goeddel, 2002). TNF-a puede inducir por si sélo la apoptosis, pero a dife-
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rencia del ligando Fas, TNF-a puede promover en cierto tipo de células, la activacion
de NF-kB y AP-1, que son factores de transcripcion primarios involucrados en la
proliferacidn y supervivencia celular.

La unién de TNF-a a su receptor provoca su trimerizacion y la consecuente agrupa-
cion de sus DD. Esto permite la unidn de una molécula adaptadora llamada TRADD
(del inglés “Tumor necrosis factor Receptor-1-Associated Death Domain protein”)
a través de las interacciones entre los DD (Shakibaei y col., 2005). TRADD tam-
bién puede asociarse con FADD (del inglés “Fas-Associated Death Domain”) lo que
conduce a la induccion de la apoptosis a través del reclutamiento y activacion de la
pro-caspasa 8.

Senalizacion por Fas (CD95). El ligando Fas (llamado también CD95L) activa la
apoptosis de forma similar a la del receptor de TNF-a. La unidn de Fas a su receptor
(FasR) provoca su trimerizacion, el establecimiento intracelular de su correspon-
diente DISC y la activacion de la cascada de caspasas (Schiitze y col., 2008). Sin
embargo, la sefializacion mediada por FasR es ligeramente mas sencilla que la de
TNFR1. La proteina adaptadora FADD puede ser reclutada directamente por el DD sin
que sea necesaria la presencia de TRADD. FADD servird para reclutar moléculas de
pro-caspasa 8 al complejo de sefializacion Fas por interacciones homotipicas entre
los dominios efectores de muerte de cada proteina (Scaffidi y col., 1998).

La induccién de la apoptosis por TRAIL. La induccion de la apoptosis por TRAIL
(delinglés “TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand’) es similar a la de Fas al unirse
a su receptor (Bedi, 2002). La unidn de TRAIL a sus receptores DR4 o DR5 desen-
cadena rapidamente la apoptosis en la mayoria de las células estudiadas. Ademas,
se han descrito receptores sefiuelo que pueden competir por la unién de TRAIL a
DR4 y DR5. Estos sefiuelos se llaman DcR1 y DcR2 y son capaces de competir con
DR4 o DR5 para la unién de su ligando, sin embargo la unién a estos receptores no
desencadena la apoptosis. Por un lado DcR1 carece de DD, mientras que DcR2 tiene
truncado un fragmento de 4 a 6 aminodcidos en el DD necesarios para el recluta-
miento de proteinas adaptadoras (Ashkenazi y Dixit, 1999).

La ruta intrinseca. Papel de la mitocondria en la apoptosis. La mitocondria es el
lugar donde se realiza el metabolismo oxidativo de los eucariotas, proporcionando
ATP a través de la fosforilacion oxidativa y el citocromo c. La funcién mitocondrial
parece ser critica en la ejecucion del programa de muerte de algunas células, y la
activacion de estos organulos celulares es un elemento crucial para la coordinacion
e integracion de la apoptosis (Smith y col., 2008). La mitocondria contiene muchas
proteinas pro-apoptéticas tales como el Factor Inductor de la Apoptosis (AIF del in-
glés “Apoptosis Inducing Factor’), Smac (del inglés “Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases”)/DIABLO y el citocromo c. Estos factores son liberados al
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citoplasma a través de los denominados poros de permeabilidad transitoria (poros
PT) que se forman en la membrana externa. Los poros PT se forman por la accion de
ciertos miembros pro-apoptoticos de la familia de proteinas Bcl-2, que a su vez son
activados por factores tales como el estrés, los radicales libres de oxigeno (ROS) y
nitrdgeno o la deprivacion de factores de crecimiento (Orrenius, 2007). La mitocon-
dria participa también amplificando la sefializacion apoptotica de los receptores de
muerte mediante la activacion de la proteina Bid (un miembro pro-apoptdtico de la
familia Bcl-2) mediada por la caspasa 8.

El papel de las proteinas Bcl-2. Las proteinas de la familia Bcl-2 participan de
distintas maneras en la ruta intrinseca de la apoptosis. Algunos de sus miembros
(Bcl-2 y Bel-XL) son proteinas anti-apoptoticas, mientras que otros (como Bad, Bax
0 Bid) son, por el contrario, proteinas pro-apoptoticas (Youle y Strasser, 2008). La
sensibilidad de las células a los estimulos apoptéticos intrinsecos va a depender del
balance en la expresion de los miembros de esta familia. Cuando hay un exceso de
proteinas pro-apoptoticas las células son mas sensibles a experimentar apoptosis,
por el contrario, cuando existe un exceso de proteinas anti-apoptéticas las células
son mas resistentes a sufrir este proceso (Adamsy Cory, 2001).

La familia Bcl-2 comprende tanto a proteinas anti-apoptéticas (pro-supervivencia)
como pro-apoptodticas (pro-muerte). Los miembros de la familia se clasifican sobre
la base de su semejanza estructural con los dominios de homologia (BH) a Bcl-2
(BH,, BH,, BH, y BH,) y un dominio de transmembrana. Los miembros con funcion
anti-apoptotica son Bcl-2, Bel-XL y Mcl-1 contienen los cuatro dominios BH conser-
vados. Ademas de los dominios externos, los miembros de esta familia contienen
dominios transmembrana que sirven para su anclaje a la membrana externa de la
mitocondria. Los miembros pro-apoptéticos de la familia Bel-2 contienen tres do-
minios BH (BH,, BH, y BH,) pero carecen del dominio BH,; entre estas proteinas
destacaremos Bak, Bax y Bok. A pesar de que todos los miembros de la familia
Bcl-2 contienen un dominio BH,, éste parece ser especialmente importante en las
proteinas con funcion pro-apoptdtica. La sobreexpresion de Bak promueve la muer-
te por apoptosis en contraposicion de Bcl-2 expresado en condiciones salvajes. El
dominio BH, es suficiente, aunque no necesario, para la liberacion de citocromo
¢ y la activacion de las caspasas. El tercer grupo de proteinas Bcl-2 son aquellas
que tienen solamente en comun el dominio BH,, y que se comportan como protei-
nas pro-apoptoticas: Bad, Bid, Bik, Bim, Blk y Hrk. Bad y Bid carecen de dominio
transmembrana y por lo tanto estan dispersas en el citoplasma. Estas dos proteinas
parecen ejercer su accion pro-apoptotica formando heterodimeros con Bcl-2 y Bel-
XL (Wong y Puthalakath, 2008).

Los miembros de la familia Bcl-2 asociados con la membrana externa de la mito-
condria no sdlo tienen actividad ligada al receptor mediada por sus dominios BH,
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sino que también pueden afectar a la integridad de la mitocondria alterando el trafico
de ATP, el potencial de membrana (AW) y configurando poros PT por los que el
citocromo ¢ se va a liberar al citoplasma. La liberacion de citocromo ¢ al citosol va
acompafada de una disipacion del AY mitocondrial que se atribuye a la apertura de
los poros PT cuya composicion bioquimica es adn desconocida.

En funcion de la composicién en dominios BH las proteinas de la familia Bcl-2 ho-
modimerizardn o heterodimerizaran, dando lugar a su funcién pro- o anti-apoptotica,
respectivamente. Las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2 tienen localiza-
cion citoplasmatica y actuan como sensores de estrés y/o dafio celular. Tras una se-
fial de estrés, estas proteinas se relocalizan en la superficie de la mitocondria donde
interaccionan con sus homdlogos anti-apoptéticos alterando su funcién inhibitoria y
originando la formacion de poros PT (Murphy y col., 2000). La liberacidn de citocro-
mo ¢ de la mitocondria es un proceso particularmente importante en la induccion de
la apoptosis, ya que conduce a la formacion del apoptosoma, un complejo de pro-
teasas muy activo en las fases finales de ejecucion de la apoptosis (Ow y col., 2008).

Bid una unidn entre las rutas extrinseca e intrinseca. La proteina pro-apoptdtica
Bid se distingue de otras por conectar la activacion de los DR de la ruta extrinseca
con la activacion de los procesos asociados con los trastornos mitocondriales de la
ruta intrinseca. La activacion de Bid supone su procesamiento citoplasmatico por la
caspasa-8 para exponer un nuevo N-terminal de residuos de glicina que se somete a
la miristoilacién post-traduccional (Belka y col., 2000). La proteina Bid miristoilada
se traslada a la mitocondria, se inserta en la membrana y activa Bax y Bak para iniciar
la ruta intrinseca que conduce a la formacion del apoptosoma. El gen BID es regula-
do post-transcripcionalmente por p53 como respuesta a la radiacion-Y a través de
elementos reactivos en el primer intrdn del gen humano o en el promotor del gen
del rat6n. La quimiosensibilidad celular a los compuestos genotoxicos adriamicina y
5-fluorouracilo parece depender de la presencia de p53 y Bid inalterados. Mutantes
nulos en Bid son resistentes a los efectos de estos farmacos.

La fase de ejecucion: caspasas y apoptosis. Las caspasas son una familia de pro-
teinas encargadas de la ejecucion final de la apoptosis. Las caspasas pertenecen
a un grupo de enzimas conocidas como cistein-proteasas que existen dentro de
la célula como zimdgenos inactivos. La hidrdlisis de estos zimbgenos origina las
formas enzimaticamente activas que participan en las fases finales de la apoptosis
(Budihandjo y col., 1999).

La induccion de la apoptosis a través de los DR provoca la activacion de caspasas
iniciadoras 8 y 10 en la fase extrinseca. Por su parte, la activacion de las caspasas 9
y 2 responde a los cambios en el AY mitocondrial en la ruta intrinseca. La activacion
de las caspasas iniciadoras produce el procesamiento de las caspasas ejecutoras 3,
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6y 7 que son las responsables de la destruccion de las proteinas del citoesqueleto
y originan los cambios morfol6gicos tipicos observados en las células apoptdticas.

La proteina p53 estimula la activacion de la cascada de caspasas por mecanismos
dependientes e independientes de transcripcion. Como respuesta a la irradiacion-Y
de extractos de células S100 (libres de nucleos) la p53 puede activar por si sola la
caspasa-8. Sin embargo, la muerte mediada por el compuesto genotdxico etopdsido
en fibroblastos procedentes de ratones deficientes en caspasa-8 no se ve afectada.
Por lo tanto, la caspasa-8 puede contribuir, aunque no siempre es esencial, a inducir
la muerte por apoptosis en células con el ADN dafiado. Ademas, la proteina p53
estimula la caspasa-6 al interaccionar con un elemento de respuesta en el tercer
intron de su gen codificante (MacLachlan y EI-Deiry, 2002). La caspasa-6 destruye
la proteina de la lamina nuclear A y varios factores de transcripcion (Galande y col.,
2001). Ademas, la caspasa-6 juega un papel importante en la muerte neuronal in-
ducida por p53 y es la principal proteina implicada en la destruccion de la proteina
precursora amiloide (LeBlanc y col., 1999).

El apoptosoma. Ademas de la activacion de los DR, existen otros mecanismos mo-
leculares para activar la cascada de caspasas. Por ejemplo, al afiadir granzima B a
linfocitos-T citotdxicos, se activan las caspasas 3, 7, 8 y 10. Las mitocondrias son
también reguladores principales de la cascada de caspasas y de la apoptosis. La
liberacion del citocromo ¢ de las mitocondrias puede conducir a la activacion de
la caspasa 9 y luego de la caspasa 3. Este proceso estd mediado por la formacion
del apoptosoma, un complejo proteinico compuesto por citocromo c, Apaf-1y pro-
caspasa 9 (D’Amelio y col., 2008). La unidn de ésta Gltima facilita su autoprocesa-
miento, dando lugar a la forma activa de caspasa-9, que es una caspasa iniciadora
capaz de activar caspasas ejecutoras tales como la caspasa 3 (Figura 1).

La proteina Apaf-1 (del inglés “Apoptosis protease-activating factor-1") es un
regulador clave de la via apoptética mitocondrial, siendo el elemento central del
apoptosoma. La proteina p53 induce la liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria
mediante la induccion de genes diana que codifican proteinas con un tnico dominio
BH,. Es importante destacar que p53 induce también la expresion del gen codificante
APAF-1 a través de un elemento de respuesta dentro de su promotor (Schuler y
Green, 2001).

Caspasas y la destruccion de la cromatina. Una de las caracteristicas de la apop-
tosis es la degradacion del ADN cromosomico en unidades nucleosomales. Las
caspasas juegan un papel importante en este proceso mediante la activacion de
endonucleasas que digieren el ADN en secuencias concretas, interviniendo ademas
en la inhibicion de enzimas de reparacion del ADN y la destruccion de proteinas
estructurales del nicleo.



146 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicologicos y aplicaciones industriales

En primer lugar, la fragmentacion del ADN en unidades nucleosomales es producida
por una endonucleasa conocida como CAD (del inglés “Caspase Activated DNAse”).
CAD existe normalmente como un complejo inactivado por la proteina ICAD (del
inglés “Inhibitor of CAD”). Durante la apoptosis, ICAD es digerido por la caspasa 3
liberando CAD activo que produce la rapida fragmentacion del ADN nuclear. En se-
gundo lugar, se produce una inactivacion de enzimas de reparacion del ADN (Nagata,
2000). La enzima poli (ADP-ribosa)-polimerasa — que es una importante enzima de
reparacion — fue una de las primeras proteinas identificadas como sustrato de la
caspasa 3 (Chiarugi y Moskowitz, 2002). Por dltimo, las caspasas ejecutoras van
a digerir las proteinas de la envoltura nuclear, como la lamina A que mantienen la
forma del ndcleo e intervienen en las interacciones entre la cromatina y la membrana
nuclear. La degradacion de la [amina A por la caspasa 6 origina la condensacion de
la cromatina y la fragmentacion del niicleo (Utz y Anderson, 2000).

Reconocimiento y eliminacion de células apoptéticas. Después de todos los
procesos descritos con anterioridad, se van a producir una serie de cambios en la
membrana plasmatica que conducen a la exposicion de la PS desde la cara interna
de la membrana plasmatica al exterior de la célula. De los lipidos que componen la
membrana plasmatica, inicamente la PS se encuentra en su cara interna, no estando
en contacto con los componentes de la sangre. Ademas, se van a producir cambios
internos que afectan a la morfologia del nicleo y a la desintegracion del ADN gend-
mico por CAD en fragmentos de 180 a 200 kpb (escaleras de ADN) que se separaran
en los cuerpos y/o vesiculas apoptoticas. Las vesiculas apoptoticas son eliminadas
por fagocitosis, por lo que para ser reconocidas por los macr6fagos no es suficiente
con que inviertan la posicion de la PS, sino que deben existir otro tipo de receptores
expresados especificamente para su reconocimiento. El anticoagulante Anexina V
unido a un tinte fluorescente se une a la PS traslocada al exterior de la célula apop-
totica permitiendo una facil deteccion mediante técnicas de citometria de flujo y/o
microscopia de fluorescencia (Blankenberg, 2008). Los cuerpos apoptéticos son
rapidamente eliminados por macréfagos o células dendriticas antes de que puedan
necrotizar y comenzar un proceso inflamatorio; de esta manera se evitan procesos
autoreactivos y autoinmunes.

Abreviaturas: PCD: Programmed Cell Death; PS: fosfatidilserina; DR: Death Receptor; DD: Death Domain;
DISC: Death-Inducing Signalling Complex; TNF-a; Factor de Necrosis Tumoral alfa; TRADD; Tumor Ne-
crosis Factor Receptor-1-Associated Death Domain; FADD: Fas-Associated Death Domain; TRAIL: TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand; AIF: Apoptosis Inducing Factor; SMAC: Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases; poros PT: poros de Permeabilidad Transitoria; ROS: Reactive Oxygen Species;
AW: potencial de membrana mitocondrial; Apaf-1: Apoptosis protease-activating factor-1; CAD: Caspase
Activated DNAse; ICAD: Inhibidor de CAD
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Glosario de términos en orden alfabético

Anexina V: Proteinas que se unen a fosfolipidos en presencia de calcio. Cuando se establece la apoptosis,
la fosfatidil serina se trasloca a la cara externa de la membrana plasmatica quedando expuesta al medio
externo. Este movimiento de la fosfatidil serina es un indicador de apoptosis temprana. La anexina V se
une fuerte y especificamente a la fosfatidil serina y sirve como indicador de apoptosis por métodos de
microscopia y/o citometria de flujo.

Apaf-1: Factor activador de proteasas apotdsicas-1. Apaf-1 es una proteina adaptadora asociada a la ruta
intrinseca de la apoptosis se une a la pro-caspasa 9 a través del dominio de activacion y reclutamiento,
originando la activacion de la caspasa 9 en presencia de citocromo ¢ y ATP conduciendo a la cascada de
proteasas apoptdticas.

AIF: Factor inductor de la apoptosis. Flavoproteina mitocondrial con homologia con las oxidoreductasas
bacterianas. Puede inducir cambios morfoldgicos apoptéticos en el nicleo por una ruta independiente
de las caspasas.

Bad: Miembro pro-apoptdtico de la familia de proteinas Bcl-2. Bad comparte identidad con Bcl-2 Gnica-
mente en el dominio BH, y forma heterodimeros con Bcl-2 y Bel-XL previniendo la accion anti-apoptotica
de éstas y promoviendo la apoptosis.

Familia de proteinas Bcl-2: Los miembros de esta familia tienen tanto propiedades pro- como anti-
apoptéticas. Todos los miembros tienen al menos uno de los cuatro motivos de homologia con Bcl-2
o dominios BH (BH, a BH,), que intervienen en la interaccion entre proteinas. Los miembros con pro-
piedades anti-apoptoticas incluyen: Bcl-2, Bcl-XL y Mcl-1. Por su parte los miembros con propiedades
pro-apoptdticas incluye a: Bax, Bak y Bok y comparten tres dominios BH (BH1, BH2, BH3). Una subfamilia
adicional con un dnico dominio BH, en comiin son las proteinas pro-apoptdticas: Bik, Hrk, Bim Blk, Bad,
y Bid. EI domino BH3 es el que confiere propiedades pro-apoptéticas al unirse y antagonizar con las
proteinas antiapoptéticas Bcl-2 y Bel-XL.

CAD: ADNasa activada por caspasas. Endonucleasa enddgena que fragmenta el ADN celular y que se
utiliza como marcador de la apoptosis.

Caspasas 1-14: Cistein proteasas activadas por aspartato. Las caspasas existen como zimdgenos inacti-
vos y tienen que ser activadas de forma progresiva formando una cascada. Después de su activacion, sus
dianas son el ADN y el citoesqueleto de la célula, interviniendo de manera decisiva en la formacion de los
cuerpos o vesiculas apoptdticas.

Citocromo c¢: Proteina mitocondrial asociada normalmente a la fosforilacion oxidativa. Durante la ruta
intrinseca de la apoptosis el citocromo ¢ se libera al citoplasma a través de los poros PT, donde se une
a Apaf-1 induciendo el autoprocesamiento de la pro-caspasa 9 en el apoptosoma. La liberacion del cito-
cromo c al citoplasma esta regulada por los miembros de la familia de proteinas pro- y anti-apoptéticas
Bcl-2.

DD: Dominio de muerte. Fragmento intracelular de los DR que es critico en los procesos de sefializacion
de la ruta extrinseca de la apoptosis.

DISC: Complejo de sefalizacion inductor de muerte. Es un complejo de proteinas que incorpora a los DD
citosélicos de los DR (por ejemplo de FasR), una proteina adaptadora (por ejemplo FADD) y la caspasa 8
en la ruta apoptética extrinseca.
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DR: Receptores de muerte. Miembros de la superfamilia de receptores del TNF. Intervienen en la sefiali-
zacion de la ruta extrinseca de la apoptosis.

FADD: Proteina adaptadora asociada al DD Fas. FADD es una molécula esencial en el reclutamiento de la
pro-caspasa 8 durante la induccion de la apoptosis por el ligando Fas.

Fas: (llamado también CD95 y Apo-1) Ligando de Fas, proteina homotrimérica perteneciente a la familia
de TNF.

FasR: Receptor del ligando Fas de la superficie celular miembro de la superfamilia de receptores TNF. El
DD citoplasmatico de Fas se asocia con FADD que acttia como adaptador en el reclutamiento de la pro-
caspasa 8 que se autoprocesara para iniciar la ruta extrinseca de la apoptosis.

Granzima B: Serin proteasa presente en los granulos de las células NK (natural killers) y de los linfocitos T
citotéxicos. Granzima B pertenece a una familia de 11 serin proteasas que degradan proteinas induciendo
PCD por la activacion de diferentes cascadas de caspasas. La granzima B promueve la liberacion del
citocromo ¢ de la mitocondria

ICAD: Inhibidor de la endonucleasa CAD. Tiene la function de una chaperona activada por caspasas du-
rante su sintesis. Permanece acomplejada a CAD inhibiendo su actividad endonucleasa. Las caspasas
activadas durante la apoptosis degradan ICAD liberando la endonucleasa en el nicleo y permitiendo la
degradacion del ADN gendmico en fragmentos de 180 a 200 kpb.

p53: Supresor proteico nuclear del cancer humano que actda como regulador critico en la supervivencia
y proliferacion celular. Esta fosfoproteina nuclear de 393 amino 4cidos regula la expresion de los genes
codificantes DR en la induccidn de la apoptosis. Estos incluyen Fas y el TNF relacionado con la inducci6n
de apoptosis ligada a DR5. En algunos tipos de tumores (como en el cancer de mama) puede establecerse
una relacion entre el funcionamiento anormal de p53 y un prondstico adverso.

poroPT: poro de permeabilidad transitoria de la mitocondria: poro reversible de la membrana interna
mitocondrial inducido por Ca* que permite la liberacion de componentes mitocondriales presentes en el
espacio intermembranoso.

PS: fosfatidil serina. Lipido situado en la cara interna de la membrana plasmatica que se externaliza
durante la apoptosis y sirve como criterio diagndstico.

Smac/DIABLO: Activador secundario de caspasas derivado de la mitocondria humana. El equivalente
murino, DIABLO es un inhibidor directo de la apoptosis por unién a proteinas con bajo punto isoeléctrico.
Tras la liberacion de las mitocondrias, elimina el efecto inhibitorio de muchos inhibidores de proteinas
apoptoéticas.

TNF: Familia de ligandos del factor de necrosis tumoral. Han sido identificados al menos 16 miembros.
La mayoria de los miembros se sintetizan como precursores transmembrana de tipo Il. Sus dominios
extracelulares pueden ser escindidos por metaloproteinas formando citoquinas solubles. Tanto las formas
solubles como las de membrana se unen a los receptores de la familia de receptores TNF.

TNFR1: Miembro de la superfamilia de receptores del TNF que posee un DD. Otros miembros de esta su-
perfamilia: FasR, DR3, TRAIL1, TRAIL2 y DR6. Cada uno de estos receptores puede iniciar directamente
la apoptosis.

TRADD: Dominio de muerte asociado al receptor de TNF. Se une TFR1, pero a diferencia del DD asociado
a Fas, el TRADD no lleva un dominio efector de muerte, y su DD es responsable de la apoptosis mediada.
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Acttia como una plataforma adaptadora en el reclutamiento de varias moléculas de sefalizacion para la
activacion del receptor.

TRAIL: TNF relacionado con el ligando inductor de apoptosis (también llamado Apo-2) es un tipo de pro-
teina transmembrana de tipo Il que pertenece a la superfamilia del TNF, que inducen la apoptosis en una
amplia gama de células transformadas pero no en células normales. Se han descrito dos DR (TRAILR1/
DR4 y TRAILR2/DR5) y otros dos receptores no inductores de muerte (TRAILR3/DcR1y TRAILR4/DcR2).
Participan de manera crucial en la supresion de la metastasis tumoral e inhiben la activacion de los linfo-
citos T, progresion del ciclo celular, y produccién de citoquinas en células T autoreactivas.
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NEUROTOXICIDAD, ESTRES OXIDATIVO, ENFERMEDADES
NEURODEGENERATIVAS Y ANTIOXIDANTES

M?. Anunciacion Lafuente
Laboratorio de Toxicologia. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo

Estrés oxidativo y neurotoxicidad

Durante la evolucidn de los organismos, la supervivencia en un medio ambiente ae-
robico pasd por la generacion de respuestas de adaptacion, tanto para el metabolis-
mo oxidativo enddgeno como para los productos quimicos y radiacion de bajo nivel
a que se encontraban expuestos y que conllevaban la generacion de radicales libres,
lo que dio lugar a diversos sistemas de defensa antioxidantes (Genestra, 2007).
En el organismo se produce un estado de estrés oxidativo debido a la generacion
excesiva de radicales libres y/o al déficit en estos mecanismos antioxidantes, con
el consiguiente dafio celular y tisular, lesiones agudas o degenerativas, necrosis,
muerte celular, etc. (Sies, 1991).

