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La oxidacion de los acidos grasos poli-insaturados presentes en los alimentos es la reaccion
que promueve la formacion de hidroperdxidos lipidicos, compuestos que presentan un alto potencial
oxidativo por su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno (ERO) de origen exégeno. Los
hidroperoxidos lipidicos y sus productos de degradacion, procedentes de la dieta, constituyen un
grupo de compuestos que pueden contribuir al desequilibrio de las rutas metabélicas de la mucosa
intestinal, la disfuncidon de los enterocitos y el desarrollo de diversas patologias intestinales que
cursan con un proceso inflamatorio asociado.

El contenido de hidroperéxidos lipidicos en una dieta rica en grasas poli-insaturadas, en las que
el procesamiento de los alimentos implica técnicas como la deshidratacion, el cocinado y la fritura,
convierte a este tipo de grasas en un potenciador de los procesos degenerativos, que estan mediados
por la generacion de ERO que se acumulan en el tracto intestinal e incrementan el nivel oxidativo.

El intestino tiene como funcién principal la absorcion de nutrientes y el actuar como barrera de
defensa frente a patdgenos y compuestos nocivos derivados de la dieta, asi como frente a la
acumulacion de ERO exdégenos. Para hacer frente a dicha acumulacion de ERO exbdgenas y/o
endogenas, y al consecuente incremento del estrés oxidativo, la mucosa intestinal utiliza mecanismos
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos para mantener el balance oxidativo tisular. La puesta en
marcha de los mecanismos celulares tendentes a la neutralizacion del excedente oxidante se produce
cuando los hidroperéxidos lipidicos, sus productos de degradacion y las ERO ya han sido absorbidos
y/o generados en el tejido.

Minimizar el impacto oxidativo de los hidroperéxidos y sus productos de degradacion ingeridos
en la dieta puede abordarse mediante dos estrategias distintas, neutralizacién durante el transito
intestinal de los hidroperoxidos presentes y reforzamiento de la capacidad antioxidante tisular.

Una manera de paliar los efectos perjudiciales de las dietas ricas en grasas poli-insaturadas es
suplementar la misma con la ingesta de frutas y verduras que proporcionan un cumulo de
compuestos antioxidantes de muy diversa naturaleza, entre ellos los pigmentos carotenoides. Durante
el proceso digestivo, los carotenoides pueden desarrollar su actividad antioxidante frente a los
hidroperdéxidos lipidicos y ERO que se generen durante el transito intestinal para contribuir en la

disminucién de su concentracion y su actividad. En esta situacion, la actividad antioxidante de los
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mencionados carotenoides se desarrollaria a nivel pre-sistémico, es decir, la disminuciéon en la
concentracion de compuestos oxidantes exdgenos es previa a la etapa de absorcion intestinal de los
nutrientes. Esta hipétesis de trabajo constituye uno de los principales objetivos a desarrollar en la
presente tesis.

Los hidroperéxidos presentes en el tracto gastrointestinal procedentes de la dieta pueden ser
absorbidos por la mucosa intestinal desplazando a nivel sistémico el potencial oxidante exdgeno.
Existe una fuerte controversia acerca de esta posibilidad de absorcidon. En algunos estudios no se
detect6 la presencia de hidroperdxidos lipidicos en el sistema linfatico mientras que en otros trabajos
si se hallé un transporte eficiente de estos compuestos. La causa de estas diferencias se basa en la
concentracion de glutation en la mucosa intestinal que cuando es reducida limita la posibilidad de que
los hidroperoxidos lipidicos sean metabolizados adecuadamente, incrementando la concentracion de
ERO en el sistema linfatico.

El balance oxidativo intestinal también se puede modificar por una generacion masiva de ERO
endogenas. Principalmente las enzimas de la familia de la lipoxigenasa (LOX) y ciclooxigenasa (COX)
son las responsables al desarrollar su actividad sobre acidos grasos poli-insaturados, promoviendo la
generacion de hidroperdxidos lipidicos enddgenos. La actividad exacerbada de enzimas LOX esta
relacionada con la aparicion y/o desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal en la que la
mucosa intestinal presenta un elevado contenido de ERO. La cuantificacion de la actividad LOX seria
una medida del estrés oxidativo del tejido e indirectamente del grado de afectacion de la mucosa
intestinal por patologias degenerativas. Sin embargo la relacién entre actividad de LOX y dafio tisular
puede verse modulada por la presencia de antioxidantes procedentes de la dieta. Una alta actividad
de LOX se relacionaria con una alta formacién de hidroperéxidos y por tanto un alto nivel oxidante
promovido endégenamente, sin embargo la presencia de carotenoides procedentes de la dieta y que
estan siendo absorbidos por la mucosa intestinal puede amortiguar el dafio debido a la presencia de
los hidroperoéxidos.

El desarrollo de la actividad antioxidante por los carotenoides en la mucosa intestinal implica un
déficit en la cantidad de antioxidantes (carotenoides) disponibles para su incorporacion al
metabolismo sistémico, ya que éstos desaparecen durante el proceso antioxidante. Por tanto no solo

se trata de observar el modo en que los carotenoides se implican en la cadena de reacciones
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enzimaticas que promueven las LOX, sino también qué consecuencias tiene dicha implicacién en su

disponibilidad y presencia en el pool de antioxidantes sistémicos presente en el organismo.
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La oxidacién lipidica puede progresar por tres vias paralelas dependiendo de la causa inductora
de la reaccion:

La auto-oxidacién se desarrolla a través de un mecanismo de radicales libres (Figura 1) en el que
mediante aporte energético externo, un atomo de hidrégeno adyacente a un doble enlace es substraido
del acido graso, que es el sustrato (LH). El radical libre (Le) resultante se combina con oxigeno
molecular para formar un radical peroxilo (LOOe) que abstrae un atomo de hidrégeno de otro acido
graso insaturado para formar un hidroperéxido (LOOH) y otro radical libre, reacciones que se repiten en
cadena, propagandose el proceso de oxidaciéon en el entorno lipidico. Cualquier tipo de radiacion
favorece la aparicion del proceso de auto-oxidacion lipidica (O’Brien y Frazer, 1966; Kubow, 1990).

El proceso de oxidacion lipidica por catalisis no enzimética se inicia mediante la generacion de
peroxido de hidrégeno y radicales hidroxilo por parte de algun catalizador, especialmente ion hierro libre
o hémico, y requiere la presencia de oxigeno. Los radicales hidroxilo, asi como los radicales perhidroxilo
y el oxigeno singulete, retiran un atomo de hidrogeno de un grupo metileno perteneciente a la cadena
hidrocarbonada de la molécula lipidica, especialmente de &cidos grasos poli-insaturados del tipo
linoleato, linolenato y araquiddnico para formar los hidroperdxidos lipidicos (Lapidot y colaboradores,
2005; Kanner, 2007).

Finalmente, el proceso de oxidacion lipidica por catalisis enzimatica implica a enzimas tipo
lipoxigenasa que pueden formar directamente hidroperoxidos de &cidos grasos poli-insaturados en
presencia de oxigeno.

Los productos formados en todas las reacciones anteriores son los hidroperéxidos, que en
presencia de iones metalicos o altas temperaturas, se escinden en radicales libres que, en presencia de
oxigeno, podrian formar productos de oxidacion secundaria tales como epoxi-hidroperéxidos, ceto-
hidroperdxidos, y peroxidos ciclicos que se pueden descomponer en productos de bajo peso molecular
o condensarse formando polimeros (Kubow, 1990). La descomposicion final de los hidroperoxidos y sus
productos de oxidacion secundaria genera productos como aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos
grasos cortos, ésteres, hidrocarbonos, furanos y lactonas habiéndose identificado cientos de productos
volatiles y no volatiles de descomposicién, la mayoria de ellos aldehidos (Lapidot y colaboradores,

2005; Kanner, 2007).
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Figura 1.- Estados de iniciacién (1) y
propagacion (2) de la degradacién auto-
oxidativa de un &cido graso (LH).
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Hidroperdxidos lipidicos (LOOH) ex6genos

La ingesta de alimentos ricos en grasas poli-insaturadas constituye una de las principales de
fuentes de hidroperéxidos lipidicos al organismo in vivo (Aw y colaboradores, 1992). En la actualidad,
las dietas centradas en el consumo de alimentos con una alta proporcién de este tipo de grasas estan

muy extendidas por dos motivos concatenados:

» La tendencia, cada vez mayor, de consumir alimentos que las contengan con el fin de
usarlas como método para reducir el incremento en los niveles de colesterol (Aw y
colaboradores, 1992).