La mayor parte de las especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas en la célula es-
tan relacionadas con la reduccion incompleta del oxigeno en la cadena de transporte
electrdnico mitocondrial, estimandose que el 1% del flujo de electrones mitocondrial
interviene en la formacion de radicales superoxido (Lass y col., 1997). Como pode-
mos observar en la Figura 1 (Sayre y col., 2008), la produccién mitocondrial de ROS
parte de la formacion del anion superdxido al captar el O,, un electron de la cadena
de transporte electronico. Este anién puede transformarse en peréoxido de hidrogeno
(H,0,) mediante una reaccion catalizada por la enzima superoxido dismutasa (SOD).
Posteriormente, el H,0, dara lugar al radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton
(en la que participan metales de transicion en estado iénico). En ausencia de SOD,
la dismutacion del anién superdxido da lugar a la generacion del oxigeno singlete, o
bien puede reaccionar con dxido nitrico (NO) para formar peroxinitrito.
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El dafio oxidativo producido en las macromoléculas biolégicas por ROS ha sido vin-
culado a la fisiopatologia de numerosas enfermedades, tales como la ateroesclero-
sis, cancer, cataratas, enfermedad de parkinson (EP), enfermedad de alzheimer (EA),
diabetes, artritis, enfermedades autoinmunes e inflamaciones cronicas, entre otras,
y acelera el proceso bioldgico del envejecimiento. En el caso del cancer, las ROS
producen una oxidacion del material genético y en lipidos, dando lugar a productos
como el malondialdehido y el 4-hidroxi-2-nonenal, que son potentes mutagenos y
modulan las vias de sefializacion implicadas en la proliferacion y la apoptosis, dos
procesos relacionados con el desarrollo de cancer (Marquez y col., 2007).
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Figura 1. Produccién mitocondrial de ROS

El sistema nervioso central (SNC) es particularmente sensible al estrés oxidativo
debido a su gran consumo de O,, y a que presenta concentraciones relativamen-
te bajas de antioxidantes endogenos (vitamina C, catalasa, superoxido dismutasa,
etc.), y niveles elevados de lipidos poliinsaturados, los cuales son muy susceptibles
a la oxidacion. A nivel de SNC, los radicales libres se pueden generar como resultado
de la respiracion mitocondrial, como consecuencia de procesos inflamatorios, o bien
por una excesiva exposicion a radiaciones o compuestos toxicos (Blass y Gibson,
1999). Durante los procesos inflamatorios el sistema mieloide, que constituye un
mecanismo de defensa frente a infecciones a través de la produccion de radicales
libres y ROS, se activa y sufre cambios morfoldgicos transformandose en microglia
ameboide (Kreutzberg, 1996; Aloisi y col., 1999). Esta secreta factores solubles, la
mayoria de los cuales son proinflamatorios y neurotéxicos, como el factor de ne-
crosis tumoral-a (TNF-a), interleuquina-1p3 (IL-1B), prostaglandina E2 (PGE2), NO
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y ROS (Blanco y col., 2008). La sobreproduccion y acumulacion de estos factores
proinflamatorios tiene caracter neurotoxico (Block y Hong, 2005) y juega un papel
fundamental en la patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas.

Otro aspecto a tener en cuenta es la excitotoxicidad inducida por glutamato. El glu-
tamato es un aminodcido neurotransmisor, responsable de la mayor parte de la acti-
vidad sindptica excitatoria en el cerebro de mamiferos (Fonnum, 1984), involucrado
en los procesos de estrés oxidativo que tienen lugar en el cerebro a través de dos
mecanismos. El primero de ellos estd mediado por sus receptores ionotropicos,
cuya sobreactivacion induce una entrada masiva de calcio al citosol y consecuen-
temente a la mitocondria, provocando estrés oxidativo y activacion de mecanismos
moleculares responsables de desencadenar muerte neuronal apoptdtica, tales como:

« Proteasas, nucleasas y lipasas. La peptidasa calpaina | cataliza la conversion de
xantino deshidrogenasa a xantino oxidasa, que participa en reacciones a través
de las cuales se producen ROS.

. Oxido nitrico sintasa.

 Fosfolipasa A2, enzima que induce un aumento de los niveles de acido araqui-
donico, el cual activa la prostaglandina H sintetasa, generandose ROS en este
proceso. Ademads, esta enzima estimula la autooxidacion de la dopamina, que
conlleva la produccion de ROS.

El segundo mecanismo a través del cual el glutamato induce neurotoxicidad esta
mediado por su unién al transportador de cisteina, puesto que la privacion de este
Gltimo aminodcido causa un descenso de la concentracion intracelular de glutation
y una acumulacién de ROS (Bannai y Kitamura, 1980). A su vez, el aumento en los
niveles de ROS se ha relacionado con un incremento de la secrecion de glutamato
(Pellegrini-Giampietro y col., 1990).

Por otra parte, el glutamato puede tener un papel neuroprotector (Frade y col., 2008).
Tal y como se muestra en el Figura 2 (Frade y col., 2008), este aminodcido neuro-
transmisor regula la liberacion de glutation reducido desde los astrocitos, ya que
induce extracelularmente un incremento de los niveles del mismo, que puede ser
empleado por las neuronas para incrementar el contenido intracelular de glutation
reducido (Dringen, 2000), haciéndolas mds resistentes al estrés oxidativo inducido
por glutamato (Gegg y col., 2005). Ademas el glutation reducido podria competir por
la union a los receptores de glutamato (Oja y col., 2000).
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Figura 2. Regulacion de los niveles de glutation reducido por glutamato (Frade y col.,
2008)

Envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas

Existen multitud de teorias sobre el de envejecimiento. Medvedev, en su revision de
1990, describié mas de 300 mecanismos para explicar este proceso. En la actualidad
se aceptan dos de estas teorias:

« Teorias deterministas. Segun las cuales los procesos de envejecimiento estan
programados dentro de la informacion del material genético.

+ Teorias estocdsticas. El envejecimiento estaria ligado a alteraciones genéticas y
a la desorganizacion celular inducidas por el estrés oxidativo.

Ligadas al proceso de envejecimiento se encuentran las enfermedades neurodege-
nerativas, entre las que destacan la EA y la EP por ser las que presentan una mayor
incidencia. En la patogénesis de estas enfermedades esta implicado el estrés oxida-
tivo, considerado la principal causa de dafio neuronal, aunque no esta claro si es una
causa, un resultado o un epifendmeno del proceso patoldgico al estar intimamente
ligado a otros componentes de la evolucion degenerativa. Inicialmente el estrés
oxidativo promueve la formacion de péptido B-amiloide en el caso de la EA y la
agregacion de la proteina a-sinucleina en EP. Posteriormente, en ambas patologias
se observa neurotoxicidad inducida por glutamato y un aumento de la concentracion
intracelular de calcio, con la consiguiente activacion de enzimas calcio-dependientes
(NADPH oxidasa, fosfolipasa A2 citosolica, xantino oxidasa y oxido nitrico sintasa
neuronal), produciéndose un aumento de ROS y RNS. Al mismo tiempo, el dafio mi-
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tocondrial inducido por estas especies induce una activacion de la sintesis de ROS y
de la liberacion de calcio. El estrés oxidativo puede también estimular los astrositos
y la microglia, lo que induciria un aumento de la secrecién de citoquinas y el inicio
de la respuesta inflamatoria (Shibata y Kobayashi, 2008).

En las areas cerebrales afectadas en EA y la EP se ha observado una pérdida de la
homeostasis de metales de transicion redox-activos (como cobre y hierro) y redox-
inactivos (como zinc). Estos metales que son esenciales en los sistemas bioldgicos
(por ejemplo, participan en la reaccion de Fenton), en situaciones patologicas se
acumulan en tejidos y pueden tener propiedades neurotoxicas, ya que median reac-
ciones de estrés oxidativo (Sayre y col., 2000), y pueden producir dafios estructura-
les en péptidos y proteinas.

La EP se caracteriza por una alteracion en el control motor debido a la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars compacta (SNpc). Existen
diversas hipotesis para explicar la degeneracion neuronal en esta estructura cere-
bral. La hipétesis del estrés oxidativo se basa en estudios en los que se demuestra la
potencial generacion de H,0, y de otras ROS durante el metabolismo de la dopamina
(DA) (Graham, 1978). Este neurotransmisor puede ser metabolizado por enzimas
enddgenos como las monoamina oxidasas (MAO), o bien espontaneamente median-
te autooxidacion, generandose H,0, y quinonas (Sulzer y Zecca, 2000), con capaci-
dad de dafiar proteinas con grupos sulfhidrilo como es el caso del glutation. Estos
hechos han sido corroborados en analisis postmortem de cerebros de enfermos de
EP, en los que se han observado niveles elevados de estrés oxidativo y de hierro en
la SNpc, bajas concentraciones de glutation, un aumento de la peroxidacion lipidica
y oxidacion de ADN y proteinas (Siany col., 1994; Alam y col., 1997).

Es importante mencionar el descenso en la actividad del complejo | en la cadena de
transporte electronico mitocondrial observado en enfermos de EP (Schapira y col.,
1990), lo que conllevaria un incremento de la generacion de ROS, que podria alterar
la cadena respiratoria, con la consiguiente produccion de ROS y dafio mitocondrial
(Zhang y col., 1990). Al mismo tiempo, la consecuente deplecion energética podria
alterar el almacenamiento vesicular de DA, incrementandose la concentracion cito-
sélica de DA autooxidable (Dauer y Przedborski, 2003).

La inflamacidn ha sido también implicada en la patogénesis de la EP. En este sentido,
se han observado niveles elevados de ciclooxigenasa-2 y microglia reactiva en cere-
bros de enfermos de EP (Teismann y col., 2003). Por otra parte, la activacion de la
microglia estd asociada con una alteracion de la regulacion de 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS), que resultaria en un aumento de la produccion de NO. Esto sugie-
re que el estrés nitrosativo podria jugar un papel importante en esta enfermedad.
Ademas, estos enfermos presentan una mayor concentracion de glutamato en SNP.
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En cuanto a la EA, ésta se caracteriza por una pérdida progresiva de memoria, de-
bido a la deposicion extracelular del péptido B-amiloide en las placas seniles, y la
aparicion de ovillos neurofibrilares. El péptido B-amiloide se produce a partir de la
division enzimatica de la proteina precursora de amiloide, mientras que los ovillos
neurofibrilares estan compuestos por una proteina del citoesqueleto, denominada
TAU. El péptido B-amiloide induce una neurodegeneracion a través de un aumento
extracelular de glutamato, un incremento de la concentracion intracelular de calcio,
apoptosis y la generacion de radicales libres. En enfermos de alzheimer se han en-
contrado niveles elevados de zinc, hierro y cobre en el cerebro, que podrian partici-
par en la agregacion de péptidos B-amiloide (Connory col., 2001).

Datos epidemioldgicos y estudios experimentales recientes indican que la exposi-
cion a diversos tdxicos ambientales, como herbicidas, metales pesados y el com-
puesto metil-fenil-tetrahidropiridina (MPTP), estan relacionados con la patogénesis
de enfermedades neurodegenerativas. En el caso del paraquat, la exposicion a este
herbicida se ha relacionado con una pérdida de neuronas dopaminérgicas y muerte
celular por apoptosis (Peng y col., 2004). Se ha evidenciado también que el fungici-
da rotenona induce una degeneracion del sistema dopaminérgico nigroestriatal, alte-
raciones motoras (Indeny col., 2007) y una inhibicion del complejo | de la cadena de
transporte electronico mitocondrial, lo que conduce a un agotamiento del glutation y
un incremento del estrés oxidativo (Schuler y Casida, 2001). El cadmio esta también
implicado en la etiologia de las enfermedades neurodegenerativas a través de un
incremento en la produccion de ROS (Chen y col., 2008).

Antioxidantes

Los antioxidantes podrian proteger contra la neurotoxicidad inducida por el estrés
oxidativo (Quintanilla y col., 2005). De hecho, se ha visto en un estudio in vitro que
la oxidacion de proteinas, peroxidacion lipidica y neurotoxicidad inducidos por el
péptido B-amiloide son inhibidos tras el tratamiento con vitamina E (Behl, 1999).

Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona sintetizada fun-
damentalmente en los pinealocitos a partir del aminodcido triptéfano. Estd implicada
en numerosas funciones, como la regulacion del los ritmos circadianos, del suefio,
la funcidn inmune, la presion sanguinea, etc. Es también un potente antioxidante,
pudiendo actuar directamente como scavenger de radicales libres, o indirectamente,
a través de la induccion de enzimas antioxidantes, la estimulacion de la sintesis de
glutation, el incremento de la actividad de otras sustancias antioxidantes, la protec-
cion de enzimas antioxidantes frente al dafo oxidativo, y el aumento de la eficiencia
de la cadena de transporte electrénico mitocondrial (Reiter y col., 1998). Es una
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sustancia de caracter lipofilico con capacidad para atravesar la barrera hematoence-
falica. De hecho, el cerebral es el tejido del organismo con una mayor concentracion
de este compuesto, concentracion que depende de los niveles circulantes de esta
neurohormona.

Durante el envejecimiento descienden los niveles de melatonina (lguchi y col.,
1982). Esto es importante ya que se ha visto que mitiga algunos de los cambios
indeseables asociados con dicho proceso fisioldgico, asi como los ligados a en-
fermedades neurodegenerativas y a la exposicion a agentes toxicos implicados en
la patogénesis de estas enfermedades (Mayo y col., 2005). Su uso tiene interés
en la prevencion y tratamiento de la EA (Pappolla y col., 2000), ya que, ademas de
presentar propiedades antioxidantes, es potencialmente antiinflamatorio, al regular
la actividad de la ciclooxigenasa-2, y tiene un papel protector frente a excitotoxinas
(Hardeland, 2005). Asimismo, regula los efectos del metabolismo de la proteina pre-
cursora amiloide, mediante la inhibicion de su secrecidn y la reduccion de la sintesis
y deposicion del péptido B-amiloide (Lahiri y col., 2004), y previene la fosforilacion
de la proteina TAU.

También han sido descritos efectos beneficiosos del tratamiento con melatonina en
la EP, puesto que puede evitar la acumulacion de radicales libres en la mitocondria
y el dafio del ADN mitocondrial (Chen y col., 2005), y promueve la reparacion del
citoesqueleto (Benitez-King y col., 2004). Se ha demostrado que protege al sistema
nigro-estriatal del estrés oxidativo causado por la toxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-te-
trahidropiridina en ratén (Thomas y Mohanakumar, 2004) y por la 6-hidroxidopami-
na en rata (Dabbeni-Sala y col., 2001). Asi mismo, ejerce un posible papel protector
frente a la neurotoxicidad del cadmio (Romero y col., 2008).

Taurina

La taurina (acido 2-aminoetano sulfénico) es ingerida a través de la dieta y sintetiza-
da a partir de la cisteina. Es un aminoécido con funciones importantes en el SNC, ya
que es neurotransmisor (Kuriyamay col., 1983), osmoregulador (Solis y col., 1988),
mejora la integridad de membrana (Wright y col., 1986), modula la diferenciacion,
migracion y desarrollo neuronal (EI Idrissi y col., 1998), y es un neuroprotector
frente a la muerte celular por excitotoxicidad (Huxtable, 1989). No se conocen con
claridad los mecanismos a través de los cuales ejerce su papel protector, pero po-
dria actuar directamente como antioxidante al ser scavenger de radicales libres, 0
indirectamente debido a su papel protector frente a los cambios en la permeabilidad
de membrana causados por el estrés oxidativo y a la reduccion de la peroxidacion
lipidica (Banks y col., 1992).
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En los dltimos afos se ha estudiad el valor terapéutico de la taurina en el tratamiento
de la enfermedad de Huntington (El Idrissi y col., 2003), y su papel protector frente a
la neurotoxicidad de numerosos xenobidticos, tales como la micotoxina dcido 3-ni-
tropropidnico (Tadros y col., 2005) y el cadmio (Sinha y col., 2008).

Estradiol

El estradiol atenua el dafio neuronal debido a traumatismos (Dubal y col., 2006), ex-
citotoxicidad (Perrella y Bhavnani, 2005) y estrés oxidativo (Behl y col., 1995), esto
Gltimo debido a su capacidad antioxidante, evidenciada tanto in vitro (Vedder y col.,
1999) como in vivo (Rontu y col., 2004), debida tanto a la capacidad antioxidante en-
dégena de la molécula de estradiol (el grupo libre fenil hidroxilo presente en el anillo
A de la molécula interrumpe la cadena de reacciones que conduce a la formacion de
radicales libres), asi como a la activacion de factores de transcripcion que conlleva
un aumento de la expresion y de la actividad de enzimas antioxidantes (Strehlow y
col., 2003). La proteccion tiene lugar mediante mecanismos dependientes e inde-
pendientes de receptor, tales como el descenso de la produccion de ROS (Prokai y
col., 2003), atenuacidn de corrientes de calcio (Hilton y col., 2006) y activacion de
cascadas de transduccion de sefales para la promocion de la supervivencia (Honda
y col., 2000).

La administracion de estrégenos ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de nu-
merosos modelos de patologias neuronales, como la esclerosis multiple, EP, epilep-
sia y EA (Leranth y col., 2000; Sribnick y col., 2003; Sierra y col., 2003; Heikkinen
y col., 2004). Concretamente, protege frente a la toxicidad inducida por el péptidos
B-amiloide (Pike, 1999), frente a la toxicidad inducida por glutamato (Zaulyanov y
col., 1999), por H,0, (Moosmann and Behlm, 1999), de la privacion de oxigeno y
glucosa (Regan y Guo, 1997), hierro (Blum-Degen y col., 1998), hemoglobina y
toxicos que actdan a nivel mitocondrial (Regan y Guo, 1997). De hecho, estudios
epidemioldgicos han demostrado que la terapia estrogénica tras la menopausia esta
relacionada con un descenso de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas
(Zandi y col., 2002), aunque esta accion neuroprotectora no se limita a hembras,
sino que también ha sido observada en machos (Hawk y col., 1998; Toung y col.,
1998).
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RADICALES LIBRES, ESTRES OXIDATIVO Y
CARCINOGENESIS

Arturo Hardisson de la Torre
Area de Toxicologia. Universidad de la Laguna

Un radical libre es una estructura quimica capaz de existir independientemente, de
vida media corta y que posee uno 0 mas electrones desapareados en su orbital mds
externo. Los radicales libres pueden formarse por la ruptura homolitica de un enlace
molecular. Una vez formados, pueden iniciar un variado nimero de reacciones que
se producen en cadena.

Estrés oxidativo, el mecanismo de estrés oxidativo o0 mecanismo de autooxidacion,
se explica mediante tres tipos de reacciones secuenciales:

1. Reaccion de INICIACION:
Y+RH—>R+YH
RR—R+R
RH es una estructura que tiene acidos grasos poliinsaturados.

2. Reaccion de PROPAGACION (ocurre en presencia de oxigeno):
R-+ 0, — R 00-(Radical Peroxilo)
ROO-+ RH — ROOH (Hidroperoxido) + R-

3. Reaccion de TERMINACION:
ROO-+ ROO-— ROOR + 0,
ROO + R-— ROOR
R+R— RR
Puede existir, asimismo, una reaccion de iniciacion secundaria originada por
ruptura homolitica de hidroperdxidos:
ROOH — RO+ OH-
2RO0H — ROO-+ RO+ H,0
También es de sumo interés el papel que juegan los metales pesados en la ca-
talisis de las reacciones de estrés oxidativo. Si representamos a las especies
metdalicas como M™, las reacciones que pueden producirse son:
M ™+ ROOH — RO-+ OH + M (1 +
M @1 +4 ROOH — ROO- + H* + M ™

Los metales que mds frecuentemente son catalizadores de este tipo de reac-
ciones son Fe y Cu.
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Principales especies reactivas de oxigeno que se producen en los sistemas
biolégicos

En la Tabla 1 se describen las especies oxigeno activas con sus respectivas vidas me-
dias a la temperatura corporal (37°C). En la Tabla 2, se presentan las especies nitroge-
no activas que también se forman en los organismos y que tienen capacidad oxidante.

La molécula de oxigeno O, puede reducirse secuencialmente segun las reacciones
siguientes:

1. 0,+e — 0, Anion superoxido.

2. 0,7 +e+2H*—H, 0,. Peroxido de hidrogeno.
3. H,0,+e+H"— H, 0+ OH. Radical hidroxilo.
4. OH +e+H—H.0

0,- Radical anion superoxido >10¢
HO, Radical perhidroxilo Inestable
[H,0,] | Perdxido de hidroxeno
OH Radical hidroxilo 10°
RO Radical alcoxilo 106
ROO" Radical peroxilo 102
[ROOH] | Hidroperoxido
[10,] |Oxigeno singlete 108
0, Oxigeno molecular >102
[-R-R]-0 |Epdxido

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno que se producen en los sistemas
biol6gicos

Como se observa, si la reduccion no es completa hasta la formacion de agua, se
producen especies oxigeno activas muy oxidantes y dafiinas para los tejidos como
son el radical superoxido, el agua oxigenada y el radical hidroxilo, éste dltimo es el
radical mas oxidante de todos.

NO Radical 6xido nitrico >110
NO,’ Radical dioxido de nitrégeno
ONOO" | Peréxinitrito 0,05-1

Tabla 2. Especies reactivas de nitrdgeno que se producen en los sistemas bioldgicos
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Propiedades de las principales especies de oxigeno activas
a. Oxigeno singlete o singulete.

El oxigeno singlete se presenta en dos formas; el oxigeno singulete delta 'Ag 0, y el
oxigeno singlete sigma '>g 0,. El mas importante biologicamente es el delta, ya que
tiene una larga vida media frente al sigma que es una especie con vida media muy
corta y alta reactividad.

b. Radical superdxido.

El radical superdxido resulta de la captacion de un electron por parte de la molécula
de oxigeno. A su vez, la reaccion entre dos radicales superdxido con dos protones
y catalizada por la superdxido dismutasa (SOD) da lugar a agua oxigenada. Si el pH
disminuye, se puede formar el radical perhidroxilo.

c. Peroxido de hidrégeno.

El peroxido de hidrogeno o agua oxigenada es un potente oxidante de los sistemas
biol6gicos, que actia sobre macromoléculas organicas disueltas en agua. Difunde
pasivamente a través de las membranas celulares y se convierte en un oxidante
citotoxico. Como se ha visto en el apartado anterior, puede formarse en la reaccion
entre dos radicales superoxido catalizada por la superdxido dismutasa.

d. Radical hidroxilo.

Es el radical mas oxidante. La principal fuente de radicales OH- es la denominada
reaccion de HABER-WEISS.

Produccion de especies oxigeno activas en los tejidos

La produccidn de radicales libres de oxigeno se puede llevar a cabo en los sistemas
bioldgicos mediante:

1. Laaccién de radicales sobre moléculas como el retinol, |a riboflavina, la clorofila
o la bilirrubina.

2. Las reacciones REDOX con metales de transicion como el Fe.
3. Las reacciones REDOX catalizadas por enzimas.
Fuentes exdgenas y enddgenas de radicales libres de oxigeno

Las fuentes que proceden del medio exterior al organismo son mdltiples y variadas.
Podemos destacar inflamaciones, el humo del tabaco, el exceso de ejercicio fisico, los
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contaminantes atmosféricos (S0,, NO,), las radiaciones ionizantes y ultravioleta, cier-
tos medicamentos como anestésicos, antimicrobianos y citostaticos, una dieta muy
rica en PUFA's,y la presencia de xenobidticos.

Las fuentes intracelulares o enddgenas de radicales libres de oxigeno son también
diversas. Entre ellas se pueden citar los compuestos de bajo peso molecular presentes
en el citosol (flavinas, catecolaminas, quinonas, tioles y difenoles), las moléculas que
contienen pigmentos como la hemoglobina y la mioglobina; las proteinas enziméticas
(monoaminooxidasa (MAQ), aldehidooxidasa o ciclooxigenasa); los peroxisomas que
son organulos que forman H,0, pues tienen muchas oxidasas y las cadenas de trans-
porte electrénico mitocondrial y microsomal.

Daiio molecular de los radicales libres de oxigeno

La produccion de radicales libres de especies oxigeno activo conduce a una interaccion
con las principales moléculas del organismo, tales como proteinas, lipidos, hidratos de
carbono y acidos nucleicos. Ello provoca una alteracion del metabolismo celular con
dafio subcelular, originando unas alteraciones de la homeostasis celular (citotoxicidad)
que puede conducir al envejecimiento y a la enfermedad (enfermedades coronarias,
cancer, cataratas, etc.).

Normalmente, las especies oxigeno activas y entre ellas el radical OH" desnaturalizan
las proteinas por escision de las cadenas polipeptidicas, despolimerizan los polisa-
caridos, escinden las hebras de ADN o modifican sus bases y peroxidan los lipidos.
Asimismo, las moléculas de bajo peso molecular pierden su funcionalidad.

a. Dafio radicalario a las proteinas.

Los radicales actGian sobre moléculas proteicas que tienen dobles enlaces y sobre
moléculas con grupos azufrados. De esta forma, las proteinas con los aminoécidos
triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina, son las mas sensibles
al ataque radicalario.

Un potente carcindgeno como es el humo del tabaco cuando entra en contacto reite-
rado con los pulmones incrementa los neutréfilos y cuando éstos se activan generan
mas radicales libres. Estos radicales A* actlian preferentemente sobre los grupos tili-
cos de las proteinas (-SH).

RSH + A* — RS' + AH; RS* = RADICAL TIILO

RS + RS* — R-SS-R
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b. Dafio radicalario a los lipidos.

Los radicales libres acttian sobre la fraccion insaturada de los lipidos originando pe-
roxidos. Los perdxidos son potentes oxidantes que actuan sobre la membrana celular
y sobre biomoléculas tales como proteinas, acidos nucleicos, etc.

El fenémeno de peroxidacion lipidica es iniciado por los radicales OH* y por los hi-
droperoxidos ROOH. No intervigne el radical O,", éste es capaz de reaccionar con los
hidroperdxidos originando radicales alcoxilos:

0,7 +RO0H — 0, + OH + RO

RO" = Radical alcoxilo.

El indicador de la peroxidacion lipidica es el aldehido maldnico o malondialdehido (O
= CH-CH,-CH = 0). Este puede reaccionar con bases nitrogenadas (R-NH,) del ADN.

R,-NH,+ 0 = CH-CH,-CH=0 + H,N-R, — R,-N=CH-CH= CH-NH - R, + 2H,0
c. Dafio radicalario a los acidos nucleicos.

El dafio radicalario a los acidos ADN y ARN implica la posible aparicion de cancer. Se
sabe que el radical mds activo sobre estas moléculas es el OH". Mutaciones y muerte
celular se asocian a las reacciones de radicales libres con el ADN. Se conocen los luga-
res mas sensibles del ADN, que son: pirimidinas (timina y citosina), purinas (adeninas
y guanina), y el monosacarido desoxirribosa.

La exposicion del ADN a los radicales libres de oxigeno a los radicales libres de oxi-
geno puede provocar la ruptura de las cadenas de este dcido nucleico, o bien generan
sitios apurinicos o apirimidinicos. Asimismo, e indirectamente la rotura de las hebras
de ADN puede deberse a la activacion de endonucleasas (proteasas y fosfolipasas)
mediante el calcio, debido a una alteracion de la homeostasis de este i6n divalente por
dafio a los canales de calcio de la membrana celular.

También, el ADN mitocondrial es una diana muy sensible a los radicales de oxigeno
reactivos, ya que la mitocondria es la principal fuente de aniones superéxido y de agua
oxigenada.

d. Dafio radicalario a los carbohidratos.

El dafio a los hidratos de carbono por parte de los radicales libres abarca desde los
monosacaridos hasta las macromoléculas poliméricas. Asi, pueden verse afectados
monosacaridos como la glucosa, el manitol y los desoxiaztcares; los nucleétidos que
reaccionan con el radical OH-, produciéndose nuevos radicales libres altamente reac-
tivos y los hidratos de carbono complejos que pueden sufrir fragmentaciones en sus
estructuras poliméricas.
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El acido hialurénico es un compuesto formado por unidades de acido glucurdnico y de
N- acetilglicosamina. Su funcidn es mantener la viscosidad del liquido sinovial. Cuando
el &cido hialurénico se despolimeriza, pierde su accion lubricante.

Otra enfermedad de las articulaciones, como es la artritis reumatoide, también parece
tener su origen en un mecanismo radicalario.

Sistemas de defensa antioxidante

Existen en el organismo diversos sistemas que nos defienden de las agresiones de los
radicales y que mantienen la homeostasis del medio interno.

Podemos clasificar estos sistemas en dos grupos: los sistemas defensivos primarios
que son preventivos y reaccionan con los radicales directamente generados del oxi-
geno blogueando la fase de iniciacion y los sistemas defensivos secundarios que son
“scavenger” de radicales propagadores.

Los sistemas primarios pueden ser de tipo enzimatico o no enzimatico. Entre los pri-
meros se encuentran las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa, glutation pe-
roxidasa, glutation reductasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa y DT-diaforasa. Los
secundarios no enzimaticos son: proteinas, glutation, la vitamina C, el acido drico y la
taurina.

Los sistemas de defensa antioxidante secundarios también, al igual que los primarios,
pueden ser de tipo enzimatico y de tipo no enzimatico.

Las especies mas representativas en la defensa antioxidante de cardcter secundario
son: oxidoreductasas especificas de proteinas, proteasas, glutation peroxidasa no se-
lenio dependiente, fosfolipasas y diversos sistemas de reparacion del ADN. Dentro de
los no enzimaticos nos encontramos con los tocoferoles, los carotenoides, la bilirru-
bina y la ubiquinona.

Mecanismo de la carcinogénesis

La aparicion de cancer en los individuos puede deberse a factores genéticos y a fac-
tores ambientales. Los factores dependientes del medio ambiente son probablemente
dominantes en la génesis del cancer. Algunos autores consideran que los factores
nutricionales y otros factores englobados en el denominado “estilo de vida”, pueden
tener relacion con la aparicion del 30% de los canceres.

En la carcinogénesis, se consideran tales fases sucesivas, desde que una célula normal
se transforma en maligna.
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La fase de iniciacién, en la cual se produce una mutacion (alteracion de la informacién
genética) en una molécula normal. Cabe la posibilidad de la reparacion del ADN. En
esta iniciacion intervienen factores genotdxicos o carcinégenos como los hidrocarbu-
ros aromaticos polinucleares, las nitrosaminas o las aminas heterociclicas.

La fase de promocidn, es una fase de proliferacion celular con un periodo de latencia
muy largo, que puede estar comprendido entre 10 y 30 afios. Se trataria de células
premalignas que pueden retornar a la normalidad, o por el contrario, convertirse len-
tamente en una neoplasia.

En esta fase las células premalignas pueden pasar a células iniciadas mediante la utili-
zacion de vitaminas antioxidantes. Es decir, puede ser posible la reversidn.

La fase de progresion, es una fase con el cancer en estado constituyente, donde se pro-
duce metastasis, bien por invasion de tejidos vecinos, o bien por metéstasis sistémicas.

En esta fase ya no es posible la prevencion y lo que procede es el tratamiento con
cirugia, radioterapia y/o quimioterapia.

Nutrientes antioxidantes

Los nutrientes antioxidantes son fundamentalmente cuatro: la vitamina E, la vitamina
C, los carotenoides y el selenio.

Vitamina E

Esta vitamina estd compuesta por 8 estructuras, 4 tocoferoles y 4 tocotrienoles. De
estos 8 vitdmeros, el de mayor actividad vitaminica es el a-tocoferol. Esta vitamina
esta presente en algunos frutos secos, en el germen de trigo en aceites de semillas
(aceite de oliva, girasol, etc.). También esta presente en verduras, hortalizas y cereales.
Las propiedades de la vitamina E consisten en actuar como antioxidante neutralizando
los radicales libres. La vitamina E estabiliza las membranas biolégicas y las protege de
la peroxidacion lipidica. Ademas, interviene en la agregacion plaquetaria, la hemolisis
y en la activacion de ciertas enzimas. También mejora la respuesta inmunol6gica del
organismo. La vitamina E es un antioxidante sinérgico con ciertos sistemas antioxi-
dantes enddgenos como la glutation peroxidasa, la catalasa y la superdxido dismutasa
(SOD). A su vez, la vitamina C y el glutation reducido pueden regenerar el a-tocoferol
a partir del radical tocoferilo. También la vitamina E protege a la vitamina A e inhibe la
conversion de nitritos en nitrosaminas potencialmente cancerigenos.

Vitamina C

El ser humano necesita vitamina C para evitar una enfermedad carencial llamada es-
corbuto. Quimicamente es el acido L-ascérbico, la forma D es inactiva. El acido L-
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ascarbico se encuentra fundamentalmente en los vegetales frescos. Los alimentos que
contienen mas vitamina C son la acerola, la grosella y la fresa. Sin embargo, las fuentes
mas importantes para la poblacion son los citricos (naranja, limon, lima y kiwi). La
vitamina C es un potente agente reductor y como se trata de una vitamina hidrosoluble,
se le atribuyen las mejores propiedades antioxidantes del liquido extracelular, aunque
también tiene efectos en el liquido intracelular.

Carotenoides

Estos compuestos de color amarillo rojizo o naranja se dividen en dos grupos: los caro-
tenos y las xantofilas. Dentro de los carotenos, encontramos compuestos provitamina
A, tales como el a-caroteno, el B-caroteno y el y-caroteno y otros no provitaminicos,
tales como el licopeno, el fitoeno y el fitoflueno. A su vez, las xantofilas tienen com-
puestos provitaminicos como la B-criptoxantina y no provitaminicos como la luteina,
la zeaxantina, la cantaxantina y la equinenona. Los mecanismos de proteccion que
ejercen los carotenoides sobre las células se fundamentan en su accion fotoprotectora
frente a los efectos masivos de las radiaciones solares, o también actuando sobre los
radicales de oxigeno activo responsables del estrés oxidativo celular. No todos los ca-
rotenoides tienen accion antioxidante, pero los que tienen actividad son los siguientes:
el B-caroteno, el a-caroteno, la B-criptoxantina, la luteina y el licopeno, éste Gltimo es
el captador de radicales mas potente del grupo, que no tiene actividad provitaminica y
que se encuentra presente en cantidades altas en el tomate.

Selenio

El selenio forma parte del sistema defensivo del cuerpo y es un protector del dafio ori-
ginado por los radicales libres del oxigeno. El selenio es un componente de la enzima
glutatién-peroxidasa que destruye los peroxidos de los acidos grasos. Una molécula
de esta enzima contiene 4 atomos de selenio, por ello se le considera una enzima
selenio dependiente.

Dada la capacidad que tiene el Se para sustituir al S de los aminoacidos azufrados, este
oligoelemento se encuentra predominantemente presente en los alimentos proteicos.
Por tanto, se encuentra mayoritariamente en alimentos de origen animal, como la car-
ne, las visceras, los mariscos. También esta presente en alimentos vegetales del grupo
de las legumbres, cereales y frutos secos. Obviamente, éstos dltimos al consumirse en
poca cantidad no aportan suficiente selenio a la dieta. Otros alimentos vegetales como
las frutas y las hortalizas apenas tienen selenio. Los grupos de riesgo que presenten
aportes subclinicos de selenio son personas jovenes con dietas desequilibradas, vege-
tarianos, ancianos que viven solos y no cuidan su dieta, mujeres gestantes y lactantes,
fumadores y enfermos cronicos.
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Los efectos del selenio son los siguientes:
+ Es un antioxidante que previene la peroxidacion de los lipidos celulares.
« Previene la formacion de codgulos inhibiendo la formaci6n plaquetaria.
» Aumenta la resistencia del sistema inmune.
« Inhibe el dafio a los cromosomas, las infecciones y el cancer.
« Es fundamental para la produccion de hormonas tiroideas.
« Tiene un efecto antitoxico contra los efectos perjudiciales de los metales pesados.

El selenio activa a los linfocitos Ty a los macr6fagos, por lo que se le considera un poten-
te estimulador del sistema inmune. Hay zonas del mundo con muy bajos niveles de se-
lenio, como Escandinavia o como la region de Keshan en China, donde se ha presentado
una enfermedad que afecta al musculo cardiaco sobre todo en mujeres jovenes y nifios.

Antioxidantes no nutrientes

Estd compuesto por grupos fendlicos y polifendlicos, entre los que destacan los bio-
flavonoides. También debemos destacar a la ubiquinona, que es un antioxidante lipo-
soluble sintetizado por las células animales.

Los bioflavonoides no tienen accion vitaminica, pero reducen la permeabilidad y/o
fragilidad capilar. También forman complejos con metales divalentes tales como el
Fe>*y el Cu?, lo que evitaria el papel catalitico de estos iones en el estrés oxidativo. Se
encuentran en alimentos estimulantes como el té o el café, el vino tinto, las aceitunas,
la soja, etc.

La ubiquinona es el coenzima Q de tanta importancia en el metabolismo intermediario,
actlia como molécula antioxidante y regeneradora de la vitamina E, una vez que el
tocoferol ha reaccionado con una especie radicalaria.

Ejemplos de xenobidticos con mecanismo de toxicidad radicalario

Tetracloruro de carbono: es un potente agente hepatocarcindgeno que geneta el radical
C1,C, que es un potente agente alquilante, fuertemente electrofilico y capaz de reaccio-
nar con moléculas nucleofilicas como el ADN.

Aflatoxina B, es otro potente hepatocarcindgeno, que se encuentra en cereales y pien-
s0s contaminados por el hongo del género Aspergillus. Esta molécula se metaboliza
siguiendo reacciones de oxidacion. Su biotransformacion origina varios metabolitos,
uno de los cuales es la aflatoxina B, Epoxido, que es capaz de reaccionar con macro-
moléculas celulares como el ADN.

En la Figura 1 se presentan los metabolitos de la aflatoxina B, que se producen en su
biotransformacion.



170 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

w&*‘g‘c&:’lﬁ

/‘ L)

-

Bfiatosin B, diydrodd

Figura 1. Metabolismo de la aflatoxina B,

Nitrosaminas: son compuestos presentes en los alimentos que resultan de la reac-
cion de los nitritos con aminas secundarias o terciarias. Son cancerigenos de diver-
s0s 6rganos y su mecanismo de toxicidad degenera en la formacion de 3 agentes
alquilantes, que son: diazoalcano, sal de diazonio, i6n carbonio.

En la Figura 2, se muestra el proceso de formacion y descomposicion de las nitrosa-
minas con aparicion de agentes alquilantes.

FORMACION Y DESCOMPOSICION DE NITROSAMINAS
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Figura 2. Formacion y descomposicion de nitrosaminas
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3,4-Benzopireno: este hidrocarburo aromatico policiclico es un compuesto presente
en el humo del tabaco y en alimentos ahumados. Se le considera el agente productor
del cancer de pulmoén en los fumadores. Su mecanismo de toxicidad proviene de su
biotransformacion oxidativa en metabolitos “epoxi”. El epoxido- benzopireno se une
ala guanina del ADN, colocéndose entre la doble hélice de este dcido nucleico, lo que
conlleva a una replicacion defectuosa de esta molécula y en la posterior aparicion
de cancer.

La Figura 3 representa la interaccion del 3,4-benzopireno y la doble hélice del ADN.

CADENA Par de baies
guaning-citesing en o ONA

Figura 3. Interaccion del benzopireno con el ADN
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QUIMIOMETRIA Y ANTIOXIDANTES

Carlos Herrero Latorre
Dpto. Quimica Analitica, Nutricidn y Bromatologia. Facultad de Ciencias. Univer-
sidad de Santiago de Compostela

La quimiometria es una rama de la quimica analitica que se define como la utilizacion
de técnicas estadisticas, matematicas y de ldgica formal para: (a) disefiar o selec-
cionar procedimientos experimentales 6ptimos, (b) extraer la maxima informacion
relevante mediante el andlisis de datos quimicos y (c) obtener cualquier conocimien-
to de sistemas quimicos. En los dltimos afios, la quimiometria se ha convertido en
una herramienta fundamental en la investigacion acerca de antioxidantes: “In the re-
search on the antioxidant capacity..., the improvent of the current methods and the
development of new evaluation tools are clarly prime objectives for the future... One
very recent solution looks highly promising, it envolves subjecting a set of samples
to various analysis methods and then procesing the results trhough chemometric
procedures...” (M. Laguerre y col., 2007). Los aspectos de mayor utilizacion de téc-
nicas quimiométricas en la investigacion en antioxidantes son los siguientes:

« Proponer, desarrollar y optimizar metodologias analiticas para la determinacion
de compuestos con capacidad antioxidante.

- Evaluary modelizar la capacidad antioxidante de diferentes compuestos.

« Caracterizar diferentes tipos de alimentos (por su origen geografico, calidad...)
en relacion con su composicion quimica y, en especial, en funcién de su aporte
en compuestos antioxidantes.

Esta ponencia se divide en dos partes: 1. Fundamentos quimiométricos y 2. Aplica-
ciones quimiométricas en la investigacidn sobre antioxidantes.

Fundamentos quimiométricos

Los procedimientos agrupados segln las diferentes técnicas fueron las siguientes:
« Técnicas de visualizacion.
« Andlisis en componentes principales
« Andlisis de Clusters
« Técnicas de regresion multivariada.
 PLS (Partial least squares regression)
» PCR (Principal component regression)
» Redes neuronales



176 Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicol6gicos y aplicaciones industriales

« Técnicas de reconocimiento de modelos supervisadas.
« Andlisis discriminante.
» KNN (K-nearest neighbours)
« SIMCA (Soft independent modelling of class analogy)
+ Redes neuronales

En el presente resumen no se pretende profundizar en la explicacion de éstos proce-
dimientos matematicos, por lo que Unicamente se recomienda un conjunto de textos
bédsicos de quimiometria que pueden servir al interesado para conocer las bases
matematicas y estadisticas de las técnicas antes indicadas. Véanse por ejemplo:
Meloun y col., 1992; Vandeginste y col.,1998 y Kowalski,1984.

Aplicaciones quimiométricas en la investigacion sobre antioxidantes

1. Proposicion, desarrollo y optimizacion de metodologias analiticas para la
determinacion de compuestos con capacidad antioxidante

Mediante diversos ejemplos se ilustra la posibilidad de desarrollar nuevas metodo-
logias analiticas en las que la medida de un conjunto amplio de variables o sefiales
analiticas permite calibrar y determinar simultdneamente diferentes tipos de agentes
oxidantes en una tnica medida de forma rapida y eficiente. Véanse como ejemplos la
determinacion de Butylated hydroxyanisole (BHA), Butylated hydroxytoluene (BHT),
Propyl gallate (PG) y tert-Butylhydroquinone (TBHQ) a partir de una medida volta-
métrica y posterior calibracion multivariada (Niy col., 2000); o el uso de otra diferen-
te sefial analitica como la absorcion infrarroja, que sirvio para la determinacion, en
este caso, de antioxidantes (Irganox 1010 e Irgafos 168) en polietileno empleando
una regresion PLS para la cuantificacion de los dos citados antioxidantes (Camacho
e Karlsson, 2002).

2. Evaluacion y modelizacion de la capacidad antioxidante de diferentes
compuestos

Los estudios de evaluacion y, en su caso, posterior modelizacion de la actividad
antioxidante de diferentes compuestos en diferentes condiciones, constituyen la
aplicacion mds habitual de la quimiometria a la investigacion en antioxidantes. Se
han empleado diversas técnicas de regresion multivariada y de clasificacion para la
prediccion de la capacidad oxidante de ciertos compuestos en funcion de su estruc-
tura molecular (estudios estructura-actividad: @SAR). Un ejemplo muy ilustrativo
son los trabajos de Webery col. (2006a, 2006b), en el primero de éstos se desarrolla
un modelo de regresion multivariada en el que, en funcidn de las caracteristicas
quimicas de diferentes flavonoides, se predice con éxito su actividad antioxidante.
En el segundo caso el enfoque es distinto, basandose en las mismas propiedades se
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clasifican los flavonoides en cuestion mediante diversos sistemas multidimensiona-
les, quedando éstos agrupados en funcion de su actividad antioxidante. Otros ejem-
plos pueden ser: Farkas y col. (2004) que emplearon PLS para la prediccion de la
actividad antioxidante de otro conjunto de diferentes flavonoides; Kamal y Anderson
(1997) que evaluaron la actividad antioxidante de tocoferol proveniente de diferentes
aceites vegetales; y Dumarey y col. (2008) que mediante los diferentes modelos de
regresion (PCR y PLS) modelizaron la actividad antioxidante de té verde en funcion
de datos cromatograficos.

3. Caracterizacion de diferentes tipos de alimentos en funcion de su aporte de
compuestos antioxidantes

En éste (ltimo bloque de aplicaciones se presentaron diversos ejemplos de uso de
distintas técnicas de clasificacion para la caracterizacion y tipificacion de alimentos
en funcién de su composicion quimica, y en especial, teniendo en cuenta el posible
aporte a la dieta de compuestos con poder antioxidante. Garcia y col. (2003) de-
mostraron la diferente composicion polifendlica de cuatro aceites de oliva virgen
procedentes de cuatro variedades de oliva diferentes (Picual, Arbequina, Hojiblanca
y Cornicabra) y por ende, su diferente capacidad de aporte de antioxidantes. En
este trabajo desarrollaron un modelo de clasificacion que permite la diferenciacion
de las cuatro clases de aceites. Similares planteamientos han sido llevados a cabo
por otros autores en diferentes tipos de alimentos: Betroncelj y col. (2007) en miel,
Rebolo y col.(2000) en vinos, Herndndez y col. (2005) en tomate, Jahan (2005) en
carne de pollo, entre otros.

Conclusion

La aplicacion de técnicas quimiométricas a la informacion quimica obtenida en la
investigacion sobre antioxidantes es una herramienta util. El uso de diferentes téc-
nicas matematicas y estadisticas permite, en base a sefales analiticas apropiadas,
la obtencion de sistemas de prediccion de la actividad antioxidante de diferentes
compuestos y/o productos, asi como la clasificacion de los mismos en funcion de
su capacidad antioxidante.
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ASPECTOS LEGALES DEL USO DE ANTIOXIDANTES EN
ENVASES DE ALIMENTOS, NUEVAS FORMULACIONES DE
ENVASES ACTIVOS

Victor Teruel Muiioz
Area de Gestion de Riesgos Quimicos. Subdireccion General de Gestion de Ries-
gos Alimentarios

Introduccion

En su concepto inicial, los envases tenian las funciones de conservar, contener,
transportar y proteger los alimentos. La aparicion de nuevos materiales de sintesis,
sin un historial de uso a lo largo de la historia, dio lugar a que surgiese una preocu-
pacion de la salud de los consumidores y se empez0 a legislar las sustancias autori-
zadas para su uso en los materiales que forman parte de los envases, asi como sus
restricciones de uso. De forma, surgi en el afio 1976 la primera norma comunitaria
en este sentido, llegando hasta el actual marco legislativos regulado mediante el
Reglamento 1935/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 27 de octubre de
2004, sobre los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con alimentos
y por el que se derogan las Directivas 80/590/CEE y 89/109/CEE.

Este Reglamento 1935/2004 introduce aspectos novedosos en las funciones de los
envases, entendiendo que éstos pueden también informar sobre el estado de los
alimentos y alargar su vida (til.