* Los habitos alimenticios focalizados en el consumo de alimentos fritos, calentados o

procesados para su almacenamiento.

En el caso de los pescados grasos y sus aceites, la alta concentracion de acidos grasos poli-
insaturados C20-C22 encontrados provoca que dichos aceites se oxiden rapidamente tras su
exposicion al aire (Kubow, 1990). En otros alimentos grasos, el proceso tecnoldgico empleado,
alimentos fritos y alimentos con gran superficie de exposicién (como los alimentos en polvo), son la

causa de la aparicion de este tipo de compuestos.

Kanner y Lapidot (2001) han encontrado que los niveles de hidroperdxidos lipidicos presentes
en comida rapida basada en carne de pavo calentada son alrededor de 100 veces superiores que en

la misma carne fresca.

Durante el almacenamiento, como etapa del procesado de los alimentos, la peroxidaciéon
lipidica es uno de los mecanismos principales de deterioro de la calidad en los alimentos envasados,
especialmente en los productos carnicos. Estos alimentos, ricos en catalizadores endégenos que
aceleran la peroxidacion lipidica, promueven la generacion de compuestos citotoxicos y alteran los

niveles de otros constituyentes (Kanner y Lapidot, 2001; Lapidot y colaboradores, 2005).

En estudios previos realizados en ratas se ha encontrado una relacién causal entre la toxicidad
in vivo de aceites poli-insaturados alimenticios y su contenido en hidroperéxidos lipidicos (Andrews y
colaboradores, 1960; Aw y colaboradores, 1992). La oxidacion de los acidos grasos poli-insaturados

(AGPIs), las reacciones cruzadas entre los radicales libres de origen lipidico formados durante la
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peroxidacién lipidica, asi como otros constituyentes que se puedan encontrar en los alimentos
pueden generar compuestos citotéxicos, mutagénicos y aterogénicos (Gorelik y colaboradores, 2005;
Kanner, 2007). Ademas, los radicales libres generados durante el proceso de peroxidacion lipidica
también co-oxidan vitaminas como la vitamina A y carotenoides, vitamina E y vitamina C, afectando
de ese modo a las cualidades nutricionales de los alimentos (Gorelik y colaboradores, 2005).

Una alta ingesta de acidos grasos poli-insaturados con elevado contenido en hidroperéxidos
puede afectar la integridad intestinal mediante la induccion de estrés oxidativo en los tejidos, lo que
puede iniciar procesos degenerativos locales que pueden a largo plazo afectar otros tejidos y 6rganos
como respuesta del sistema inmunitario ante los dafios causados por los hidroperéxidos (esquema 1)

(Aw y colaboradores, 1992; Aw, 2005; Gorelik y colaboradores, 2005; Kanner, 2007).
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ALIMENTO

manipulacion

l

ALIMENTO CON PRESENCIA DE
HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS

ingesta

l

ALIMENTO CON RE-EQUILIBRIO EN NIVEL DE
HIDROPEROXIDOS POR O, Y pH ESTOMACAL

|

digestion

l

HIDROPEROXIDOS LIBRES EN EL LUMEN INTESTINAL

_ S A _ absorcion
efecto intestinal local inmediato l

HIDROPEROXIDOS CIRCULANTE EN TORRENTE
SANGUINEO UNIDO A LIPOPROTEINAS

v
efectos a distancia y a largo plazo

Esquema 1.- Los alimentos ingeridos presentan distinta cantidad de compuestos oxidados en funcién
de su manipulacién. Estos llegan al estomago, donde se dan reacciones de caracter pro- y
antioxidante, lo que modifica la concentracion previa de hidroperoxidos lipidicos en mayor o menor
medida. Adicionalmente la proteccion ejercida por los antioxidantes alimentarios y el GSH se hace
patente en distinta medida, lo que modifica el metabolismo de los hidroperéxidos lipidicos llevando a
su acumulacion en la mucosa intestinal o a su absorcion.