La finalidad de este nuevo marco legal es garantizar el mercado interior y proporcio-
nar la base para cumplir el elevado nivel de proteccidn relativo a la salud humana y
a los intereses de los consumidores. Su ambito de aplicacion abarca los materiales
y objetos terminados, incluidos los activos e inteligentes, en contacto con alimen-
tos tanto aquellos que estén destinados a entrar en contacto con alimentos como
aquellos de los que quepa esperar razonablemente, que entraran en contacto con
alimentos o que transferiran sus componentes a los alimentos en condiciones nor-
males o previsibles de empleo.

Nuevos conceptos

El Reglamento 1935/2004 introduce como novedad destacable la incorporacion de
los materiales y objetos activos e inteligentes.

Los materiales y objetos activos estan destinados a ampliar el tiempo de conserva-
cion de los alimentos o a mantener o mejorar su estado, y para ello pueden:
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« Incorporar componentes que transmitan sustancias a los alimentos envasados
o al entorno de éstos o

« Absorber sustancias de los alimentos envasados o del entorno de éstos.

Por otro lado, los materiales y objetos inteligentes son aquellos que controlan el
estado de los alimentos envasados o el entorno de ellos.

Requisitos generales de legislacion sobre envases

Los envases destinados a estar en contacto con alimentos deben ser fabricados de
conformidad con las buenas practicas de fabricacion para que en las condiciones
normales o previsibles de empleo no transfieran sus componentes a los alimentos
en cantidades que puedan:

« Representar un peligro para la salud humana
« Provocar una modificacion inaceptable de la composicidn de los alimentos
« Provocar una alteracion de las caracteristicas organolépticas de éstos.

Ademas, el etiquetado, la publicidad y la presentacion de los materiales u objetos no
deberan inducir a error a los consumidores.

Requisitos especiales de los envases activos e inteligentes

El Reglamento 1935/2004 también establece requisitos especiales aplicables a los
materiales y objetos activos e inteligentes:

« Pueden ocasionar modificaciones de la composicion o de las caracteristicas
organolépticas de los alimentos a condicidn de que dichas modificaciones cum-
plan las disposiciones comunitarias aplicables a los alimentos, como pueden
ser las disposiciones sobre los aditivos alimentarios y las medidas de aplicacion
correspondientes, o, de no existir normativa comunitaria, las disposiciones na-
cionales aplicables a los alimentos.

« Deben utilizarse sustancias autorizadas por disposiciones comunitarias hasta la
adopcion de las medidas especificas que se estan preparando.

« Las sustancias que se incorporen a los alimentos tienen consideracion de “in-
gredientes”, por lo que estan sujetas a los requisitos de etiquetado previstos en
la Directiva 2000/13/CE.

« Los materiales y objetos activos no pueden ocasionar modificaciones de la
composicion ni de las caracteristicas organolépticas de los alimentos, como
por ejemplo enmascarando su deterioro, que puedan inducir a error a los con-
sumidores

« Deben llevar un etiquetado adecuado que permita al consumidor identificar las
partes no comestibles, cuando estén ya en contacto con alimentos.
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« Deben estar convenientemente etiquetados para indicar que dichos materiales y
objetos son activos o inteligentes, 0 ambas cosas.

Medidas legislativas especificas sobre envases activos e inteligentes

El Reglamento 1935/2004 cubre aspectos globales de materiales y objetos activos
e inteligentes pero no todos los detalles necesarios, de ahi la necesidad de disponer
de una medida especifica que se esta debatiendo a nivel europeo.

La propuesta que se esta trabajando incorpora la definicion de “componente” como
la sustancia individual o combinacion de éstas que causan la funcion activa y/o in-
teligente de un material, incluyendo los productos de reaccidn in situ de estas sus-
tancias. En esta definicion no se incluyen las partes pasivas del envase que no son
responsables de la funcidn activa e inteligente.

Existen tres tipos de componentes que pueden formar parte de estos materiales y
objetos:

« Los que estén en la lista comunitaria de sustancias que pueden usarse en com-
ponentes activos e inteligentes (a establecer en la medida especifica).

« Sustancias incorporadas para liberarse en alimentos o en su entorno, que deben
cumplir con la normativa nacional o comunitaria aplicable a los alimentos.

« Sustancias que no van a entrar en contacto con el alimento ni el entorno por
existir una separacion con una barrera funcional, por lo que la migracién va a ser
inferior a 0,01 ppm, aunque estan sujetas a ciertas restricciones.

En cuanto a los aspectos de etiquetado, se propone incluir el texto “NO COMER”
en las partes del envase que no sean comestibles v, si es técnicamente posible, la
incorporacion del logotipo (Figura 1).

Figura 1. Logotipo del texto "NO COMER"
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Por Gltimo, la medida especifica va a incluir la informacion que debe figurar en la
declaracion de conformidad que debe acompafiar a los envases. Esta declaracion de
conformidad sirve para que el fabricante certifique la conformidad del envase con la
legislacion aplicable.

Se estima que la lista comunitaria de sustancias que pueden usarse en componentes
activos e inteligentes va a estar disponible a los 3 afios y medio de la publicacion de
la medida especifica, que serd un reglamento comunitario.

Normativa aplicable a los alimentos

La medida especifica establece que las sustancias incorporadas para liberarse en
alimentos o en su entorno deben cumplir con la normativa nacional o comunitaria
aplicable a los alimentos.

La normativa actual es bastante extensa y abarca a distintos grupos de sustancias en
funcidn de su aplicacion. A continuacion se hace un repaso de los distintos tipos de
sustancias que podrian emplearse con este fin, sujetos l6gicamente a las condicio-
nes de sus legislaciones establecidas.

« Aditivos alimentarios: se definen como sustancias que ordinariamente no se
consumen como alimentos en si mismas y que se afiaden expresamente para
que sean componentes de los productos alimenticios. Su adicion es intencio-
nada y tiene un prop6sito tecnol6gico. La utilizacion de aditivos alimentarios
como componentes en materiales y objetos activos solo puede realizarse si se
encuentran recogidos en la lista de aditivos alimentarios autorizados y cumplen
con las condiciones de uso y con las especificaciones de identidad y pureza.
Su utilizacion implica su incorporacion en los alimentos, por lo que van a ser
ingredientes de los mismos y deben figurar en su etiquetado.

» (Coadyuvantes tecnoldgicos: cualquier sustancia que no se consuma como in-
grediente alimenticio o en si, que se utilice intencionadamente en la transfor-
macion de materias primas, de productos alimenticios o de sus ingredientes,
para cumplir un objetivo tecnoldgico determinado durante el tratamiento o la
transformacion, y que pueda tener como resultado la presencia no intencionada,
pero técnicamente inevitable, de residuos de dicha sustancia o de sus derivados
en el producto acabado siempre que dichos residuos no presenten riesgo sa-
nitario y no tengan efectos tecnol6gicos sobre el producto acabado. No tienen
consideracion de ingrediente, por lo que no van a figurar en el etiquetado de los
alimentos.

» Aromas alimentarios: su funcidn es dar a los alimentos olor y/o sabor.

« Enzimas alimentarios: son un tipo de coadyuvante tecnoldgico que es objeto de
una regulacion especifica.
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« Productos fitosanitarios: una de las funciones de los productos fitosanitarios es
mejorar la conservacion de los productos vegetales, siempre y cuando dichas
sustancias o productos no estén sujetos a disposiciones particulares del Conse-
jo 0 de la Comisidn sobre conservantes.

« Agentes descontaminantes: el Reglamento 853/2004 establece que los opera-
dores de empresa alimentaria no utilizardn para eliminar la contaminacion de
superficie de los productos de origen animal ninguna sustancia distinta del agua
potable, salvo que se autorice su uso por el Comité Permanente de la Cadena
Alimentaria y Sanidad Animal. La utilizacion de este tipo de sustancias en mate-
riales activos estaria condicionada a su autorizacion previa y siempre y cuando
exista una eliminacion tras su uso impongan indicaciones de etiquetado.

Por altimo indicar que los biocidas, regulados por la Directiva 98/2/GE, no tienen ca-
bida en los materiales activos, puesto que su uso no esta contemplado en alimentos.

Procedimiento de autorizacion del uso de sustancias

El esquema de autorizacion del uso de sustancias para su uso en los materiales y
objetos destinados a estar en contacto con los alimentos se encuentra recogido en
el Reglamento 1935/2004. La solicitud se presenta ante la autoridad competente de
un Estado miembro de la Unidn Europea, que se remite para opinion de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). El dictamen de EFSA va a incluir:

« Designacion de la sustancia y sus especificaciones

« Recomendaciones sobre las condiciones o restricciones de uso de la sustancia
evaluada y del material u objeto en que se utiliza

« Evaluacion de la adecuacion del método analitico propuesto para los fines de
control previstos.

Finalmente, la Comisidn Europea, con el dictamen favorable de los Estados miem-
bros de la UE a través del Comité Permanente de la Cadena Alimentaria y Sanidad
Animal, adopta una medida con la autorizacion, si procede, de la sustancia.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) establecera unas directrices
con la documentacion necesaria para la evaluacion del riesgo de los materiales y
objetos activos e inteligentes, que debera estar disponible antes de que se abra el
plazo de presentacion de las solicitudes de acuerdo con la medida especifica de
estos materiales que se esta tramitando.
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INTERES DE LOS ANTIOXIDANTES EN LA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

Nick Hedges
Unilever. Colworth House. UK

Unilever es una de las mayores compaiiias industriales dedicadas a la alimentacion
en el mundo. Su mision es afadir vitalidad a la vida teniendo en cuenta las necesi-
dades diarias de nutricién, higiene y cuidado personal que ayudan a las personas a
sentirse bien y saludables. Unilever realiza una extensiva investigacion internacional
para establecer las necesidades de los consumidores y focaliza sus capacidades
investigadoras e innovadoras para abordar estas necesidades. Simultaneamente, la
empresa tiene el objetivo de transmitir valor desde la Ciencia y la Tecnologia hacia
los consumidores, siendo sus principales lineas de investigacion y desarrollo la cien-
cia de consumidores, las ciencias de materiales y nanotecnologia, las biociencias, la
ingenieria de procesos, las ciencias de datos y mediciones y la nutricién. Dado que
vitalidad y nutricién son significativamente importantes en Unilever, los productos
pesqueros son una parte importante de la produccion de la empresa, que ademas
tiene presente la sostenibilidad en la produccion de alimentos.

En esta area de mercado, Unilever trabaja fundamentalmente en producto pesquero
congelado. La empresa considera que la investigacion sobre la calidad nutricional,
los ingredientes naturales y la preservacion de origen natural son cruciales. La pre-
vencion de la oxidacion de las grasas y la pérdida de textura es fundamental para
mantener los componentes saludables y la calidad de los productos pesqueros. En
este sentido, Unilever ha participado en el proyecto europeo SeafoodPlus: Health
promoting, safe seafood of high eating quality in a consumer driven fork-to-farm
concept, en concreto en el subproyecto LIPIDTEXT: Preventing seafood lipid oxida-
tion and texture softening fo maintain healthy components and quality of seafood.
En el marco de este proyecto, Unilever ha colaborado con el Instituto de Investi-
gaciones Marinas de Vigo en el desarrollo de antioxidantes naturales basados en
acidos hidroxicinamicos para estabilizar las pérdidas de calidad de filetes de pescado
congelados debidas al desarrollo de la rancidez oxidativa y la pérdida de textura.
La oxidacion de las grasas del pescado provoca la aparicion de aromas y sabores
rancios, cambios en color y textura, y la pérdida de importantes compuestos desde
el punto de vista nutricional como acidos grasos poliinsaturados y antioxidantes
naturales. Durante el desarrollo de este proyecto de investigacion se ha estudiado
la prevencion de la oxidacion lipidica y de los cambios de textura mediante la adi-
cion de compuestos antioxidantes. Los compuestos estudiados demostraron una
significativa inhibicion de la oxidacion, especialmente en los ensayos realizados en
pescado refrigerado. La efectividad antioxidante mostré una elevada dependencia
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con la estructura molecular de los compuestos. El orden de efectividad antioxidante
determinado en los ensayos efectuados en masculo refrigerado fue similar al orden
calculado en los ensayos en musculo en congelado. En estos Gltimos la eficacia
antioxidante alcanzada fue menor probablemente debido a una menor difusion de los
compuestos en la matriz del pescado, y por tanto a una menor interaccion con los
compuestos que intervienen en la reaccion de oxidacion lipidica.

Sin embargo, los estudios efectuados sobre las alteraciones en las proteinas asocia-
dos a una pérdida en la capacidad de retencion de agua y modificaciones en la textu-
ra del musculo de pescado demostraron que no hubo diferencias entre las muestras
tratadas con antioxidantes y por tanto, no oxidadas, frente a aquellas no tratadas
con antioxidantes y que mostraban un elevado grado de oxidacion. Es decir, no se
encontraron evidencias que sugieran que los tratamientos antioxidantes reduzcan
los cambios en textura del masculo de pescado durante la conservacion en conge-
lado. Asimismo, la agregacidon proteica que se produjo durante el almacenamiento
a baja temperatura y evidenciada en el estudio de los cambios en la solubilidad de
las proteinas, no fue acompafiada de una significativa desnaturalizacion proteica
determinada mediante calorimetria diferencial de barrido.

Puede concluirse que es posible emplear compuestos de origen natural para prote-
ger el musculo de pescado de la oxidacion durante la conservacion a baja tempe-
ratura y que los ensayos realizados en musculo refrigerado pueden emplearse para
predecir la eficacia de los antioxidantes en musculo congelado.
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ENVASES ACTIVOS ANTIOXIDANTES. DESARROLLO Y
PERSPECTIVAS DE USO EN EL ENVASADO DE CARNE
FRESCA

Pedro Roncalés Rabinal
Dpto. Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria.
Universidad de Zaragoza

Las formas tradicionales de comercializacion y venta de carne han dado paso rapi-
damente a otros sistemas basados en el autoservicio en l0s que, por una parte, el
consumidor no dispone ya del consejo profesional del carnicero, y por otra, a que
el establecimiento de venta deba asegurar una larga conservacion de la carne en los
lineales de los supermercados. A ello se suma el hecho de que los consumidores de-
mandan cada vez mas calidad, seguridad y comodidad en los alimentos que compran,
sin olvidar que “se compra con los 0jos”.

Para alcanzar estas metas se han desarrollado sistemas de mejora del etiquetado y
trazabilidad y, lo que es mas importante, sistemas de envasado que permiten man-
tener la carne en buenas condiciones sensoriales e higiénicas durante mas tiempo.
La implantacion de las atmdsferas modificadas en el envasado de la carne ha sido un
hito crucial en la mejora de la conservacion de la misma. Sin embargo, la necesaria
presencia de oxigeno en el envase da lugar a la oxidacion de la carne. Asi, la vida atil
de la carne no es todo lo extensa que seria de desear. La utilizacion de antioxidantes
puede contribuir a disminuir la velocidad de oxidacion y aumentar por tanto la vida atil
de la carne. De hecho, el uso de extractos de plantas y otros antioxidantes naturales se
ha demostrado de gran utilidad para este propdsito. Los desarrollos actuales en este
campo hacen prever un nuevo avance; los envases activos, tanto antioxidantes como
antimicrobianos, son un buen ejemplo de ello. Solo falta que la legislacion al respecto
esté a la altura que las nuevas circunstancias requieren.

Envasado en atmdsfera modificada con antioxidantes

El estado actual de los sistemas de envasado de la carne permite mantener la vida 0til
de la carne durante periodos de tiempo relativamente largos. Sin embargo, las formas
de distribucion reclaman tiempos alin mas extendidos que permitan una rotacion mas
lenta de las bandejas expuestas en los lineales. En todo caso, los cambios deteriorati-
vos que se producen son resultado de reacciones de oxidacion. Tales reacciones tienen
como sustrato, bien la mioglobina, lo que da lugar a la formacion de colores pardos,
o bien los acidos grasos, lo que conlleva la formacién de olores “a carne vieja”. La
oxidacion, por otra parte, se ve favorecida por la presencia de la elevada presion de
oxigeno en el envase, que es necesaria a su vez para que la mioglobina esté oxigenada
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y tenga por tanto el color rojo tipico de la carne fresca. La iluminacion a que deben
ser sometidos 10s envases para su exposicion en los lineales de los supermercados
también contribuye a la oxidacion. Es sabido que la luz, y en particular las radiaciones
ultravioletas, son un fuerte catalizador de las reacciones oxidativas. Asi pues, el limite
de la vida (til de la carne envasada en las atmdsferas modificadas usadas comdnmente
viene determinado por la velocidad de las reacciones de oxidacion, si bien esta veloci-
dad esta influida también por la poblacién microbiana de la carne.

Los antioxidantes naturales han sido utilizados desde antiguo para mejorar la con-
servacion de los alimentos; los ejemplos son innumerables: especias, condimentos y
todo tipo de hierbas. En los (ltimos afios nuestro grupo de investigacion ha dedicado
un gran esfuerzo a evaluar el efecto de la adicion directa de diversos antioxidantes a
carnes frescas y algunos elaborados carnicos frescos.

Resumen de la extension de la vida util

Taurina
Té verde

Borraja
Pim. Dulce
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Orégano
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Figura 1. Extension de la vida atil de la carne envasada en atmadsfera modificada por
diversos antioxidantes

La Figura 1 muestra de manera resumida la extension de la vida util de varias carnes
frescas, evaluada por la medida sensorial de color y olor, por accion de algunos de los an-
tioxidantes naturales evaluados. Se observa el extraordinario efecto de romero, orégano,
pimiento dulce y picante y borraja. Todos ellos dan lugar a una inhibicidn de la oxidacion,
medida como sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, superior al 90% durante los
dias de conservacion de la carne envasada.
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Sin embargo, tanto los pimientos, que proporcionan un color rojo y sabor fuerte, como
la harina de borraja, que confiere un color blanquecino, modifican sustancialmente las
caracteristicas de la carne. Por el contrario, romero y orégano, que pueden ser utilizados
en su forma desodorizada, ejercen su accion sin modificar practicamente las propieda-
des sensoriales de la carne o del elaborado carnico. En consecuencia, la mayor parte del
desarrollo se centré en estos extractos de plantas de la familia de las Labiadas. Es de
destacar que la extension de la vida dtil se consigui6 incluso en las condiciones habitua-
les de exposicion de la carne en los supermercados, es decir, con fuerte iluminacién en
las vitrinas frigorificas.

Los aspectos legales relativos a la utilizacion de condimentos en carnes frescas, sin
embargo, impiden su adicidn en estos alimentos no elaborados. Asi pues, el uso de
antioxidantes esta limitado a los preparados de carne, sea en forma de elaborados o en
forma de marinados, adobados, etc. Este es un campo de desarrollo en clara expansion,
en especial en mercados evolucionados y abiertos como son los EEUU o el Reino Unido.

Envases activos antioxidantes

En los Gltimos afios hemos asistido al desarrollo de un nuevo tipo de envases, disefiados
para frenar las reacciones oxidativas por una via indirecta. Estos nuevos envases son
los envases activos antioxidantes, que pueden ser definidos como aquellos que ejercen
sobre la carne una accion inhibidora de la oxidacion sin que el agente activo esté en con-
tacto directo con el alimento. Es decir, las moléculas antioxidantes estan contenidas en el
material del envase y actian sobre la carne a través de la atmdsfera protectora. Todavia
esta en discusion si dichas moléculas actuan en la carne al ser liberadas del material de
envasado, o en el propio envase, secuestrando moléculas de oxidacion que proceden de
la carne (Pezo y col., 2008). Ni que decir tiene que los agentes antioxidantes en estudio
son sustancias naturales; en general, extractos de plantas bien conocidas y utilizadas
desde antiguo: romero, orégano y otras similares.

Las investigaciones llevadas a cabo por nuestro grupo utilizan uno de los varios posibles
sistemas de generacion del envase activo. En nuestro caso, un extracto de orégano o
romero se inmoviliza en primer lugar en un barniz, aprobado para estar en contacto con
los alimentos (Garcés y col., 2003). Dicho barniz con el agente antioxidante se incorpora
a la cara interna del material plastico usado para construir el envase, normalmente un
material barrera multilaminado, cuya cara interna estéd constituida por polietileno. Este
polimero es necesario, a su vez, para asegurar el sellado del material plastico a la bandeja
que contiene la carne y asegurar asi la estanqueidad del envase.

Los primeros resultados se obtuvieron en carne de vacuno fileteada y envasada en una
atmdsfera modificada rica en oxigeno, utilizando una version preliminar del envase
activo, que fue mejorada con posterioridad. Previamente, se habia demostrado que el
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envase activo disefiado era capaz de ejercer una accion antioxidante significativa sobre
diversas moléculas susceptibles de sufrir oxidacion, en particular la mioglobina (Nerin
y col., 2003).

El efecto del envase activo sobre la carne de vacuno se muestra en las Figuras 2y 3. La
Figura 2 demuestra el efecto de inhibicion de la oxidacion de mioglobina con envases con-
teniendo concentraciones crecientes de agente activo (barniz con romero); los resultados
estan expresados en porcentaje de metamioglobina (forma oxidada) en la superficie del file-
te. La utilizacion del envase activo dio lugar a que dicho porcentaje fuera inferior al 40% los
14 dias de conservacion de la carne; este porcentaje es aproximadamente el necesario para
que el aspecto del filete aparezca como pardo al ojo humano (Djenane y col., 2002; Mar-
tinez y col., 2006). La Figura 3, por su parte, demuestra el efecto inhibidor de la oxidacion
de 4cidos grasos, responsable de la aparicidn de olores “a carne vieja”. En este caso, los
resultados se representan como indice TBARS (sustancias reactivas al acido barbitdrico,
expresadas en forma de malonaldehido), forma habitual de medir la oxidacion lipidica. Este
indice apenas llegé a 1,5 al cabo de los 14 dias, limite a partir del cual los olores anormales
empiezan a percibirse por la nariz humana (Green y Cumuze, 1981; Sanchez-Escalante y
col., 2003). La conclusion del estudio fue que, en las condiciones utilizadas, la carne en
nuestro envase activo tuvo una vida atil de 12-14 dias, frente a los 9 de la muestra control.
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Figura 2. Evolucion del porcentaje superficial de metamioglobina en filetes de vacuno
envasados en atmdsfera modificada con un material activo conteniendo concentracio-
nes crecientes de extracto de romero
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Figura 3. Evolucidn de las sustancias reactivas a TBA en filetes de vacuno envasados en
atmosfera modificada con un material activo conteniendo concentraciones crecientes
de extracto de romero

Una vez demostrado el efecto antioxidante del envase activo, estudiamos compa-
rativamente la accion de romero u orégano como agente activo y lo aplicamos a
carne de cordero fileteada. Para ello, se envasaron chuletas de pierna de ternasco en
envases control o activos con uno u otro agente en presencia de una atmésfera mo-
dificada de 80% 0O, y 20% CO,, y se mantuvieron en un expositor frigorifico a 1+1°C
sometidas a iluminaci6n; es decir, en condiciones similares a las de venta habitual
en un supermercado (Camo y col. 2008). Es preciso recordar que la luz es un fuerte
catalizador de las oxidaciones (Djenane y col., 2001). Se incluyeron ademas chuletas
con un nebulizado superficial de extracto de romero, para comparar el efecto del
agente activo en contacto o no con la carne.
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Figura 4. Evolucion del porcentaje superficial de metamioglobina en filetes de cordero
envasados en atmadsfera modificada con un material activo conteniendo extractos de

romero u orégano

La Figura 4 muestra los resultados de la formacion de metamioglobina. Se aprecia
claramente en ella el efecto inhibidor de la oxidacion por parte de ambos envases
activos, muy similar por otra parte al del extracto de romero afiadido en superficie.
El limite del 40% de metamioglobina se alcanzé después de los 11 dias.
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Figura 5. Evolucion del indice de rojo (a*) en filetes de cordero envasados en atmdsfera
modificada con un material activo conteniendo extractos de romero u orégano

La Figura 5 representa la evolucion del indice de rojo (a*). En concordancia con lo
anterior, la carne mantuvo un valor de a* mas elevado en los envases activos; sin
embargo, el orégano parecia ser mucho mas eficaz que el romero. En este caso, los
valores de a* se mantuvieron por encima de 10, limite aproximado del color rojo
tipico de la carne fresca, hasta los 13 dias de exposicion.
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Figura 6. Evolucion de las sustancias reactivas a TBA en filetes de cordero envasados
en atmésfera modificada con un material activo conteniendo extractos de romero u
orégano
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En la Figura 6 se recogen los resultados de la evolucion de la oxidacion lipidica.
Dicha oxidacion fue muy eficazmente inhibida por el envase activo con orégano,
mientras que el que contenia romero tenia sdlo un ligero efecto; de hecho, el pri-
mero dio lugar a que las chuletas alcanzaran un valor superior a 1,5 sélo al final de
la exposicidn, frente a los 6-7 dias que tardaron en alcanzarlo las chuletas control.

log CFU ecm-2

0 T T T T T T
0 2 4 B 8 10 12 14
Days of storage
oo Control 2 —a— Oregsne sstivefilm —a—Rosemary active fim
Control 1 —a— Rosemary extract

Figura 7. Evolucion de la poblacion de psicrotrofos aerobios en filetes de cordero enva-
sados en atmosfera modificada con un material activo conteniendo extractos de romero
u orégano

La Figura 7 muestra la evolucidn de la poblacidn microbiana en la superficie de la
carne. La utilizacion de los envases activos dio lugar también a una inhibicidn signi-
ficativa de la poblacién microbiana habitual en la superficie de las chuletas, en parti-
cular cuando se utilizo orégano. Dicha inhibicion dio como resultado unos recuentos
inferiores en 1-2 drdenes de magnitud, aproximadamente, a los de los controles.
Por otra parte, en el caso del envase activo con orégano, los recuentos no llegaron
a 108 ni siquiera al final del periodo de exposicidn. Este efecto antimicrobiano de los
extractos de romero y orégano, ya conocido, contribuira también a la extension de la
vida (til de la carne, pues los cambios deteriorativos de la carne estan relacionados,
no sélo con la oxidacidn, sino también con la poblacion microbiana presente.
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Pararmeter Sample Days of storage
a 5 8 11 13
Red calour Contral 1 1 1 2 3 4
Control 2 1 1 2 2 4
Rosemary active film 1 1 1 2 3
Oregano active film 1 1 1 1 2
Rosemary extract 1 1 1 2 2
Discolouration Contral 1 1 1 2 3 5
Control 2 1 1 1 2 4
Rosemary active flm 1 1 1 2 2
Oregano active film 1 1 1 1 1
Rosemary extract 1 1 1 2 2
Off~adaur Contral 1 1 2 2 3 5
Control 2 1 1 2 3 4
Rosemary active film 1 1 1 2 3
Oregano active film 1 1 1 1 1
Rosemary extract 1 1 1 1 2

4 Red colour: 1 denoted extremely brilliant fresh-meat red and 5 denoted
extremely faded red; discolouration referred to percentage of discoloured surface:
1=none 2=0-10% 3 = 11-20%, 4=21-60%, and 5= 61-100%; of~odour referred to
the intensity of odours associated to lipid oxidation: 1= none; 2 =slight; 3 = small;
4=moderate; and 5 = extreme.