-10-
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Hidroperéxidos generados durante el recorrido de los alimentos por el tracto digestivo

Los hidroperéxidos lipidicos no solo se forman antes de la ingestion de los alimentos sino que
también se generan a lo largo de todo el tracto gastrointestinal, comenzando en la boca. La saliva
juega distintos papeles en el proceso de peroxidacion lipidica que se dara posteriormente en el fluido
gastrico: puede tener efectos pro-oxidantes, antioxidantes, o no mostrar ningun efecto (Gorelik y
colaboradores, 2007).

El bolo alimenticio se forma cuando los alimentos masticados entran en contacto con la
secrecion salivar, estimulada por la propia masticacion. Durante el masticado, la saliva humedece y
lubrica los alimentos que reducen su volumen y forman un bolo resbaladizo (Gorelik y colaboradores,
2007). La saliva esta también implicada en el sistema inmunoldgico de defensa, que se basa en la
proteccién suministrada por proteinas enzimaticas y en la secreciéon de inmunoglobulinas. La saliva
actla como un sistema antioxidante compuesto por varias moléculas entre las que algunas de las
principales son el &cido Urico, el tiocianato y las enzimas de tipo peroxidasa, como la lactoperoxidasa,
una hemo-proteina que presenta actividad pseudoperoxidasa e intensifica la peroxidacion lipidica
bajo condiciones gastricas. Las diferencias en el perfil de antioxidantes de la saliva estan
relacionadas con diferencias en condiciones fisiolégicas tales como la edad, el estado de salud, ser o
no una persona fumadora, o el tipo de alimentacion seguida. Los ensayos desarrollados por Gorelik y
colaboradores (2007) con muestras de saliva suministrados por donantes sanos muestran que la
actividad lactoperoxidasa puede ser considerada como pH-dependiente. A pH 7 el efecto pro-oxidante
es bastante débil, pero conforme baja el pH a 3 se acelera la descomposicién de los LOOH por la
actividad pseudoperoxidasa y también se incrementa el proceso de peroxidacion lipidica, que actta
como una reaccion en cadena. En este punto, hay discrepancias. Algunos autores consideran que la
lactoperoxidasa actla cataliticamente y no enzimaticamente, de manera similar a la mioglobina, y
descomponen los hidroperéxidos lipidicos como se muestra en la Figura 2 (Reeder y Wilson, 1998).
Sin embargo, otros autores sostienen que si los LOOH se atribuyen a fosfolipidos, el mecanismo de
reaccion propuesto seria el mostrado en la Figura 3 (Maiorino y colaboradores, 1994). Con las
experiencias de Gorelik y colaboradores (2007) también se concluye con que otro componente de la

saliva, el nitrito que se genera a partir del nitrato concentrado en la saliva por la accion de la flora de
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la boca, inhibe significativamente la peroxidacion lipidica, y la extension de este efecto depende de la
concentracion.

Aunque el efecto parcialmente antioxidante de la saliva no puede proteger al organismo de
determinados procesos deletéreos que se den posteriormente en el estdmago (Gorelik y
colaboradores, 2007), queda demostrado que es un componente mas a la hora de modificar la

concentracion de LOOH en el tracto digestivo.
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LOOH LOe + OH"
Hemo-Fe®* Hemo-Fe**
LOQe + H* LOOH

Figura 2.- Descomposicion catalitica,
mediada por hemo-proteinas (Hemo-
Fe®*"), de los hidroperdxidos lipidicos
(LOOH) en radicales libres (LOOe y

LO»).
LOOH LOOe. + HY
Hemo-Fe®* Hemo-Fe?*
LOe + OH" LOOH

Figura 3.- Descomposicién catalitica,
mediada por hemo-proteinas (Hemo-
Fe®*"), de los hidroperéxidos lipidicos
atribuidos a fosfolipidos (LOOH) en
radicales libres (LOOe y LO¢).
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El estdbmago, que recibe LOOH de la dieta principalmente, se comporta como un biorreactor
segun algunos autores (Kanner y Lapidot, 2001). El pH acido existente y la disgregacion que
experimentan los alimentos durante esta etapa del proceso digestivo generan un medio en el que
aparecera una competencia entre la oxidacién de lipidos alimentarios y su proteccion mediante los
antioxidantes, cuyo resultado global depende de la concentracién y actividad de los componentes
presentes en el sistema. El estémago, que recibe los alimentos masticados, actlia al menos durante
el instante de la alimentacion como un entorno aerdbico. En estas condiciones, el conjunto del
estémago y sus fluidos son un sistema propicio que promueve la peroxidacion lipidica, lo cual afecta a
la concentracién de vitaminas y promueve la generacién de compuestos geno- y citotdxicos. Por otro
lado, el pH acido de los jugos gastricos amplifica la peroxidacién lipidica catalizada por los iones de
hierro hémico procedente de la dieta. De hecho, la actividad en el medio que constituye el estbmago
incrementa la cantidad de LOOH de 4 a 9 veces (Kanner y Lapidot, 2001; Gorelik y colaboradores,
2005; Kanner, 2007).

Lapidot y colaboradores (2005) demuestran que los fluidos gastricos a pH 3 aceleran la
peroxidacién lipidica, asi como la co-oxidacion de constituyentes alimentarios que llegan al estbmago.
Segun sus estudios, la metmioglobina trabaja pro-oxidativamente cuando esta presente a bajas
concentraciones (1:30, aproximadamente) e incrementa la cantidad de hidroperéxidos de linoleato.
Sin embargo, cuando su concentracion es elevada (1:3 aproximadamente) se comporta como un
antioxidante y descompone los hidroperdxidos haciendo que su concentracidon se mantenga a cero
durante periodos largos de tiempo. La transicion de antioxidante a pro-oxidante depende
principalmente de la relacidon hidroperéxidos hemo-proteina, de modo que una reduccion en la
concentracién de hidroperoxidos promueve el efecto antioxidante de la metmioglobina. Asi mismo, los
estudios de Gorelik y colaboradores (2005) demuestran que los fluidos gastricos humanos a pH 3
promueve la generacion de hidroperéxidos y malondialdehido.

Los resultados de Gorelik y colaboradores (2007) estan de acuerdo con otros hallazgos previos
que indican que a pH bajo hemo-proteinas como la mioglobina o la lactoperoxidasa pueden iniciar la
peroxidacién de los lipidos mejor que a pH 7 (Maiorino y colaboradores, 1994; Kanner y Lapidot,
2001; Gorelik y colaboradores, 2005; Lapidot y colaboradores, 2005). Sin embargo, si hay

antioxidantes presentes en el sistema de oxidacién a concentraciones altas criticas, éstos pueden
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interaccionar con los radicales que se estan produciendo para dar paso a la formacién de compuestos
estables (Figura 4).

Compuestos antioxidantes que se pueden encontrar de manera natural en los alimentos, como
nitrato/nitrito, y también como componentes de la saliva, acido Urico y tiocianato, pueden proporcionar
una proteccion parcial frente a la peroxidacion lipidica bajo condiciones gastricas. En el estémago, las
condiciones acidas provocan la descomposicion del nitrito en NOe y NO,e, pero en presencia de
agentes reductores tales como el acido ascoérbico o los polifenoles la reduccion del nitrito a 6xido
nitrico (NO) se ve favorecida. Segun Gorelik y colaboradores (2007), el efecto inhibitorio del nitrito se
puede deber a esta conversion a NO, que puede modular la peroxidacion lipidica mediante multiples
rutas de reaccion, entre las cuales se incluyen las interacciones con el hierro hémico y compuestos
no hémicos. Por tanto, y teniendo en cuenta que las frutas y verduras son fuente de nitrato/nitrito
entre otros compuestos antioxidantes, la presencia de estos alimentos en el estbmago incrementan la

produccién de NO ademas de incrementar el efecto antioxidante de la saliva.
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LOOe + ANOH =————————s—- | OOH + AnQOe

LOe + ANOH ———— LOH + AnOe

Figura 4.- Generacion de productos estables (LOOH y LOH) a
partir de radicales (LOOe y LOe), por la presencia en altas
concentraciones de compuestos antioxidantes (AnOH).
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Modelos de digestién in vitro

Los alimentos sufren alteraciones fisico-quimicas a lo largo del tracto gastrointestinal que, ademas de
promover la generacion de hidroperdxidos, pueden modificar la bioaccesibilidad de los compuestos
antioxidantes presentes en las matrices alimentarias. Para el estudio en detalle del efecto de la matriz
alimentaria y el proceso digestivo sobre los compuestos antioxidantes se pueden desarrollar experiencias de
digestion in vitro.