Tabla 1. Evolucion de los valores sensoriales de filetes de cordero envasados en at-
mésfera modificada con un material activo conteniendo extractos de romero u orégano

Por (ltimo, la Tabla 1 recoge las puntuaciones sensoriales dadas por un panel de
expertos para los parametros color rojo, decoloracion y “off-odour” (“olor a carne
vieja”), utilizando una escala de 1 a5, enla que 1 es el valor caracteristico de la carne
fresca y 5 el de la carne totalmente deteriorada. Debe hacerse hincapié en que, de
acuerdo con esta escala, valores iguales o superiores a 3 en cada atributo significan
que esa carne ha llegado al final de su vida (til, es decir, no es vendible. Obsérvense
las notables diferencias entre las muestras. La vida Gtil de las carnes control no pasa
de 8 dias, mientras que la del envase activo con orégano alcanza una vida (til de 13
dias.

En conclusidn, la utilizacion de un envase activo con extracto de orégano dio lugar a
una extension muy significativa de la vida Gtil de la carne de cordero, en condiciones
similares a las que se usan en su comercializacion, que paso de 8 a 13 dias. Estos
resultados, evidentemente, significan un gran avance en la mejora de los métodos
de conservacion en la distribucion y venta de la carne de cordero. En la actualidad se
prosigue con los experimentos para mejorar y optimizar esta forma de envasado ac-
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tivo, con la vista puesta en su utilizacion industrial. No obstante, la situacion legal de
estos envases activos es confusa y tendrd que ser desarrollada en un futuro cercano.
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APLICACION DE ANTIOXIDANTES PARA LA MEJORA
DE LA SEGURIDAD Y LA CALIDAD SENSORIAL Y
TECNOLOGICA DE LA CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS

José Antonio Garcia Regueiro
IRTA. Tecnologia de los Alimentos

La oxidacidn de los alimentos es uno de los problemas mas importantes que afectan
a su calidad y seguridad. Desde hace mas de 60 afios se estd estudiando como
prevenir el principal problema: la rancidez. La oxidacion es un fendmeno que se atri-
buye a la formacion de radicales que en una reaccion en cadena y después de varias
fases finaliza en la formacion de compuestos que dan un flavor caracteristico a los
alimentos y que provoca el rechazo de los consumidores. Esta respuesta se puede
asociar a la prevencion de la ingesta de un alimento que ha perdido su estabilidad y
que puede dafiar la salud de la persona. Una forma de evitar o de reducir la oxidacion
es la utilizacion de antioxidantes o de procesos que la limiten.

Nuestro metabolismo emplea procesos oxidativos para obtener energia, lo que con-
lleva un control de la formacion de radicales y de su eliminacién mediante varios
mecanismos en los que intervienen antioxidantes, enzimas y otras moléculas de
modo coordinado. Sin embargo, si se produce un desequilibrio en esta regulacion
las células sufren dafios en sus componentes que pueden llegar a desarrollar o con-
tribuir a la aparicion de enfermedades. Se ha demostrado la importancia del control
de la oxidacion de los alimentos para la salud humana. Un grupo de antioxidantes
actian de modo coordinado formando una red: Vitaminas C y E que son esenciales
y los producidos en el organismo: glutation (Glu, Cys, Gly), acido lipoico (recicla
glutation), coenzima Q10 (relacionada con la funcion de la vitamina E). Estos antio-
xidantes actian de modo distinto a otros antioxidantes (como los polifenoles). La vi-
tamina E se localiza en las membranas celulares y en las lipoproteinas de transporte
para prevenir la oxidacion de lipidos. Los acidos grasos “libres” no son componentes
mayoritarios por ello la accion de los antioxidantes in vivo esta destinada a proteger
a estructuras criticas para la funcion celular y metabdlica. Los antioxidantes que no
realizan esta funcion pueden contribuir pero en general actdan en la reduccion de
radicales libres de modo menos especifico en los tejidos.

Esta linea de investigacion tiene un desarrollo muy activo, entre los afios 2003-2008
se pueden encontrar mas de 1200 articulos relacionados con la oxidacion y la carne.
En ellos se evidencia que el antioxidante mas estudiado con aplicaciones practicas es
la vitamina E (a-tocoferol). Un factor que ha contribuido es la reduccion del coste de
la produccion sintética de este antioxidante, aunque se obtiene en forma all-rac que
es menos activa. Los organismos vivos poseen sistemas para controlar la oxidacion
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provocada por la generacion de radicales libres mediante sistemas de alta eficacia y
complejidad. En la produccion de carne, cuando cesa el metabolismo por la muerte
del animal, la accion de los mecanismos fisioldgicos es nula o minimay la oxidacion
puede progresar. Si un alimento puede sufrir un proceso de deterioro por la accion
de oxidantes se tiene que proteger sobre todo si su consumo no es inmediato.

La efectividad de un antioxidante depende de su estructura molecular y de la po-
laridad de la molécula. Los antioxidantes sintéticos se han desechado para su uso
en alimentacion. Como indica Frankel (2000), esta decision presenta cierta arbitra-
riedad sobre todo si se considera que muchos antioxidantes naturales no han sido
estudiados para determinar posibles efectos secundarios cuando se usan en con-
centraciones superiores a las de una dieta de referencia.

Los factores que se consideran en el uso de antioxidantes en produccion animal:
genética, metabolismo de los lipidos, composicion de la dieta, fuente de grasa. Los
antioxidantes mas utilizados son: vitamina E, carotenos, polifenoles, extractos de
citricos y de otras plantas.

Produccion animal y antioxidantes

La produccion de carne de calidad requiere, en las condiciones actuales, asegurar su
valor nutritivo en procesos de conservacion y elaboracion que pueden modificar la
calidad sensorial y su seguridad. La comercializacion de la carne en lonchas envasa-
das en diferentes formas, sobre todo en atmdsferas modificadas, necesita aumentar
la estabilidad oxidativa para mantener el color y la calidad sensorial. La forma mas
sencilla de lograr un aumento de la estabilidad oxidativa es la adicién en los piensos
de a-tocoferol. Este compuesto se incorpora en el tejido muscular y, en particular,
en las membranas celulares donde ejerce su efecto protector de modo eficaz. Nu-
merosos trabajos han mostrado su eficacia y la acumulacion en el tejido muscular
con aumentos respecto al grupo control de entre 3-5 veces. El coste de esta practica
fue durante un tiempo una limitacién pero el precio se ha reducido de modo que es
viable. La reduccion de la aparicion de olores relacionados con la rancidez durante el
cocinado de la carne y su posterior consumo ha sido demostrada.

Otros antioxidantes se pueden emplear en produccion animal, pero su efectividad
no es la misma que la del a-tocoferol. El empleo del B-caroteno en concentraciones
superiores a 15 mg/Kg mostrd en pollos una accion pro-oxidante, dependiente del
tipo de grasa o aceite vegetal utilizado. Un grado elevado de instauracién induce un
mayor estrés oxidativo, y por ello resulta mas critico su control. El B-caroteno es un
precursor de vitamina A y de derivados de la misma, con efectos filologicos comple-
jos, como es el caso del acido retinoico. Esto provoca que la cantidad suministrada
deba ser ajustada para evitar efectos no deseados. Una dificultad para interpretar de
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modo adecuado los efectos de algunos antioxidantes es la determinacion analitica en
el tejido muscular. La concentracion de B-caroteno y licopeno, en el tejido muscular
de animales alimentados con suplementos de estos antioxidantes, es muy baja por
lo que o bien la metodologia analitica no es 6ptima o bien su concentracion es tan
baja que resulta dificil poder explicar sus efectos antioxidantes o pro-oxidantes. Los
antioxidantes luteina y zeaxantina se acumulan en la mécula de la retina en algunos
animales, lo que muestra las diferencias de accion de los posibles antioxidantes a
emplear en produccion animal.

La accion del a-tocoferol y el B-caroteno en la composicion de los acidos grasos del
tejido muscular es minimay por ello el tipo de grasa o aceite usado en la dieta deter-
mina, junto con las condiciones de manejo, la composicion de los lipidos corporales.

Determinacion de la estabilidad antioxidante

La evaluacion de la estabilidad antioxidante se suele efectuar en la mayor parte de
estudios mediante la determinacion de los TBARS (Substancias que reaccionan con
el acido tiobarbitdrico). Este procedimiento es un indice global que indica el gra-
do de oxidacion producida después de la formacion de perdxidos. Su aplicacion,
en practicamente todos los trabajos publicados, permite una comparacion efectiva
dentro de un estudio, pero en menor grado entre estudios. Cuando se han realizado
ejercicios de intercomparacion, los valores obtenidos entre diferentes laboratorios
presentaban una dispersion demasiado elevada. Uno de los problemas radica en
que el fundamento del método reside en la reaccion del acido tiobarbitdrico con el
malonaldehido que se forma a partir de la oxidacion del acido linolénico (C18:3).
Sin embargo, esta reaccion ocurre con otros aldehidos o compuestos que puedan
reaccionar con el acido tiobarbitdrico. A pesar de estos problemas, el TBARS esta
aceptado como un parametro esencial en los estudios relacionados con la oxidacion.

Otras medidas se basan en la actividad de los enzimas antioxidantes SOD, CAT y
GSPHx. En la figura podemos observar la actividad de estos enzimas en pechuga de
pollo. Se puede apreciar como la actividad de la GSPHx es la mas elevada en relacion
a las actividades de la CAT y de la SOD (Carreras y col., 2005).
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Figura 1. Actividades de enzimas antioxidantes en pechuga de pollo. Adaptado de Ca-

rreras (2005)

En la Figura 2 se observan las concentraciones de a-tocoferol, segin esto podemos
observar que, a pesar de una mayor concentracion de este compuesto en los tra-
tamientos T4 y T5, las actividades de los enzimas no se vieron afectadas. Se puede
apreciar como la concentracion de a-tocoferol es mas elevada en el muslo que en
la pechuga de pollo. En el muslo el tipo de misculos y su metabolismo facilitan una
mayor acumulacién de a-tocoferol.
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Figura 2.

Concentracion de a-tocoferol en muslo y pechuga de pollo. Adaptado de

Carreras (2005)
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Otras formas de determinar el grado de oxidacion son el indice de perdxidos y la
determinacion de volatiles, entre ellos el hexanal que se asocia al descriptor sen-
sorial de rancidez. Sin embargo, hay mas alternativas para determinar el grado de
oxidacion y se estan investigando métodos mas fiables y adaptados a condiciones
especificas en funcion del alimento a estudiar. La estabilidad de aceites vegetales
mediante el empleo de la técnica Rancimat es un ejemplo de este enfoque.
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APORTACION A LA OPTIMIZACION DEL PERFIL )
NUTRITIVO DE LA LECHE MEDIANTE LA ALIMENTACION
DEL GANADO: ANTIOXIDANTES

Ismael Martinez Lede
Dpto. de 1+D de FEIRACO

Antioxidantes en la alimentacion de rumiantes

Uno de los principales problemas al que se enfrentan los nutricionistas de vacas de
leche en las formulas en base a acidos grasos insaturados es la oxidacion de los
mismos. Los lipidos con dobles enlaces de carbono tales como los presentes en
los acidos grasos insaturados (p.e. C18:1, C18:2, C18:3, EPA, DHA) y las vitaminas
es que son susceptibles de oxidarse. El atomo de carbono adyacente al doble en-
lace es oxidado formando metabolitos reactivos con oxigeno y radicales libres que
propagaran aun mas dicha reaccion de oxidacion. El resultado final es una pérdida
de los acidos grasos insaturados de la grasa dietética y la generacion de radicales
libres que atacaran a otros acidos grasos insaturados. La oxidacion de la grasa no
solo reduce el valor bioldgico y energético de la misma, sino que también propaga
la oxidacion a otros ingredientes lipidicos, tales como grasas afiadidas, semillas
oleaginosas y granos de destilacion que, en caso de no ser estabilizados, pueden
contribuir significativamente a la carga de radicales libres en el animal.

En el cuerpo existe un equilibrio natural entre la formacion de radicales libres du-
rante el metabolismo normal de las células y la capacidad antioxidante endégena
del animal que evita que los radicales libres se acumulen y dafien las células. Sin
embargo, en situaciones en que los niveles de radicales libres exceden la capacidad
antioxidante del animal, puede darse una situacion de estrés oxidativo. Las vacas de
alta produccion son propensas a sufrir un estrés oxidativo, y la situacion puede ver-
se incluso exacerbada en determinadas condiciones medioambientales, fisioldgicas
y dietéticas. Los radicales libres, mediante la oxidacion de acidos grasos esenciales
de las membranas lipidicas, pueden dafar las células y afectar la produccion y esta-
do sanitario del animal.

La capacidad antioxidante enddgena del animal consiste en tres grupos principales
de antioxidantes (Miller y col., 1993). El primer grupo, antioxidantes enzimaticos,
esta representado por la superoxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa
(GSH-Px). Estas forman parte del principal sistema de defensa intracelular y el prin-
cipal sistema de defensa frente a radicales libres como son los per6xidos e hidro-
peroxidos. SOD es un enzima antioxidante involucrado en la eliminacion de formas
reactivas de oxigeno formadas en las células. Cu, Zny Mn son elementos esenciales
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en la actividad de SOD. Deficiencias en Cu, Zn y Mn resultan en una respuesta inmu-
ne comprometida en vacas de leche y ganado bovino de alta produccion, haciendo
que estos animales sean mas propensos a sufrir un estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se da cuando existe un desequilibrio entre los niveles de ma-
terias primas altamente oxidables (MPO) y la capacidad antioxidante del animal.
Una acumulacion indeseable de radicales libres se da en las células, iniciandose
entonces una reaccidn oxidativa en cadena y la oxidacion lipidica. El efecto directo
es principalmente un dafio oxidativo a los lipidos y a diferentes macromoléculas.
Este efecto altera la membrana celular, resultando en rutas metabdlicas modificadas
en una fisiologia alterada y en patologias del propio animal. Debido a este motivo, el
estrés oxidativo ha podido ser asociado a un incremento en la incidencia de desor-
denes sanitarios tales como tetania de los prados (milk fever) y desplazamiento del
abomaso (Weiss, 1998; Miller y col., 1993).

Los antioxidantes dietéticos pueden evitar la oxidacion de los lipidos dietéticos el
propio pienso y mejorar la productividad del animal. La literatura en aves ha descrito
en profundidad la reduccién significativa en ganancia de peso y en indice de con-
version que experimentan los animales ante la inclusion de grasa oxidada en la dieta
(Cabel y Waldroup., 1988; Dibner y col., 1996) y como la inclusion de aditivos an-
tioxidantes dietéticos disminuye este efecto. Los antioxidantes dietéticos, mediante
una reduccion de los niveles de oxidacion de las MPO y posterior oxidacidn lipidica,
son capaces de reducir el impacto negativo de la grasa oxidada. Alimentar con grasa
oxidada conlleva un incremento de la tasa de renovacion intestinal y compromete
la respuesta inmune del animal (Dibner y col., 1996). Los antioxidantes pueden,
mediante una estabilizacion de las MPO en el medio, mantener la integridad de los
biles intestinales y la tasa de renovacion intestinal.

En ganado bovino de carne, estabulado, la integridad de la pared ruminal se ve com-
prometida cuando el animal es alimentado con dietas ricas en concentrado, per-
mitiendo a las bacterias penetrar en el corriente sanguineo, asi como el desarrollo
de abscesos hepaticos. En una recopilacion de experimentos con bovino de carne,
la suplementacion con antioxidantes en la dieta permitio reducir la incidencia de
abscesos hepaticos asi como mejorar la ganancia de peso (Vazquez-Afion y col.,
2006). La suplementacion con antioxidantes permitio una mejora directa del estado
oxidativo del animal tal y como se pudo observar en los superiores niveles séricos de
vitaminas E'y Ay un inferior estado oxidativo lipidico de la carne picada (Krumsiek y
Owens, 1998). Los antioxidantes dietéticos, mediante una estabilizacion de las MPO,
son capaces de reducir la carga de perdxidos en el animal y de mejorar la capacidad
antioxidante del animal.
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Alimentar con grasa oxidada al animal no tan sélo incrementa la carga de perdxidos
del mismo, sino que también puede afectar negativamente la fermentacion ruminal.
El efecto de una alimentacion con grasa oxidada sobre dicha fermentacion ruminal
fue comprobada mediante la utilizacion de sistemas de cultivo continuo de fermen-
tacion (Vazquez-Aidn y col., 2006). Una alimentacion con grasa oxidada redujo la
sintesis proteica microbiana, asi como su eficiencia, y el efecto pudo verse aliviado
mediante la adicion de antioxidantes en la dieta. La suplementacion con antioxidan-
tes también mejord la digestibilidad de la fibra neutra y dcido detergente en la grasa
fresca y oxidada, sugiriendo asi un efecto global positivo del uso de antioxidantes
sobre la microflora ruminal. La suplementacion de antioxidante en la dieta es capaz
de mejorar la productividad lactea y la eficacia de produccion, asi como la digestibi-
lidad de materia organica en el rumen.

Las vacas de alta produccion alimentadas con niveles moderados a elevados de aci-
dos grasos insaturados son propensas a sufrir estrés oxidativo. Niveles indeseables
de radicales libres pueden oxidar la membrana lipidica, afectando a los rendimientos
y ala salud de los animales. Los lipidos dietéticos tales como grasas afadidas, semi-
llas oleaginosas y granos de destilacion, si no son estabilizados, pueden contribuir
significativamente a un incremento en la carga de radicales libres en el animal. Los
antioxidantes dietéticos evitan la oxidacion de los lipidos en el alimento final. En
ganado bovino de leche, la suplementacidn con antioxidantes en la dieta mejora la
funcién ruminal y la produccidn lactea. Asi pues, se puede concluir como la suple-
mentacion con antioxidantes en la dieta puede estabilizar el contenido lipidico de la
misma y mejorar la productividad y estado sanitario del rumiante.

Atendiendo a lo expuesto, la alimentacion de las vacas que producen la leche UNI-
CLA se suplementa con vitamina E y complejos organicos de minerales (zinc y
manganeso en forma de quelatos de metionina, y selenio en forma de levaduras
enriquecidas que aportan este mineral en forma de selenoaminoécidos). De esta
forma protegemos a las vacas del estrés oxidativo. Ademas, la vitamina E protege a
la materias primas de la oxidacion.

FEIRACO ha cuantificado la presencia en leche del selenio incorporado a la alimen-
tacion de las vacas. Esto fue resultado de un proyecto de |+D realizado entre 2003
y 2005, titulado “Estudio de la correccidn de déficit de selenio en la dieta mediante
la suplementacidn de especies quimicas biodisponibles para mejorar su aporte de
forma natural a través de la leche”. El objetivo del mismo fue la obtencion de leche,
de forma natural y a través de la alimentacion de las vacas, de leche enriquecida con
selenio en una forma biodisponible. En su desarrollo se realiz6 la suplementacion del
alimento del ganado con distintas especies quimicas de selenio (selenio inorganico
y selenio organico) y se concluyo que la selenometionina es la forma que mas incre-
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menta el contenido de selenio en la leche, ademas de ser la forma mds biodisponible
para la especie humana (Cabel y Waldroup, 1988).
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ANTIOXIDANTES Y OXIDACCION LIPIDICA DE
PRODUCTOS CARNICOS

Daniel Franco Ruiz
Dpto. Produccién Animal. Centro Tecnoldgico de la Carne

Los nuevos retos a que se enfrentan las sociedades han avanzado de tal forma que
los objetivos que persigue una “dieta equilibrada” se han ido modificando desde la
mera satisfaccion de necesidades nutricionales hasta el punto de promover el con-
sumo de alimentos saludables que disminuyan el riesgo de enfermedades crénicas.
Cada vez son mayores los esfuerzos en investigacion para evaluar la influencia de
la alimentacion sobre la salud; entendiendo ésta no s6lo como la ausencia de enfer-
medad, sino como un equilibrio entre bienestar fisico y psicolégico. Existen pruebas
cientificas que confirman la hip6tesis de que ciertos alimentos y/o algunos de sus
componentes tienen efectos beneficiosos sobre la salud humana. Nace asi la idea
de una “nutricion 6ptima” centrada en la mejora de la calidad de la ingesta diaria en
términos de nutrientes o no nutrientes que favorecen el mantenimiento de la salud.

A lo largo de los Gltimos 20 afios diversos factores como el aumento del tiempo de
ocio o la incorporacion de la mujer al mercado laboral han provocado una dismi-
nucion en el tiempo dedicado a la elaboracion y preparacion de la comida. Sumado
esto al hecho de que las preferencias del consumidor han priorizado la seguridad
alimentaria y el valor nutritivo a los criterios exclusivamente sensoriales (Hernan-
dez, 2002), es cada dia mas habitual la venta de platos congelados o productos de
elevada preparacion, como es el caso de carne fileteada y envasada en diferentes
formatos y/o atmosferas. En sentido comercial hay que considerar que la decision
de compra de la carne por parte del cliente se basaba fundamentalmente en el color
(Shackelford y col., 1992), y actualmente se tiene ademas en cuenta, con la misma
importancia 0 mas, los aspectos ya comentados como el valor nutricional o la ga-
rantia sanitaria.

Importancia de la grasa en la salud humana

El consumidor se interesa cada vez mds por alimentos saludables con garantia sani-
taria. La incidencia del contenido total y composicion de la grasa sobre la obesidad
y enfermedades cardiovasculares, derivadas del sedentarismo y alimentacion des-
equilibrada, hace que el interés sea mayor por alimentos de contenido moderado en
grasa. En el caso de la carne, se valoran los esfuerzos que se realicen para que sea
mas saludable, como es la disminucién en acidos grasos saturados (AGS) por su
efecto perjudicial y el enriquecimiento en &cidos grasos polinsaturados (AGPS) w3
y por su accion beneficiosa en problemas cardiovasculares y tumorales (Hu y col.,
2002). Consumidores preocupados por estos aspectos nutricionales agradecen que
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se les informe de la carne de animales que en razon de raza, peso/edad de sacrificio,
alimentacion y manejo tengan indices mas favorables que los recomendados como
minimos o0 maximos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En este punto
hay que destacar que cambios relativos a la produccion animal como la dieta pueden
modificar el perfil de acidos grasos de sus productos, haciéndolos mds atractivos
desde el punto de vista de la salud (Scollan y col., 2001).

El consumidor demanda todo esto pero sin que desmerezca la calidad sensorial, ya
que cuando se sienta a la mesa y para que sea fiel a una marca es necesario que la
carne satisfaga sus expectativas de flavor, terneza y jugosidad.

Vida dtil de la carne

Se entiende como vida util de la carne al periodo que esta permanece en el expositor
a disposicion del cliente en el punto de venta. Comienza cuando la carne estd madura
y el final esta marcado por la fecha de caducidad fijada previamente en condiciones
normales de transporte almacenamiento y exposicion; o incluso antes, por descarte
debido a apreciacion de zonas con degradacion o alteracion del color y/o enrancia-
miento de la grasa y/o degradacion microbiana de los aminoacidos, provocando
olores y sabores desagradables (Cornet y Bousset, 1990; Kato y col., 1989).

La fecha de caducidad es importante porque obliga a la retirada del producto siendo
una informacion que consultan normalmente los consumidores. El producto debe
llegar a esta fecha, normalmente, con todas sus caracteristicas sensoriales. Pero la
modificacion de los parametros del proceso que lleva desde la canal hasta la fecha
de caducidad puede determinar el descarte de la carne como de cualquier otro ali-
mento perecedero antes de que se cumpla ésta. El descarte en la carne envasada en
filetes se realiza, fundamentalmente, debido a cambios en el color de facil percepcion
que incitan al rechazo del comprador, ademas de ser el primer signo de alteracion
de la calidad de la carne. Otra causa de rechazo es por la apreciacion de viscosidad
superficial, pegajosa al tacto, que indica una proliferacion microbiana no deseable de
Pseudomonas spp., entre las que hay que destacar P, fluorescens, P. putiday P fragi.

La duracion de la vida util es por tanto muy importante comercialmente porque pro-
longa la oportunidad de venta minimizando las pérdidas por descarte.

Los factores que afectan a la duracion de la vida atil son numerosos, pudiéndose
prolongar con la disminucion de la contaminacion microbiana (Borch y col., 1996),
la reduccion del tiempo de almacenamiento, las bajas temperaturas (Gill y Molin
1991), la ausencia de luz ultravioleta (Djenane y col., 2001), el tipo de envasado
(Borch y col., 1996) v la adicion de antioxidantes y/o antimicrobianos (Ahny col.,
2002; Sanchez-Escalante y col., 2003).
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Influencia de la grasa en la vida util de la carne y productos carnicos

El contenido en grasa de la carne de vacuno depende de factores diversos como la
raza o la edad de sacrificio y, fundamentalmente el porcentaje de acidos grasos de la
alimentacidn. Si bien un enriquecimiento de la carne en AGPI, w 3y CLA es benefi-
cioso desde el punto de vista de la salud, estos componentes reducen la estabilidad
oxidativa de la carne y la predisponen al enranciamiento.

Con excepcion de la carga microbiana, el dafio oxidativo es el factor mas importante
en el deterioro de la carne y se ve reflejado con el aumento de rancidez y pérdida
de color debido a la oxidacion de la grasa y de la mioglobina, respectivamente, y de
las dos fracciones lipidicas de la carne, fosfolipidos de membrana y triglicéridos,
los primeros contienen mayor proporcion de AGPI y por ello son responsables de
la iniciacion de la oxidacion lipidica. Incluso las carnes magras son susceptibles a
dichos fendmenos oxidativos, ya que aunque tienen un reducido contenido graso, la
que disminuye es la fraccion triglicérida (compuesta fundamentalmente por AGS),
mientras que la fraccion fosfolipidica se ve menos afectada (Monahan, 2002).

Por tanto el enriquecimiento con antioxidantes es necesario para paliar al maximo
el dafio oxidativo (Jakobsen, 1999). Es necesario prever la presencia de suficiente
contenido de estos compuestos en la alimentacion del animal y/o afiadirlos a la carne
durante el almacenamiento.

Adicion de antioxidantes

La utilizacion de antioxidantes permite prolongar el tiempo de conservacion, lo que
incrementa su oportunidad de venta sin que estén deterioradas sus caracteristicas
nutritivas y sensoriales, mas aun en el momento actual en que el comercio de la
carne maneja partidas mds voluminosas y alcanza puntos de venta cada vez mas
distantes.

La estabilidad de la carne se puede ver incrementada por la adicion de antioxidantes.
Su principal accion en la extension de la vida Gtil radica en las siguientes capacida-
des:

« Aumentar la estabilidad del color => principalmente por evitar la transicion pre-
matura de mioglobina a metamioglobina.

« Mantener las condiciones organolépticas => evitar o ralentizar el enranciamiento
de la grasa. Accidn especialmente importante en carne procedente de animales
a los que se les han suplementado acidos grasos poliinsaturados, los méas facil-
mente oxidables.

« Evitar el oscurecimiento (o pérdida de color) inducido por radicales libres ge-
nerados por accion de luz a la que es expuesta la carne en las condiciones de
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venta. Esta accion no es atribuible a todos los antioxidantes, pero si a los de
naturaleza polifenolica y a los extractos de plantas, que tienen la capacidad de
captar la radiacion ultravioleta.

- Ampliar la resistencia al crecimiento bacteriano, pues los antioxidantes de natu-
raleza polifendlica poseen frecuentemente actividad antimicrobiana.

Procesos oxidativos en carne y productos carnicos

Una de las paradojas de la vida en este planeta es que una molécula que sustenta la
vida aerobica, el 0, esencial para el metabolismo energeético y la respiracion, pueda
constituir el punto de partida para un tipo de dafo celular conocido como “estrés
oxidativo”, consecuencia de un desequilibrio entre la produccion de especies reac-
tivas y los mecanismos de defensa antioxidante (Marx, 1985). Estas sustancias se
generan tanto a nivel intracelular como extracelular y son capaces de difundir por el
citosol y a través de las membranas deteriorar los distintos componentes celulares
(Chihuailafy col., 2002). Los lipidos, las proteinas y los &cidos nucleicos constituyen
su principal blanco de actuacion.

Accion sobre los lipidos

Es precisamente sobre estas biomoléculas donde recae el mayor dafio derivado
del estrés oxidativo, en un proceso conocido como peroxidacion lipidica. Afecta a
los acidos grasos poliinsaturados y las consecuencias son evidentes cuando estos
forman parte de los lipidos de las membranas celulares ya que se ve alterada su
adhesion, fluidez, permeabilidad y funcidon metabdlica (Yu, 1994).

La peroxidacion lipidica y 10s cambios asociados a ella constituyen la principal
causa de deterioro (Sevanian y Hochstein, 1985) ya que provoca la aparicion de
olores y flavores extrafios, alteracion del color y, en general, una reduccion de la
calidad organoléptica de la carne. Por otro lado, provoca una disminucién del valor
nutritivo de la carne y la generacion de compuestos potencialmente nocivos para la
salud relacionados con el riesgo de padecer diversas patologias.

De forma general, cabe destacar que los productos de oxidacion mas estudiados
son los volatiles por sus efectos a nivel sensorial y la mayor facilidad de analisis; sin
embargo, los productos no volatiles pueden ser mas importantes cuantitativamente
y con efectos, en general, desconocidos sobre la seguridad alimentaria y la calidad
sensorial de la carne, como puedan ser los 6xidos de colesterol (Maraschiello, 1998).

Accion sobre las proteinas

Aunque también constituyen un blanco para las especies reactivas, el efecto sobre
ellas es menos intenso que en el caso de los lipidos a causa de la lenta progresion
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de las reacciones. El ataque oxidativo a las proteinas puede provocar modificaciones
en aminoacidos especificos, fragmentacion de la cadena peptidica, agregaciones o
entrecruzamientos, alteraciones de la carga eléctrica o incremento de la susceptibi-
lidad a la proteolisis (Shacter, 2000).

El término oxidacion proteica hace referencia a la modificacion de una proteina
inducida de forma directa mediante ROS o bien indirectamente por reaccion con
productos secundarios del estrés oxidativo. Las principales consecuencias sobre la
calidad de la carne y productos carnicos se aprecian en el color. La mioglobina, pro-
teina conjugada constituida por una parte proteica (globina) y un grupo prostético
no peptidico (grupo hemo), es la principal responsable del color rojo del musculo.
En la carne fresca da un color rojo purpura, en contacto con el aire se oxigena dando
lugar a la oximioglobina de color rojo brillante y cuando la mioglobina se oxida
se genera la forma férrica (Fe*), denominada metamioglobina, responsable de la
coloracion marrén de la carne. Las proporciones relativas de las formas oxigenadas
y oxidadas en la carne dependen de la presion parcial de oxigeno, siendo favorecida
la formacion de metamioglobina por presiones de oxigeno bajas (Bodwell y McClain,
1971).

Accidn sobre otras hiomoléculas

El ADN mitocondrial constituye el principal blanco de ataque ya que por su locali-
zacion se encuentra expuesto a un flujo constante y elevado de especies reactivas
provenientes de la cadena respiratoria. También se ha observado que algunos pro-
ductos de oxidacion pueden producir una gran variedad de efectos biol6gicos adver-
$0S como la cooxidacion de vitaminas y carotenoides, la inhibicion de la biosintesis
del colesterol, aterogénesis, citotoxicidad o carcinogénesis (Kanner, 1994).

Antioxidantes enddgenos presentes en productos carnicos
Naturaleza proteica: carnosina y taurina

Se han aislado diferentes péptidos a partir de diversas fuentes proteicas carnicas con
actividades quelantes en el aparato digestivo y en el sistema inmunoldgico (como
antimicrobianos y inmunomodulantes). Estos péptidos podrian utilizarse como adi-
tivos funcionales alimentarios. Se han aislados péptidos con actividad antioxidante
in vitroy psicoldgica (efecto antifatiga) in vivo a partir de carne de cerdo (Ariharay
col., 2005), pollo (Arihara, 2006) y ternera (Jang y Lee 2005).

La carnosina es un dipéptido, abundante en el tejido muscular, que juega un papel
importante como antioxidante en la oxidacion lipidica (Boldryrev y col. 1997), ya
que acta capturando radicales libres en el sarcoplasma y como agente quelante
de metales (Decker y Crum, 1993). Sus propiedades antioxidantes se basan en su
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habilidad para actuar como quelante, como inactivador de radicales libres y como
donador de H*. Es hidrosoluble, por lo tanto puede actuar en la fase acuosa del mus-
culo donde se encuentran muchos catalizadores de la oxidacion lipidica. Ademas,
protege el color de la carne inhibiendo la oxidacion de la mioglobina. Mantiene su
eficacia antioxidante en un rango de pH de 5,1 a 7,1, incluso después del tratamiento
térmico, por lo que ofrece un buen potencial como antioxidante en carnes procesa-
das (Kendler, 2002). La taurina, es un aminodcido que se encuentra en forma libre,
por lo que no es constitutivo de la proteina, y es un potente antioxidante.

Naturaleza lipidica: Acido dihidrolipoico (DHLA)

Recibe este nombre por su solubilidad en lipidos. Factor critico en el metabolismo
energético mitocondrial, es producido endégenamente aunque en condiciones de
estrés fisioldgico puede no generarse en proporciones adecuadas y por eso se cla-
sifica como un nutriente esencial. El dcido dihidrolipoico es un fuerte reductor capaz
de interaccionar con especies reactivas de oxigeno como los radicales hidroxilos,
peroxilo y superoxido, el dcido hipocloroso y el oxigeno singlete. También es capaz
de quelar iones metdlicos y de regenerar el ascorbato que, a su vez, interviene en el
reciclaje de la vitamina E (Kendler, 2002).

Vitaminas: Vitaminas A, Cy E
Vitamina A

Las mas importantes fuentes de vitamina A son frutas y vegetales, pero la carne
y el higado también lo son debido a que la eficacia de conversion de B-caroteno
en vitamina A es menor en vegetales que si la tomamos directamente del higado
o carne. Con 100 gramos de carne o higado diarios se cubre el 100 % de la RDA.
Segun Biesalski (2005) si el B-caroteno de vegetales y frutas es la unica fuente de
vitamina A (p.e. dietas vegetarianas estrictas) se necesitan mdas de 500 g de vegeta-
les ricos en B-caroteno diarios para alcanzar 1 mg de retinol (debido a su bajo indice
de conversion 1:12). Esto se puede conseguir con 100 g de higado consumidos 2
veces al mes; este autor también opina que la ingesta diaria de vegetales aporta
mas contaminantes que los supuestos o cuestionables que pueda tener el higado
(p.e. hormonas, metales o xenobidticos, etc.). Los animales y los humanos no son
capaces de sintetizarlos y los absorben a través de la dieta (Olmedilla, 2002). El
B-caroteno podria complementar el papel antioxidante de la vitamina E ya que esta
es efectiva a presiones parciales de oxigeno superiores. Por el contrario, a altas
presiones parciales de oxigeno, el B-caroteno genera especies radicalarias capaces
de promover la oxidacion. Estudios de suplementacion de este carotenoide en la
dieta animal ponen de manifiesto que el B-caroteno puede manifestar capacidad
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antioxidante o prooxidante en funcion de la concentracion a la que se encuentre y
del tipo de grasa suministrada en la dieta (Ruiz y col., 1999; Maraschiello, 1998).

Vitamina C

El mecanismo antioxidante del acido ascdrbico (vitamina C) es complejo debido a
sus multiples funciones. Por un lado, tiene capacidad de reducir Fe®* a Fe?* que, a
su vez, puede descomponer hidroperdxidos lipidicos (ROOH) o peroxido de hidro-
geno (H,0,), generando radicales libres alcoxilo o hidroxilo, respectivamente. Por
lo tanto, en presencia de hierro, perdxidos lipidicos y/o peroxido de hidrdgeno, el
acido ascdrbico puede actuar como prooxidante (Niki, 1987). Por otro lado, el acido
ascorbico se considera el antioxidante hidrosoluble mas importante en los fluidos
extracelulares. Reacciona de forma directa con los radicales super6xido, hidroxilo
y con hidroperoxidos lipidicos (Chihuailaf y col., 2002). Ademas, participa en el re-
ciclaje de la vitamina E, reduciendo el radical tocoferil y regenerando el a-tocoferol
nativo (Niki, 1987). Cuando los radicales libres se generan en la fase acuosa, os
antioxidantes hidrosolubles como la vitamina C actan en primer lugar, y cuando
los radicales llegan a las membranas, actda la vitamina E; en este caso, la vitamina
E y la vitamina C tienen un efecto aditivo. En cambio, cuando los radicales libres se
generan a nivel de la membrana, la vitamina E actua sobre ellos en primer lugar y la
funcidn de la vitamina C consiste en regenerar el a-tocoferol, permitiendo asi que
este vuelva a actuar; en este caso, las dos vitaminas tienen un efecto sinérgico (Niki,
1987). En general, el cido ascdrbico tiende a ser prooxidante a bajas concentracio-
nes y antioxidante a concentraciones elevadas (Morrissey y col., 1998).

Vitamina E

El término vitamina E hace referencia a una familia de compuestos relacionados
estructuralmente y que incluye todos los derivados tocol y tocotrienol que mani-
fiestan la actividad biolégica del a-tocoferol. De forma general, el término vitamina
E se utiliza para referirse al a-tocoferol. Es un compuesto minoritario, pero que esta
presente entre los constituyentes lipidicos de las membranas celulares y las lipopro-
teinas. La vitamina E es un nutriente esencial que no puede ser sintetizado por los
animales por lo que su presencia en los tejidos de estos refleja la ingestion a través
de la dieta. Debido a sus caracteristicas liposolubles, la absorcion de la vitamina
E depende de la capacidad del animal para absorber y digerir la grasa de la dieta.
Debido a sus caracteristicas hidrofobicas, la vitamina E se localiza principalmente en
los depdsitos de grasa y las membranas celulares. Es esta localizacion preferencial
la que hace que la vitamina E sea tan eficaz en su papel antioxidante y estabilizador
de las membranas celulares (Wang y Quinn, 1999). El higado, mdsculo esquelético
y tejido adiposo son los tejidos con mas capacidad de acumulacion de a-tocoferol
(Bjorneboe y col., 1990). La vitamina E es el principal antioxidante liposoluble capaz
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de romper la cadena de propagacion de la oxidacidn lipidica. Protege principalmente
los AGPI de los fosfolipidos de las membranas y de las lipoproteinas plasmaticas. Su
principal papel consiste en capturar radicales peroxilo antes de que estos ataquen un
sustrato lipidico diana y propaguen la peroxidacion lipidica. Actta cediendo el H del
grupo hidroxilo del carbono 6 al radical peroxilo y se forma el radical a-tocoferoxil.
El incremento de la concentracion tisular de a-tocoferol protege de la oxidacion, no
solamente a los lipidos de membrana, sino también a la mioglobina, importante para
el mantenimiento de la estabilidad del color especialmente en carnes rojas (Liu y
col., 1995). La acumulaci6n de vitamina E es masculo-dependiente. La capacidad de
almacenar a-tocoferol difiere segtin la composicion del musculo. Se ha observado
que los musculos esqueléticos con mas capacidad oxidativa (ricos en fibras del tipo
I'y [1A) tienen mds capacidad de almacenaje. Esto podria deberse a que estos tipos
de madsculos poseen mds capilares sanguineos, por lo que el aporte de vitamina
E es superior, contienen mas mitocondrias y mas membranas donde acumular la
vitamina y el contenido lipidico también es superior, lo que supone mas capacidad
de almacenaje de la vitamina (Jensen y col., 1998). El a-tocoferol incorporado al
tejido muscular no se degrada durante el almacenaje ni la coccion de la carne, por
lo que su efecto protector se mantiene (Jensen y col., 1998). El suplemento de
alfa-tocoferol se ha empleado como tratamiento para mantener el color de la carne,
asi como aumentar la estabilidad oxidativa de la grasa. Su principal influencia es el
mantenimiento del color.

Sistema enzimatico enddgeno (Catalasa, SOD y GSPHXx)
Glutation peroxidasa (GSHPx)

Es una selenoproteina que se encuentra en la matriz mitocondrial y en el citosol de
las células. Se considera el enzima con mayor capacidad para eliminar peroxidos.
Actlia sobre el peroxido de hidrégeno y peroxidos lipidicos. La GSHPx necesita se-
lenio (Se) en forma de seloenocysteina, en el centro activo, aunque se ha descrito
otra glutation peroxidasa independiente de Se que es reactiva inicamente frente a
perdxidos lipidicos (Lawrence y Burk, 1976). Algunos estudios con animales han
demostrado que la actividad GSHPx dependiente de Se estd muy relacionada con la
ingestion dietética de Se (DeVore y col., 1983).

Catalasa (CAT)

Es una hemoproteina de amplia distribucion intracelular, pero se encuentra princi-
palmente en los peroxisomas y en las mitocondrias. Descompone el perdxido de
hidrogeno en H,0 y 0, (Schwimmer, 1981). En general, bajas concentraciones de
H,0, estimulan la actividad de peroxidasas como la GSHPx, mientras que la CAT
actua a concentraciones superiores de H,0, (Yu, 1994).
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Superdxido dismutasa (SOD)

Es una metaloproteina presente en las células (citosol, mitocondrias, lisosomas,
ndcleo) y fluidos extracelulares. La biosintesis de este enzima se encuentra fuer-
temente regulada por la concentracion del sustrato sobre el cual actua (Yu, 1994).

Estrategias de control de la oxidacion lipidica

Existen tres fendmenos principales que disminuyen la calidad de la carne (desde el
punto de vista organoleptico, nutricional y de seguridad) durante las etapas de pro-
duccion, transformacion, envasado, transporte y posterior exposicion; en definitiva
lo que se conoce como vida Gtil de un producto como son la oxidacion proteica y
lipidica y la contaminacién microbiana. Si bien el factor limitante en la vida util de
la carne fresca es la carga microbiana, la oxidacion lipidica y proteica son causas
importantes de pérdida de calidad y son aspectos cruciales para consumidores y
productores. La oxidacion proteica en las carnes frescas (oxidacion de la oximio-
globina hasta metamioglobina) lleva consigo la perdida de coloracion desde rojo
brillante hasta una coloracion marrdn y es una de las principales causas de rechazo
del consumidor (Faustman y Cassens, 1990). Por otra parte la oxidacion lipidica en
principio en los fosfolipidos de membrana por ser de contenido mas insaturado pro-
voca la aparicion de olores y flavores extrafios e incluso la generacion de compues-
tos potencialmente nocivos para la salud, como puedan ser aldehidos, cetonas, etc.
Ambos tipos de oxidacion estan intimamente relacionadas (Kanner y Harel, 1985).

Hay diferentes estrategias para el control de la oxidacion lipidica, como pueden ser el
control de sustancias prooxidantes, como radicales o catalizadores o intermediarios
de las reacciones de perooxidacion. Otras estrategias pueden basarse en alterar los
sustratos de la oxidacion, como podria ser aumentar la estabilidad oxidativa de la
carne aumentando la proporcion de acidos grasos saturados en la dieta, pero esto no
es del todo deseable desde un punto de vista nutricional. Si pensamos en alimentos
como la carne nos encontramos con dos opciones a la hora de aplicar antioxidantes
para extender la vida (til de la misma: alimentar al animal in vivo con los mismos o
suplementar la carne con el antioxidante. La primera opcion tiene como principales
limitaciones la disponibilidad y coste del antioxidante, pero no limitaciones legales
especiales. De hecho el suplemento se puede realizar no empleando concentrados
de antioxidante o antioxidante puro, sino empleando materias vegetales donde se
concentra la sustancia (como los carotenoides, por ejemplo). La segunda opcion
tiene mas implicaciones desde el punto de vista legal y de seguridad alimentaria, si
se pretende emplear un antioxidante mas o menos purificado o concentrado, que es,
entonces, un aditivo.
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Antioxidantes en la dieta animal. Etapa in vivo

El pastoreo incrementa el contenido en w 3 de la carne de vacuno debido al alto
porcentaje de dcido linolénico de la hierba, mejora la relacion PUFA:SFA y los indices
w 6/ w 3 (Realiniy col., 2005). Este aumento de la instauracion de la fraccion grasa
conlleva un mayor estrés oxidativo in vivo pero que también es compensado en la
dieta propia del pastoreo ya que es rica en antioxidantes, como acido ascdrbico,
B-caroteno y a-tocoferol, aumentando sus niveles a nivel tisular (Descalzo y col.,
2005) respecto a una alimentacion mas intensiva. Con una alimentacion intensiva
rica en PUFAS también se puede paliar con una mayor suplementacion de vitamina
E (a-tocoferol) en la dieta. Sloan (2000) logré aumentar en 7 veces respecto a su
nivel normal los niveles de vitamina E en terneros. Hay muchas situaciones en las
que la adicion postmorten de antioxidantes no es del todo efectiva debido a que
estos compuestos no se sitian en el lugar 6ptimo para bloquear las reacciones de
oxidacion (Schaefer y col., 1995), ello es debido a que la adicion del antioxidante
en el producto final puede resultar dificultosa, sin embargo la suplementacion de
antioxidantes en la dieta de forma continuada permite su incorporacion en las mem-
branas del tejido muscular y adiposo. Un claro ejemplo de la actuacion sinérgica
de antioxidantes in vivo es el formado por la pareja B-caroteno y a-tocoferol, pues
mientras el primero se localiza dentro de la region hidrofdbica de las membranas
celulares, la vitamina E esta cerca de las superficies de dichas membranas, y siendo
la vitamina E mas efectiva contra la oxidacidn, ambos protegen de la oxidacion las
membranas celulares desde diferentes posiciones (Tsuchihashi y col., 1995).