Existen modelos de digestion in vitro puestos a punto para la estimacién de la digestibilidad de
minerales como hierro y fésforo (Miller y colaboradores, 1981; Liu y colaboradores, 1998), colesterol (Fouad y
colaboradores, 1991) y vitaminas hidrosolubles (Ekanayake y Nelson, 1986). Se trata de modelos
gastrointestinales estaticos que simulan el transito a través del tracto digestivo humano, reproduciendo las
condiciones fisiologicas de la digestion gastrica e intestinal. Son modelos simples, faciles de aplicar a un
amplio nimero de muestras y que permiten estimar el efecto, tanto de las condiciones de digestién como de
otros factores ligados a la matriz alimentaria, en la bioaccesibilidad de un nutriente.

En el trabajo de Miller y colaboradores (1981), la fase gastrica consiste en homogeneizar una porcion
del alimento y acidificar el homogeneizado a pH 2 con HCI 1 M, afiadiendo posteriormente una suspension
de pepsina porcina. El homogeneizado se incuba a 37 °C con agitaciéon circular. A continuacion, para
efectuar la fase intestinal, el pH se eleva hasta 5,3 mediante la adicién de bicarbonato sddico, junto con una
suspension de pancreatina y extracto biliar en solucion de bicarbonato sodico. Nuevamente se eleva el pH,
ahora hasta 7,5, y la mezcla se incuba durante 2 horas en las mismas condiciones de temperatura y
agitacion anteriores.

Las condiciones experimentales de cualquier modelo de digestién no se alejan demasiado de las
comentadas anteriormente, ya que se trata de reproducir las etapas y condiciones fisioldgicas del proceso
digestivo humano. Si es posible encontrar adaptaciones del modelo anterior, pero se trata de cambios o
modificaciones puntuales del modelo basico expuesto, en funcién del problema o aplicacion que se pretende
desarrollar. Los modelos de digestion in vitro tienen mdltiples aplicaciones y pueden aportar conocimientos
en areas que incluyen desde el andlisis de aspectos toxicolégicos de posibles contaminantes en los
alimentos (Oomen y colaboradores, 2003), el estudio de factores de la dieta que intervienen en la
bioaccesibilidad de un nutriente o componente determinado, el efecto que las condiciones hepato-biliares

diferentes o no habituales tienen en la bioaccesibilidad de compuestos lipidicos (Leo y colaboradores, 1995),
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hasta el disefio de matrices alimentarias en las que el concepto de bioaccesibilidad es un criterio de
seleccién de componentes de la matriz de igual importancia que otros como la estructura fisica, la estabilidad
0 la palatabilidad (Manzocco y Nicoli, 2002). Por ello, los modelos de digestion in vitro constituyen una
herramienta analitica eficaz con los que realizar andlisis sin recurrir a modelos de experimentacién in vivo.