Antioxidantes en el producto final. Etapa posmorten

La vida (til de la carne puede prolongarse con la adicidn de antioxidantes y/o antimi-
crobianos (Ahny col., 2002; Sanchez-Escalante y col., 2003). Finaliza con su fecha
de caducidad, fijada por la apreciacion de zonas con degradacion del color, ya que
incitan el rechazo del comprador, y por el enranciamiento y dafio oxidativo de las
proteinas, que pueden sufrir cambios conformacionales y fragmentacion de la ca-
dena peptidica liberando aminodcidos, provocando olores y sabores desagradables.
(Cornet y Bousset, 1990). En la prevencion del enranciamiento de los alimentos se
han utilizado antioxidantes sintéticos, la mayoria son derivados de estructuras fend-
licas, siendo los mas comunes: Butilato hidroxianisol (BHA), Butilato hidroxitolueno
(BHT), esteres del acido galico y Tertbutilhidroxiquinona (TBHQ). El uso de estos an-
tioxidantes esta limitado a ciertas cantidades y actualmente su uso se esta cuestio-
nando desde el punto de vista de la seguridad alimentaria ya que se sospecha de su
posible rol como promotores del cancer y/o teratdgenos (Van Esch 1996). Si a estos
hechos se suma una legislacion en seguridad alimentaria, cada vez mas restrictiva y
compleja, se comprende que el interés se haya centrado en antioxidantes de origen
natural, cuya aplicacion inmediata seria el campo alimentario (Moure y col., 2001).



Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicologicos y aplicaciones industriales 217

Se conocen un gran nimero de productos naturales, con propiedades antioxidantes,
siendo los mas comunes derivados de estructuras polefendlicas como flavonoides,
tocoferoles, etc. Destaca el extracto de romero, debido a la presencia de carnosol,
rosmanol, isorosmanol y rosmaridifenol, compuestos con elevado poder antioxidan-
te. Se comercializa como aceite que contiene estos compuestos concentrados y que
no presenta el olor ni el flavor caracteristicos de la planta, los cuales modificarian las
propiedades sensoriales de los productos a los que se aplicara. Se ha utilizado con
éxito en diversos alimentos como salsas, mahonesas, carnes procesadas y pollo. En
un estudio de Sanchez Escalante (2002) acerca de diversos sistemas antioxidantes
para prolongar la vida til de hamburguesas de vacuno envasadas en atmosfera
modificada, el romero mostrd una gran capacidad antioxidante ademas de cierto
efecto antimicrobiano.
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EXTRACCION DE COMPUESTOS FENOLICOS DE LA
UVA RELACIONADOS CON LAS CARACTERISTICAS
TECNOLOGICAS Y FUNCIONALES

Celestino Santos-Buelga
Dpto. de Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Sala-
manca

Introduccion

Los compuestos fendlicos son los productos mas importantes del metabolismo se-
cundario de los vegetales y se encuentran ampliamente distribuidos en hortalizas, fru-
tas y productos derivados de las mismas, incluyendo la uva y el vino. Quimicamente se
trata de sustancias que contienen al menos un anillo aromatico con uno 0 mas sustitu-
yentes hidroxilo, que derivan biosintéticamente de las rutas metabolicas del siquimato,
que da lugar a estructuras fenilpropanoide (C6-C3), y de la de los poliquétidos (C6)
0 de ambas conjuntamente. En las plantas existen, no obstante, otras sustancias que
pueden contener sustituyentes fendlicos en su estructura, pero que no se clasifican
dentro de las familias de compuestos fenolicos al derivar de otras vias metabdlicas,
como es el caso de algunos productos de naturaleza terpenoide o de alcaloides. Se
trata de compuestos que juegan importantes papeles en las plantas superiores, partici-
pando en funciones defensivas (frente a radiacion UV, patdgenos, patologias vegetales
o distintos tipos de estrés fisiologico), nodulacion (leguminosas), proteccion frente
a herbivoros (como disuasores), pigmentacion, etc. (Lattanzio y col., 2008). En los
alimentos contribuyen a la definicion de algunas caracteristicas organolépticas, como
color, sabor o astringencia, y se han relacionado también con potenciales beneficios
para la salud humana, al tratarse de sustancias capaces de ejercer distintos tipos de
actividades bioldgicas, bien establecidas en estudios in vitro, en particular, actividad
antioxidante y captadora de radicales libres, capacidad para secuestrar metales de tran-
sicidn o para interaccionar con proteinas y modular la actividad de algunas enzimas.

Clasificacion

Dentro de los compuestos fendlicos se incluyen un grupo amplio de sustancias con
estructuras diversas, que van desde moléculas sencillas hasta complejas estructuras
poliméricas, siendo habitual clasificarlos de acuerdo a su esqueleto basico en: fenoles
simples (C6), acidos benzoicos (C6-C1), acidos fenilacéticos (C6-C2), fenilpropanoi-
des (C6-C3; écidos hidroxicindmicos, cumarinas, cromonas...), estilbenos (C6-C2-
C6) y flavonoides (C6-C3-C6), asi como derivados oligo/poliméricos de los mismos,
como ligninas (C6-C3), o taninos hidrolizables (C6-C1), y condensados (C6-C3-C6).
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El ndmero de sustancias fenolicas identificadas supera ya las 8000 y continda aumen-
tando (Andersen y Markham, 2006).

En el caso particular de la uva, los compuestos fenolicos mas representativos pertenecen
a las familias de los &cidos hidroxibenzoicos (4cido gélico), derivados hidroxicinamicos
(que se encuentran mayoritariamente esterificados con acido tartarico), flavonoides,
entre los que encontramos antocianos, flavanoles (catequinas y proantocianidinas o
taninos condensados) y flavonoles; y, en cantidades menores, estilbenos (resveratrol
y piceido). Ademas de los anteriores, en el vino se pueden encontrar también taninos
hidrolizables (galo-y elagitaninos) procedentes de la madera de la barricas. En la Figura 1
se recogen los grupos de compuestos fendlicos mas representativos de la uva (y el vino).
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Figura 1. Compuestos fendlicos representativos de la uva y el vino
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Composicion fendlica de la uva y el vino

Las sustancias fenolicas se encuentran irregularmente distribuidas dentro de la uva,
cada una de cuyas partes presenta una composicion mas o menos especifica (Figura
2). Asi, encontramos taninos condensados tanto en los raspones, como en hollejo
y semillas, mientras que antocianos y flavonoles se encuentran casi exclusivamente
en la piel y derivados hidroxicinamicos en la pulpa.

RASPON
Taninos

PULPA (83-91%)
Hidroxicinamatos

HOLLEJO (7-12%)
Antocianos, flavanoles,

Flavonoles, estilbenos
SEMILLAS (0-6%)

Flavanoles (catequinas,
taninos condensados)

Figura 2. Distribucion de los principales tipos de compuestos fendlicos en la uva

En la Tabla 1 se recogen los intervalos aproximados de concentracion de compuestos
fendlicos en las distintas partes de la uva. Estos contenidos deben considerarse exclu-
sivamente orientativos, ya que existen notables diferencias dependiendo de la varie-
dad de uva, grado de maduracidn, condiciones climaticas o caracteristicas del cultivo
(suelo, orientacion, modo de conduccion del vifiedo, etc.). En principio, salvo por la
presencia de antocianos, presentes exclusivamente en variedades tintas, no existen
diferencias relevantes en cuanto a la composicion fendlica en uvas blancas y tintas.

Flavanoles mon6émeros (catequinas) 14-100 50-1000 Tr
Flavanoles condensados (taninos)

Oligémeros 35-200 120-1400 Tr
Polimeros 20-750 >1200

Antocianos 200-5000 *
Flavonoles 20-200

Acidos fendlicos 25-200 40-500
Estilbenos Tr-20

*Las variedades tintoreras, como Garnacha tintorera y Alicante-Bouchet, presentan
también ciertas cantidades de antocianos en la pulpa.

Tabla 1. Concentraciones aproximadas de compuestos fendlicos en distintas partes de
la uva (mg/Kg uva, expresado en peso fresco). Fuente: elaboracion propia
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El tipo y concentracion de compuestos fendlicos presentes en el vino van a depender
de la composicion cualitativa y cuantitativa de la uva y del proceso de vinificacion
empleado, que determinara los fendmenos de difusion y extraccion de compuestos
desde las partes solidas de la uva (y desde la madera de las barricas, si hay crianza)
al mosto. También a modo orientativo, en la Tabla 2 se recogen los contenidos me-
dios habituales que pueden ser encontrados en un vino joven.

o tint
No flavonoides totales 240-500 160-260
Acidos hidroxibenzoicos 0-250 0-100
Derivados hidroxicinamicos 60-330 130-150
Estilbenos (resveratrol) Tr-15 Tr-4
Flavonoides totales 750-1100 25-30
Antocianos 20-500 Tr
Flavanoles 50-450 15-30
Flavonoles 10-200 Tr
Sustancias fendlicas totales 900-2500 190-290

Tabla 2. Concentracion (mg/L) de sustancias fendlicas en el vino. Fuente: elaboracion
propia

Influencia de los compuestos fendlicos en las caracteristicas sensoriales del vino

Las sustancias fendlicas juegan un papel determinante en la definicion de las propie-
dades organolépticas y funcionales de los vinos. De manera general, Se asume que
las caracteristicas de color, astringencia y de calidad global de los vinos tintos estan
positivamente relacionadas con el contenido de compuestos fendlicos de naturaleza
flavonoide. En los vinos blancos los compuestos fendlicos juegan, salvo excepciones,
un papel sensorial menor, estando de hecho mds bien en el origen de defectos de color
y estabilidad, de modo que la calidad se asocia a otros parametros, como “frescura” o
componentes aromaticos.

De particular interés para la calidad sensorial de los vinos tintos son los antocianos y
flavanoles (catequinas, proantocianidinas o taninos condensados). Los primeros son
los principales responsables del color del vino tinto, mientras que los segundos in-
fluyen sobre el amargor y |a astringencia y resultan determinantes para la estructura,
complejidad y sensacion en boca de los vinos; ademas, contribuyen también a la esta-
bilidad y expresion del color de los antocianos, a través de su implicacion en procesos
de copigmentacién. De la concentracion y tipo de taninos presentes y su balance en
relacion con los antocianos depende, en gran medida, la aptitud de los vinos para el
envejecimiento. Otros flavonoides, como los flavonoles, pueden tener también cierta
influencia sobre el color y el amargor de 0s vinos, aunque su concentracion en los
mismos es mucho mas baja; igualmente, pueden contribuir a la componente amarilla
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del color en los vinos blancos. Los derivados hidroxicindmicos de la uva (y también
los flavanoles) son sustratos preferentes en procesos de pardeamiento enzimatico,
que pueden deteriorar la calidad de los vinos, especialmente en el caso de los blancos.
Aunque incoloros, todos estos compuestos pueden influir indirectamente sobre el co-
lor a través de sus interacciones con los antocianos (copigmentacion). Por su parte,
los dcidos fendlicos y taninos hidrolizables, extraidos de la madera de las barricas,
pueden también influir sobre el sabor y color de los vinos.

El vino, no obstante, es un medio dindmico sometido a una evolucion constante en su
composicion fendlica, que se va volviendo progresivamente mas compleja. A lo largo
de la vinificacidn, conservacion y envejecimiento, se suceden una serie de procesos en-
zimaticos, microbioldgicos y quimicos, que afectan a los compuestos fendlicos y que
conducen a productos de oxidacion, degradacion y de condensacion de los mismos. Los
nuevos compuestos formados poseen propiedades sensoriales diferentes a las de sus
precursores, influyendo de este modo sobre la calidad y caracteristicas de los vinos. A
modo de ejemplo, se puede comentar el caso de los antocianos. Es conocido que a lo
largo de la vida del vino, el color va modificandose, pasando de los tonos rojo plrpura
inicial de los vinos tintos jovenes a tonalidades teja, anaranjadas o pardas, propias de los
vinos envejecidos. Estos cambios tienen su origen en las caracteristicas estructurales y
de estabilidad de los antocianos, los cuales existen bajo distintas formas dependiendo
del medio disolvente en el que se encuentren, la composicion y la acidez del mismo. Los
antocianos suelen representarse como cationes flavilio, que poseen una coloracion roji-
za; estas formas en medios acuosos experimentan reacciones de transferencia de pro-
ton, que llevan a la formacion de bases quinoidales azuladas, y procesos de hidratacion,
que generan aductos hemiacetal incoloro en equilibrio con estructuras calcona (Figura
3). La proporcion de cada forma esta determinada por el pH, de modo que los cationes
flavilio sdlo predominan en disoluciones muy dacidas (Brouillard, y col., 1977), mientras
que en medios acuosos o hidroalcoholicos débilmente acidos, como es el vino, existirian
basicamente formas hemiacetal incoloras. Por otra parte, la normal presencia en los
vinos de sulfitos, con los que los cationes flavilio forman también aductos incoloros,
aporta motivos adicionales para la decoloracion de los antocianos. Sin embargo, a pesar
de todo ello, los vinos tintos continian mostrando un mas o menos intenso color rojo,
lo que se atribuye a la existencia en el vino de, al menos, dos mecanismos de estabiliza-
cion del color: (1) la asociacion no covalente de los cromaforos antocianicos con otros
componentes del vino (fundamentalmente compuestos fendlicos), a través de un pro-
ceso denominado copigmentacion que los protegeria de su hidratacion y decoloracion,
y (2) la sustitucion progresiva de los antocianos de la uva por pigmentos mas estables
resultantes de su transformacion. El primer proceso tendria particular importancia en
vinos tintos jovenes, mientras que el segundo participaria principalmente en el color de
los vinos envejecidos. Todos estos cambios no solo tienen repercusiones sobre el color,
sino que influyen también sobre otras caracteristicas sensoriales, como la astringencia,
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al implicar en los mismos a otras sustancias fendlicas y, en particular, a los flavanoles

(Santos-Buelga y de Freitas, 2009).
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Figura 3. Equilibrios entre formas estructurales de los antocianos
Compuestos fendlicos del vino y propiedades saludables

En los dltimos afios se han difundido estudios donde se relaciona el consumo mo-
derado y responsable de bebidas alcohdlicas con beneficios para la salud en deter-
minados individuos. En particular, estos beneficios se refieren a una mejor salud
cardiovascular (St. Leger y col., 1979; Renaud y de Lorgeril, 1992), aunque hay
trabajos que sugieren que podria también proteger frente otras patologias, como
diabetes (Koppes y col., 2005), déficits cognitivos o demencias (Letenneur, 2004).
Es conocido que el alcohol (etanol) favorece el aumento en los niveles circulantes
de lipoproteinas de alta densidad (HDLs), ejerce actividad fibrinolitica y diminuye la
agregacion plaquetaria (Pellegrini y col., 1996), lo que, en cierta medida, podria ex-
plicar un posible efecto protector cardiovascular. Sin embargo, la mayor parte de los
estudios prospectivos realizados por distintos investigadores apuntan a que existe
un mayor efecto protector en el caso del vino que el de otras bebidas alcohdlicas,
como cerveza o bebidas espirituosas. Una razon que se ha aportado para justificar el
mayor efecto protector observado entre consumidores de vino es que en los paises
donde su consumo es tradicional existen habitos dietéticos mas saludables (p.e. die-
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ta mediterranea) y es ingerido junto con las comidas. Por otra parte, en poblaciones
donde no es tradicional, el vino suele ser mas consumido por gente de mayor nivel
cultural y econémico y con estilos de vida mas saludables (Johansen y col., 2006).
De este modo, los potenciales beneficios no derivarian tanto de los efectos del vino
sino de los patrones de vida asociados a su consumao. En el caso de otras bebidas
alcoholicas suele haber mayor tendencia a pautas de consumo irregular, concentra-
do y excesivo, estando establecido que este tipo de consumidores muestran tasas
de mortalidad coronaria y global mas elevadas que los bebedores que realizan un
consumo ligero y regular de alcohol (Rehm y col., 2003). No obstante, la razn mas
cominmente apuntada para justificar los mayores efectos protectores del vino es
la presencia en el mismo ademads del alcohol de compuestos fenolicos, ausentes o
presentes en menor cantidad en otras bebidas. En este sentido, cabe esperar efectos
mas positivos por parte de los vinos tintos que de los blancos o rosados, mucho
menos ricos en este tipo de sustancias.

Muchos compuestos fenolicos que pueden encontrarse en la uva y en el vino se
comportan como potentes antioxidantes en ensayos in vitroy se han encontrado, de
hecho, relaciones entre capacidad antioxidante de los vinos y su contenido en sus-
tancias fenolicas (Burns y col., 2001; Paixdo y col., 2007). Asimismo, en distintos
estudios se ha observado que extractos polifendlicos obtenidos de uva o vino tinto
son capaces de disminuir la agregacion plaquetaria, inducir vasorrelajacion, inhibir
la peroxidacion lipidica, regular los niveles plasmaticos de triglicéridos, modular la
expresion de la sintasa de Oxido nitrico endotelial (eNOS) induciendo la liberacion
de NO de manera dosis dependiente o inhibir la sintesis de endotelina-1, un péptido
vasoactivo cuya sobreproduccion es un factor clave en el desarrollo de enfermedad
vascular y aterosclerosis (revisado por Dell’Agli y col., 2004). Estos efectos se han
asociado sobre todo a las proantocianidinas (Corder y col., 2006), que constituyen,
en general, la fraccion polifendlica mayoritaria en los vinos tintos.

Otro compuesto fendlico también presente en el vino es el estilbeno resveratrol, para
el cual también se ha demostrado una amplia variedad de actividades bioldgicas.
Recientemente se ha visto que el resveratrol, a través de su actuacion sobre las
sirtuinas, una familia de enzimas deacetilasas implicadas en la regulacion celular, era
capaz de aumentar hasta en un 40% la duracidn de vida en diversos organismos ha-
bitualmente utilizados en ensayos de laboratorio, como Saccharonmyces cerevisiae,
Caernohabditis elegans, Drosophila melanogaster o raton (Baur y Sinclair, 2006).
De confirmarse estos efectos estariamos ante un compuesto con gran potencialidad
terapéutica, aunque parece improbable que con las concentraciones a las que se
encuentra en el vino puedan llegar a inducirse efectos similares a los encontrados en
animales de experimentacion. A modo de ejemplo se puede indicar que un vino tinto
con una concentracion media (optimista) de resveratrol de 5 mg/L aportaria ~27 g/
kg peso en una persona de 70 kg con una ingesta de 375 mL/dia, concentraciones
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de magnitud en torno a ochocientas veces inferior a las ensayadas en ratones (22,4
mg/kg peso/dia).

Con relacion a los posibles efectos beneficiosos del vino, se debe tener en cuenta
que los datos cientificos de que se dispone al respecto son incompletos e indirec-
tos, derivados de ensayos en modelos in vitro 0 con animales de experimentacion,
siendo dificil que puedan llegar a obtenerse evidencias definitivas en humanos, toda
vez que la realizacion de estudios de intervencion debe descartarse por razones éti-
cas. Por ello, las evidencias disponibles se basan en observaciones epidemioldgicas
que, aunque solidas y consistentes, no constituyen una prueba definitiva acerca de
la existencia de efectos beneficiosos del vino, dada la diversidad de factores que
pueden influir sobre las mismas.
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INFLUENCIA DEL NIVEL DE MADURACION DE LA UVA

Y DE LAS TECNICAS DE VINIFICACION SOBRE LA
COMPOSICION EN COMPUESTOS FENOLICOS DEL VINO
Fernando Zamora

Grupo de Investigacion en Tecnologia Enolégica (TECNENOL). Dpto. de Bioqui-

mica y Biotecnologia. Facultad de Enologia de Tarragona. Universidad Rovira i
Virgili.

El concepto de madurez fendlica no es un tema nuevo sino que es uno de los temas
que durante las dltimas dos décadas han suscitado mayor interés a los elaboradores
de vinos tintos. No cabe la menor duda de que la concentracion y extractibilidad de
los antocianos presentes en la piel de la uva, asi como la proporcion de tanino de las
semillas, son algunos de los principales factores que condicionaran la futura calidad
del vino tinto (Ribéreau-Gayon y col., 1999). Por esta razon, durante los ultimos afios
se ha hablado - y se continuara hablando - de la necesidad de disponer de metodolo-
gias eficaces para determinar el nivel de madurez fendlica real de las uvas, para de este
modo disponer de un criterio mas adecuado para decidir la fecha Gptima de vendimia
(Glories y Agustin, M., 1993; Lamadon, 1995; Izcara y Gonzélez, 2001; Zamora, 2002).

Para ilustrar estos conceptos es necesario mostrar la evolucion de los compuestos
fendlicos de la uva a lo largo del proceso de maduracion (Figura 1).
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Figura 1. Evolucién de los compuestos fenélicos durante la maduracion

En la maduracion se puede ver que la concentracion de antocianos aumenta hasta
alcanzar un valor maximo. Posteriormente se observa un ligero descenso. Por su
parte los taninos de la piel aumentan durante el proceso de maduracion, mientras
que los de las semillas disminuyen (Ribéreau-Gayon y col., 1999).

Como se puede ver en la Figura 2, la astringencia de los taninos de la piel tiende a
disminuir, mientras que la de los taninos de las semillas se mantiene constante a 1o
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largo del proceso de maduracion. En su conjunto, la uva verde posee menos taninos
que la madura, pero en cambio la contribucion de taninos de las semillas, y por tanto
su astringencia global, sera mayor (Delteil, 1998; Ribéreau-Gayon y col., 1999).
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Figura 2. Evolucion de la astringencia de los taninos durante la maduracion

La principal razon por la cual los taninos de las semillas son mas astringentes que
los de las pieles esta relacionada con el hecho de que los taninos de las semillas y los
de las pieles no presentan la misma composicion. Basicamente, los taninos de las
pieles son ricos en prodelfinidinas y apenas poseen unidades galoiladas, mientras
que los de las semillas son especialmente ricos en unidades galato de epicatequina,
lo que les confiere su mayor astringencia (Vidal y col., 2003).

Otro factor importante a tener en cuenta es el hecho de que el grado de madurez de
la uva también influye sobre la extractibilidad del color durante la vinificacion. En la
Figura 3 se muestra un esquema ilustrativo de este fendomeno (Zamora, 2003).
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Figura 3. Influencia del grado de madurez sobre la solubilizacién de los antocianos

La piel del grano de uva esta recubierta con una capa impermeable de una substancia
ceroide, la pruina. Al comienzo de la fermentacién/maceracion, el medio es acuoso
y las temperaturas son por lo general bajas. En estas condiciones la pruina actia
impidiendo la solubilizacién de substancias por la capa externa de la piel. En estas
condiciones, la solubilizacion de los antocianos inicamente podra tener lugar por la
cara interna del grano de uva. No obstante, a medida que la fermentacién avanza, se
libera etanol y sube la temperatura. Ambos factores provocan la solubilizacion de la
pruina y hacen posible que el intercambio también tenga lugar por la cara externa de
la piel. Resumiendo todo lo expuesto, la uva verde posee una baja concentracion de
antocianos que ademas seran de dificil extraccion. Asi mismo, la uva verde presenta
una gran concentracion de taninos de las semillas, por lo que si se fuerza la mace-
racion, a fin y efecto de extraer el suficiente color, se extraerd también tanino astrin-
gente y herbéceo. Por el contrario, la uva madura tendrd una alta concentracion de
antocianos facilmente extraibles y dard lugar a vinos con cuerpo y de taninos suaves.
Por todo lo expuesto resulta evidente que el grado de madurez fendlica de la uva es
un factor determinante de la calidad del vino tinto y que por tanto la determinacion
de la fecha de vendimia debiera de ser efectuada utilizando este criterio.
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La Figura 4 muestra la cinética de solubilizacién de los compuestos fendlicos a lo
largo de la maceracion.
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Figura 4. Cinética de extraccion de los compuestos fendlicos durante la fermentacion/
maceracion

Como se ve, los antocianos se extraen relativamente rapido, si bien la velocidad de
solubilizacion dependerd, tal y como ya se comentd, del nivel de madurez fendlica de
la uva, asi como de diversos factores tecnoldgicos. De hecho, la maxima extraccion
de los antocianos tiene lugar en pocos dias, para después observarse una tendencia
a la disminucidn, debido principalmente a fendmenos de oxidacion, precipitacion y
adsorcion. Un comportamiento similar se observa en la intensidad colorante, si bien
su disminucion es en ocasiones mas marcada, debido a que la aparicion del etanol
disminuye los fendmenos de copigmentacion y a que se forman combinaciones
antociano-flavanol, algunas de las cuales son inicialmente incoloras.

Los taninos se solubilizan mds lentamente. De hecho durante la maceracion prefer-
mentativa, al no haber etanol en el medio y al ser las temperaturas moderadas, su
extraccion es muy limitada. Posteriormente al aparecer alcohol en el medio durante
la fermentacion alcohdlica y al aumentar la temperatura del medio, se favorecera
su solubilizacion. Es necesario también distinguir entre los taninos de la piel y los
de las semillas, ya que su cinética de extraccion es diferente. Los taninos de la piel
comienzan a solubilizarse conjuntamente a los antocianos, si bien su extraccion se
prolonga mas tiempo. Por el contrario, los taninos de las semillas no se solubilizaran
hasta la mitad de la fermentacion, cuando el alcohol haya disuelto la cuticula. Por
todo ello, la tanicidad del vino se incrementa a medida que se alarga la maceracion.
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Finalmente, durante la vinificacion se puede aplicar técnicas que permiten modificar
la extraccion de los diferentes compuestos fendlicos. La Figura 5 incluye los puntos
clave, dentro del diagrama de flujo de la vinificacion en tinto, donde se puede incidir
para mejorar la extraccion.
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Figura 5. Vinificacion en tinto. Puntos criticos para la extraccion y estabilizacion del
color
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APLICACION DE LA EXTRACCION SUPERCRITICAEN EL
APROVECHAMIENTO DE SUBPRODUCTOS DE VINIFICACION

Miguel Rodriguez Rodriguez
Dpto. de Ingenieria Quimica. Tecnologia de los Alimentos y Tecnologias del Me-
dio Ambiente. Universidad de Cadiz

Los fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (FSC) puede considerarse como un “estado de agregacion
de la materia en condiciones de presion y temperatura superiores a las de su punto
critico”.

Los fluidos supercriticos exhiben propiedades intermedias entre gases y liquidos.
Presentan una viscosidad relativamente baja (proxima a la de los gases) y una difu-
sividad alta por lo que pueden penetrar en los materiales s6lidos porosos de forma
mas eficaz que los solventes liquidos.

El poder disolvente de un FSC depende de su densidad, la que a diferencia de los
solventes liquidos se controla por cambios de presion y/o temperatura. Este hecho
permite optimizar el proceso de extraccion cambiando simplemente una o ambas
variables.

La extraccion supercritica (ESC) emerge como una operacion competitiva respecto
de otras operaciones de separacidn convencionales como destilacion, extraccion
con disolventes, evaporacion, etc., que requieren con frecuencia operar en unas con-
diciones de temperaturas que pueden afectar a las sustancias termolabiles y/o la uti-
lizacién de disolventes que por su naturaleza también pueden incidir negativamente
sobre el medio ambiente, la calidad de los productos y la salud de los consumidores.

Actualmente, la mayoria de los procesos de extraccion de productos naturales uti-
lizan disolventes liquidos como agentes extractantes. Las principales ventajas que
presentan dichas sustancias estan asociadas a la alta solubilidad que presentan los
diversos solutos en estos disolventes. Ahora bien, el hecho de que, en general, haya
que eliminar el disolvente del producto extraido, requiere operaciones de evapo-
racion o destilacion que implican la utilizacion de temperaturas elevadas. En estas
condiciones puede producirse la degradacion térmica de sustancias termolabiles.
Ademas la necesidad de adicionar una nueva operacion encarece el proceso de pro-
duccion.

Como alternativa, surge la extraccion con disolventes en condiciones supercriticas y,
mas concretamente, con didxido de carbono.
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Los procesos de extraccion con didxido de carbono en condiciones supercriticas
son mas rapidos que los convencionales, debido a las excelentes propiedades difu-
sionales del mismo. El hecho de que la temperatura critica del di6xido de carbono
este proxima a los 30°C permite que el proceso de extraccion pueda realizarse a
temperaturas relativamente bajas. Ademds, es gaseoso en condiciones ambientales,
lo que facilita enormemente la separacion del producto extraido.

El principal inconveniente de la utilizacion de esta sustancia como disolvente es su
baja polaridad que lo hace poco adecuado para la extraccion de sustancias polares.
Sin embargo, surge la posibilidad de realizar la extraccion en condiciones supercri-
ticas con codisolventes. Esta técnica consiste en adicionar al dioxido de carbono
una pequefia cantidad de una sustancia modificadora de su polaridad. Esta adicion
permite aumentar la polaridad de la mezcla disolvente, provocando un incremento
del rendimiento en la extraccion de sustancias polares.

Finalmente, investigaciones recientes utilizan mezclas liquidas a alta presion, técnica
analoga a la anterior cuya diferencia estriba en que el porcentaje de codisolvente en
la mezcla es mayor. Al aumentar este porcentaje, se pasa a condiciones subcriticas,
es decir, se utilizarian mezclas de dioxido de carbono en estado liquido y un disol-
vente liquido convencional.

ESC de subproductos de vinificacion

De forma genérica, el proceso de vinificacion produce un residuo denominado orujo.
Este subproducto de la vinificacion esta constituido, fundamentalmente, por semi-
llas, raspones y hollejo.

Por un lado, las semillas pueden ser aprovechadas por su contenido en aceite que
tiene un alto valor dietético y nutricional, mientras que el residuo puede ser destina-
do a alimentacion animal. Por otra parte, el hollejo, puede sufrir una fermentacion
para la obtencion de etanol, y el residuo resultante puede someterse a un proceso
de extraccion para la recuperacion de antocianos y tartratos, dependiendo del tipo
de vinificacion. De todas las sustancias que pueden recuperarse, los antocianos son
las sustancias que tienen mayor interés debido a sus aplicaciones como colorantes
naturales y a sus propiedades antioxidantes.

Extraccion de antocianos.

Los experimentos realizados se han dividido en funcion del proceso de extraccion
utilizado:

« Proceso de extraccion supercritica con CO, + codisolventes

« Proceso de extraccion con mezclas liquidas de CO, + codisolventes a alta pre-
sion
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« Proceso de extraccion convencional con metanol.

Los disolventes utilizados han sido en cada caso dioxido de carbono y un 5% de
metanol o agua para las pruebas supercriticas con codisolventes, didxido de carbo-
noy un 20% de metanol o agua, en el caso de las pruebas liquidas a alta presion y
metanol para la extraccion convencional.

Los valores de las variables de operacion han sido los siguientes:

« 100 y 500 bar, para las pruebas a alta presion, y presion atmosférica, para la
extraccion convencional.

+ 40y 60°C de temperatura para garantizar que se estd por encima del punto
critico del didxido de carbono y evitar la posible degradacion térmica de los
antocianos.

« Con respecto al caudal, diversos estudios preliminares han indicado que la zona
donde se encuentra el maximo rendimiento estd comprendida entre 12 y 22,6
mmol/min.

Los resultados muestran que, en general, el rendimiento del proceso es mayor a 100
bar que a 500 bar. Mientras que parece claro que la solubilidad de un soluto aumenta
con la presion, debido al aumento de densidad que experimenta el disolvente, los
resultados obtenidos por diversos autores estudiando el proceso de extraccion de
carotenoides con codisolventes muestran una clara disminucion del rendimiento de
la extraccion con la presion.

Esta divergencia puede atribuirse a un aumento con la presion de la solubilidad de
los diversos cosolutos presentes en el hollejo, con respecto, al aumento de solu-
bilidad de los antocianos, 1o cual se traduce en una disminucion de la solubilidad
efectiva de estos.

Con respecto al efecto de la temperatura, el rendimiento del proceso de extraccion
mas alto se obtiene a 60°C. Este hecho puede ser atribuido a varios factores: por
un lado, al aumento de la presion de vapor del soluto con la temperatura, 1o que
facilita su disolucion, y por otro, a un aumento de la difusividad del disolvente y a
una disminucidn de la viscosidad con la temperatura, mejorando enormemente las
propiedades de transferencia de materia del mismo.

Para evaluar cual de los dos sistemas disolvente-codisolvente utilizados es mejor, se
comparan los rendimientos obtenidos tras dos horas de extraccion. Los resultados
muestran claramente que las pruebas realizadas utilizando metanol como codisol-
vente presentan un rendimiento mucho mayor que cuando se utiliza agua, debido a
las mejores propiedades difusionales de dicho sistema disolvente frente al formado
con el agua.
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Extraccion de resveratrol, catequina y epicatequina

Se realizaron pruebas con hollejo de uva de dos variedades: tempranillo y garnacha
a 100 bary 400 bar de presion 'y a 35°C y 55°C de temperatura, utilizando CO, como
disolvente y agua y etanol como codisolvente

Los resultados obtenidos muestran que:

« Para las sustancias estudiadas, los mejores resultados se obtienen cuando se
opera a 400 bar de presion y 55 °C de temperatura.

« De las dos variedades estudiadas, las muestras de tempranillo proporcionan
mejores resultados que las de garnacha en, practicamente, todas las extraccio-
nes realizadas para las condiciones de presion y temperatura anteriores.

En el caso de los residuos de uva palomino se realizaron extracciones a muestras
de semillas, raspon, hollejo y orujo en las mismas condiciones de presion y tempe-
ratura.

Los datos obtenidos sobre contenido en resveratrol indican que cuando se utiliza
como sistema disolvente CO, + etanol a 400 bar y 55°C se obtienen resultados me-
jores que los obtenidos con la extraccidn convencional.
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RECUPERACION Y CONCENTRACION DE ANTIOXIDANTES
DE LOS RESIDUOS DE ALCOHOLERA

Beatriz Diaz Reinoso
Dpto. Ingenieria Quimica. Universidad de Vigo

Desde un punto de vista genérico, el proceso de vinificacion produce un residuo de-
nominado orujo, el cual esta constituido, fundamentalmente, por semillas, raspones
y hollejo. Este residuo se somete a un proceso de fermentacion para posteriormente
mediante un proceso de destilacion de este orujo fermentado obtener bebidas espi-
rituosas. La informacion existente sobre la presencia y extraccion de antioxidantes
usando este substrato es muy escasa, sobre todo si se compara con todas las pu-
blicaciones relacionadas con el orujo de vinificacion y su empleo para la obtencion
de antioxidantes. Este residuo es uno de los mas estudiados como fuente alternativa
de antioxidantes naturales, incluso autores como Saura-Calixto (1998) proponen su
uso directo.

La produccion de bebidas espirituosas conlleva la generacion de un bagazo fer-
mentado agotado, el cual habitualmente es empleado como fertilizante en los pro-
pios vifiedos de las empresas productoras, sin embargo las elevadas producciones
anuales de este tipo de bebidas elevan a generacion de estos residuos y hacen que
esta reutilizacion no sea suficiente para su completa eliminacion y los productores
necesitan los servicios de empresas gestoras que se encarguen de su eliminacion.

Algunos estudios (Cruzy col., 2004; Pinelo y col., 2005, Diaz-Reinoso y col., 2009)
demostraron que los compuestos fendlicos presentes en estos residuos son mas
activos que los presentes en orujos no destilados, al mismo tiempo que se formula
el aprovechamiento de los compuestos presentes en el disolvente embebido en el
substrato después de la destilacion (Cruzyy col., 2004, Diaz-Reinoso y col., 2009). En
estos licores se identificaron una amplia variedad de compuestos fenolicos, desde
procianidinas, flavan-3-oles monoméricos como (catequina, epicatequina, epigalo-
catequina, quercetina y quercetina-3- glicosidos), dcido galicos esterificados con
unidades de catequina (galatos de epigalocatequina) y acidos benzoicos.

El empleo de la tecnologia de membranas para concentrar y purificar compuestos
bioactivos presentes en corrientes de procesado de industrias agroalimentarias es
un campo de trabajo que adquirié un gran interés por parte de la comunidad investi-
gadora en los dltimos afios. Ejemplos en este campo empleando residuos similares
encontramos a Nawaz y col. (2006) que procesa extractos hidroalcohdlicos de se-
millas de uva, y a Santamaria y col. (2002) y Kalbasi y Cisneros-Zavallos (2007) que
fraccionan proantocianos y antiocinanos.
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El fraccionamiento de compuestos fendlicos presentes en extractos acuosos de
champifén (Cheung y Cheung, 2005) fue realizado logrando su separacion en
compuestos de alto y bajo peso molecular. Este tipo de procesos y la separacion
de compuestos presentes en corrientes liquidas pueden ser mejoradas empleando
un tipo de membranas que presenten interacciones con los compuestos a separar.
Un ejemplo de esto es la separacion de flavonoides de extractos de Ginkgo biloba
empleando membranas de PVP modificado que interaccionan con los compuestos
presentes estableciendo puentes de hidrégeno y favoreciendo su separacion (Xu y
col., 2005).

Una alternativa a la tecnologia de membranas para la separacion y purificacion de
compuestos fendlicos en general y de antocianos, flavonoides y hidroxicinnamatos,
en particular, es el empleo de resinas poliméricas (Llorach y col., 2004, Saleh y col.,
2008; Scordino y col., 2005). Alternativas como la propuesta en este trabajo, en la
cual se unen tecnologia de membranas y tecnologia de adsorcion fue usada por Li
y col., 2005 y D’Alvise y col., 2000, para recuperar o eliminar compuestos fendlicos
de licores de té y concentrados proteicos de alfalfa.

La Figura 1 muestra diferentes alternativas para el aprovechamiento del residuo de
alcoholera mediante la obtencion de diferentes productos finales con diferentes ca-
racteristicas antioxidantes.

El orujo destilado fue cedido por la Cooperativa Vitivinicola do Ribeiro (Ourense).
Los licores embebidos en el orujo se extraen por prensado y se obtiene un prome-
dio de 0,3L de licores por cada kg de bagazo humedo. Estos licores obtenidos por
prensado contienen 4,4 g de compuestos fendlicos por litro determinados como
equivalentes en acido galico.

El dispositivo experimental empleado consta de membranas comerciales de dife-
rentes tamafios de corte, trabajando sobre condiciones optimizadas en anterio-
res trabajos del grupo (Diaz-reinoso y col., 2009). Los pasos de concentracion y
fraccionamiento por membranas se llevaron a cabo operando de manera cerrada
recirculando al tanque de operacion la corriente de permeado y rechazo, de esta
manera se consiguen optimizar las condiciones hidraulicas que conducen a un mejor
rendimiento del proceso. Y operando en modo abierto, recirculando la corriente de
rechazo y eliminando la corriente de permeado consiguiendo una reduccion del vo-
lumen de alimentacidn concentrado el efluente en compuestos bioactivos. Mediante
este procedimiento se obtuvo el “producto 1” (Figura 1)
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Figura 1. Alternativas para el aprovechamiento del residuo de la alcoholera

Los licores procedentes del proceso de filtracion por membranas operando en
abierto todavia presentan un alto contenido en compuestos polifendlicos de bajo
peso molecular. Este tipo de compuestos pueden presentar alta actividad antioxi-
dante en funcion del grado de sustitucion de anillo fendlico. Estos compuestos son
susceptibles de aprovechamiento mediante una recuperacion de estos compuestos
en resinas adsorbentes tipo poliméricas. En este trabajo se ha empleado la resina
Sepabeads SP700, una resina comercial de grado alimentario suministrada por
Resindion, S.R.L. (Mitsubishi Chemical Corporation).
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En la Tabla 1 se muestra la caracterizacion de diversos productos obtenidos median-
te las secuencias mostradas en la Figura 1.

Poder
Contenido FRAP reducto | b-carote-
fendlico | TEAC | DPPH no (AAC)
(EC,,) (mM Acido (mM Acid.
(g GAE'/100 g | (g Trolox/g Ascérbico/g ascorbico/g (29
producto) producto) | g produtco/L producto) producto) producto/L)
a) Liofilizado
Nanomax 95 9,5 0,385 1,51 0,413 0,207 189
Nanomax 50 10,3 0,395 1,64 0,464 0,232 213
Inside Céram 10,2 0,410 1,58 0,444 0,222 209
b) Extraido en acetato de etilo ? (Producto 1°)
Nanomax 95 37,1 1,83 0,613 1,76 2,81 24
Nanomax 50 42,5 2,09 0,293 1,84 2,97 176
Inside Céram 38,6 2,00 0,533 1,79 2,70 126
¢) Adsorcion-desorcion (mMol Fe/g
producto) 1gr/L
DGPPL 499 9,9 0,255 5,48 2,12 230
(Producto 3%)
Nanomax 50 53,6 10,3 0,218 5,37 1,94 177
Inside Céram 39,4 10,5 0,229 4,99 2,07 163
' Gallic acid equivalents (GAE)
2 Rendimientos de extraccion: Nanomax 95: 3,79 g sdlidos solubles/ 100 g solidos iniciales; Nano-
max 50: 2,91 g sélidos solubles / 100 g sélidos iniciales; Inside Céram: 3,51 g solidos solubles /
100 g solidos iniciales
% De acuerdo con la nomenclatura presentada en la Figura 1

Tabla 1. Caracterizacion de rechazos procesados mediante a) liofilizacion, b) extraccion
con acetato de etilo y ¢) adsorcion- desorcion

El comportamiento de las diferentes membranas seleccionadas en este trabajo se
puede ver en la Figura 2. El coeficiente de rechazo aparente se calcula a partir de
los datos experimentales obtenidos en los experimentos en abierto y en los cuales
se opero hasta alcanzar un factor de reduccion de volumen (VRF, por sus siglas en
inglés) de entre 3 y 5. Cuando se opera en condiciones de concentracion (modo
abierto) durante un periodo diferencial de tiempo, en el cual el volumen de retenido
ha decrecido desde Vr hasta Vr — dVr, un volumen de permeado dVP (numéricamen-
teigual a dVr) pasa a través de la membrana. Si se considera que la concentracion de
solutos en el permeado y el retenido son C_y C, respectivamente, se puede estable-
cer un balance de materia a los solutos de fa manera siguiente (Moure y col., 2006),
C,dv=dv:-Cc)  [1]
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Si se asume que R es independiente de la concentracion de retenido, C_se obtiene
como una funcion de C, y la ecuacion se puede resolver para obtener una expresion
como la que sigue:

In[C/C,l=Rin[V V] [2]

Enlacual G,y V, son laconcentracion y el volumen de la alimentacion, y el término
V /V. es el denominado con anterioridad factor de reduccion de volumen (VRF).
Bajo esta hipatesis In (C/C,) varia linealmente con In(VRF) y R puede ser calculada
como la pendiente de la curva representada, como se muestra en la Figura 2. Para
la membrana Nanomax este valor del coeficiente de rechazo fue de 96,6%, mientras
que para una membrana del mismo material pero con un tamafio de corte ligeramen-
te menor, el valor del coeficiente de rechazo encontrado fue del 51,5%. A su vez el
efecto del tipo de material de construccion de la membrana quedo reflejado en el va-
lor del coeficiente de rechazo encontrado para una membrana de material ceramico
(Inside ceram), 71,7 % con un tamafio de corte similar a la membrana nanomax 50.

Las capacidades como captadores de radicales libres de los productos procesados
por membranas se muestran en la Tabla 1. En general estos valores para el cation
ABTS fueron menores que la actividad dada por un antioxidante sintético (trolox),
mientras que la actividad como captadores de radical DPPH fue intermedia entre la
actividad encontrada para BHA y BHT. En general, los resultados para estos extractos
resultaron ser ligeramente menores a los aportados para antioxidantes sintéticos,
sin embargo comparados con extractos metandlicos obtenidos de uva por Jaya-
prakasshay col. (2001) la actividad mostrada fue del orden de 2,5 -3 veces superior.

1.4
1.2 1
1.0 A
3
L\i 0.8 A
<
> 0.6 A
]
0.4 A Nanomax 95
ONanomax 50
0.2
®Inside Ceram
0.0 T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

LN (VRF)

Figura 2. Coeficientes de rechazo aparente estimados mediante a linealizacién de Ln
(C/C,) vs Ln (VRF) para los compuestos fenclicos presentes en los licores de bagazo
destilado obtenidos por prensado
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En un intento de mejorar estos resultados, estos extractos fueron extraidos con
acetato de etilo (Figura 1) y los rendimientos de la extraccion y las actividades antio-
xidantes de los extractos obtenidos se muestran en la Tabla 1. El extracto de acetato
de etilo obtenidos a partir del concentrado producido con la membrana Nanomax 50
es el que presenta una mayor actividad de captacion del radical DPPH, teniendo una
actividad similar a la de antioxidantes comerciales.

El siguiente paso para mejorar los resultados obtenidos hasta el momento fue probar
los procesos de adsorcion-desorcion sobre resinas de los compuestos activos todavia
presentes en el permeado de las corrientes ultrafiltradas (Figura 1). En la Tabla 2 se pre-
sentan los datos obtenidos para la resina Sepabeads SP700 cuando se adsorbi6 sobre
ella el material de partida (DGPPL) o los permeados obtenidos de los procesos de ultrafil-
tracion de este efluente inicial (DGPPL) por las membranas Nanomax 50 y Inside ceram.

De acuerdo con los datos aqui mostrados, la capacidad de adsorcion de la resina,
representada por q.

q Adsorcion Desorcién
(mg GAE/g (g GAE adsorbidos/ | (g GAE desorbidos/100 g GAE TEAC
resina) 100 gr GAE iniciales) adsorbidos) (mMol Trolox)
Total desor- Pico
bido principal
DGPPL 13,3 83,3 61,6 56,8 108,3
Nanomax 50 8,23 91,7 65,0 56,3 57,0
(Producto 2?)
Inside Céram 541 91,3 57,6 46,3 50,2
(Producto 22)
' Porcentaje de desorcion del pico principal recuperado e identificado como extracto purificado
2 De acuerdo con la nomenclatura mostrada en la Figura 1

Tabla 2. Capacidad de adsorcion, porcentaje de adsorcion-desorcion (referenciado a la
fraccion adsorbida) y capacidad barredora del radical ABTS de los permeados

Es significativamente diferente en funcion de la corriente de alimentacion empleada.
El diferente comportamiento entre el uso de la corriente inicial (DGPPL) o los per-
meados esté relacionado con los cambios producidos por el tratamiento de mem-
branas en la composicion quimica de las corrientes. La adsorcion de compuestos
fendlicos determinada como porcentaje de adsorcion es mayor cuando se emplea
los permeados que para la corriente inicial, sin embargo la actividad antioxidante del
producto desorbido a partir de la corriente inicial es del orden de dos veces superior
a los valores de actividad antioxidante encontrada para los productos desorbidos
cuando la muestra empleada para el proceso de adsorcion son los permeados del
proceso de filtracion.



Antioxidantes naturales. Aspectos saludables, toxicologicos y aplicaciones industriales 243

En la Tabla 1, apartado ¢, se muestran el contenido fenolico y las actividades antioxi-
dantes para estos productos de desorcidn. El producto final presenta concentracio-
nes de compuestos fendlicos 4-5 veces superiores a la de los productos obtenidos
nicamente mediante tecnologia de membranas (Tabla 1c), y ligeramente superiores
a los extractos de acetato de etilo (Tabla 1b). La actividad antioxidante como capta-
dores de radicales libres (ABTS) es veinte veces mejor que la de los productos ob-
tenidos Ginicamente por membranas y 5 veces que los extractos de acetato de etilo.

Como conclusion se puede decir que 1 gramo de extracto obtenido mediante liofi-
lizacion de las mejores condiciones del procesos de desorcion tiene una capacidad
antioxidante comparable a la de casi 10 gramos de trolox y un valor de FRAP equi-
valente a 0,5 g de acido ascorbico. Esto quiere decir que a ingestion de 0,18 g del
concentrado podria llegar a ser equivalente al efecto de la vitamina C contenida en
100 g de kiwi, 100 g de guayaba, 600 g de limdn o 250 gramos de pimiento rojo.
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