En el caso particular de pigmentos carotenoides, se ha aplicado la digestion in vitro para la estimacion
de la digestibilidad de estos compuestos desde los alimentos naturales que los contienen. El trabajo de
Garrett y colaboradores (1999) constituye la primera aplicacion de un modelo de digestion in vitro en
combinacién con un modelo de asimilacion intestinal basado en la linea celular Caco-2, para determinar la
bioaccesibilidad de carotenoides en alimentos. Tras aplicar el procedimiento experimental, con las etapas
comentadas anteriormente, sobre alimentos infantiles elaborados a base de frutas y verduras, y pasta de
tomate, determinaron que la omision de la fase de digestion gastrica no modifica la eficiencia del proceso de
micelarizacion obtenida en la fase de digestion intestinal y se concretaron las cantidades de sales biliares y
suspension de enzimas pancredticas que proporcionan la mejor transferencia de carotenoides desde el
alimento a las micelas, concluyendo que las cantidades adecuadas se corresponden con las
concentraciones fisioldgicas estimadas en estudios anteriores (Tso, 1994; Charman y colaboradores, 1997).
Posteriormente, el método desarrollado por Garrett y colaboradores se ha aplicado y adaptado en otros
estudios de digestibilidad y/o asimilacion de carotenoides con ligeras maodificaciones. En el trabajo de Hedrén
y colaboradores (2002) se estudia la digestibilidad de carotenos en zanahorias, frescas o cocinadas,
aplicando condiciones similares al método de Garrett en cuanto a concentracion de enzimas digestivas y
sales biliares, y manteniendo los tiempos de incubacion, pero modificando las condiciones de separacion de
la fracciobn micelar. En los trabajos publicados por Breithaupt y colaboradores (2002b), y Zorn y
colaboradores (2003) se elimina la fase de digestion gastrica y se sustituye el pool enzimatico de pancreatina
por lipasa pancreética y carboxil-éster lipasa que parece tener un efecto positivo en la micelarizacion y
posterior proceso de asimilacion de carotenoides (Chitchumroonchokchai y Failla, 2006). La incorporacion de
la enzima carboxil-éster lipasa junto con la lipasa pancreatica en la fase de digestién intestinal es la principal
maodificacion al método de Garrett y colaboradores, introducida en otros estudios como el de Granado-
Lorencio y colaboradores (2007). En este Ultimo trabajo se aplica, antes de las dos fases de digestion
(gastrica e intestinal), una primera etapa de simulacién de la masticacion incorporando una solucion salivar

con componentes organicos e inorganicos, y a-amilasa (EC 3.2.1.1).
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Los modelos de digestion in vitro se pueden adaptar a las diferentes condiciones de ensayo,
resultando una herramienta Util en estudios en los que se busca reproducir el proceso fisiolégico que sufre un

compuesto tras su ingestion.

Hidroperéxidos generados en el tracto gastrointestinal por causas endége nas

La presencia de lipoxigenasas en el tracto digestivo (O'Brien y Frazer, 1966) introduce una
nueva linea de peroxidacion lipidica de los alimentos durante el proceso digestivo, ademas de la que
ha podido experimentar previamente como consecuencia de las operaciones de procesamiento y
almacenamiento.

Todo lo anteriormente expuesto hace referencia a reacciones que se desarrollan a nivel del
tracto gastrointestinal durante el proceso de digestion y debido fundamentalmente a los componentes
presentes en los alimentos y el entorno fisico-quimico en el que se encuentran. El balance oxidativo
intestinal también se puede modificar por una generacion masiva de ERO enddgenas. Principalmente
las enzimas de la familia de la lipoxigenasa (LOX) y ciclooxigenasa (COX) son las responsables al
desarrollar su actividad sobre acidos grasos poli-insaturados, promoviendo la generacion de
hidroperoéxidos lipidicos enddégenos. La actividad exacerbada de enzimas LOX esta relacionada con la
aparicion y/o desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal en la que la mucosa intestinal
presenta un elevado contenido de ERO.

Situado el digestato en el lumen intestinal, su contenido en hidroperoxidos lipidicos
potencialmente absorbibles ha dependido de los siguientes factores:

- Factores previos a la ingesta. Contenido en hidroperdxido inicial del alimento.

- Moduladores durante la ingesta. Presencia de antioxidantes.

- Factores fisioldgicos. Actividad de lipoxigenasa intestinal.

Conocer como influyen los modulares del nivel de oxidacién de determinados compuestos
presentes en los alimentos y como pueden afectar las enfermedades inflamatorias del epitelio
intestinal que cursan con una alta actividad de lipoxigenasa seran los objetos fundamentales de la
presente tesis. Debido a la naturaleza lipofilica de los hidroperéxidos, el estudio de modulacion se
centrard en los pigmentos carotenoides que constituyen un grupo de antioxidantes naturales

presentes en vegetales y de naturaleza altamente lipofilica.
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Enzima lipoxigenasa. Generalidades

Las enzimas del tipo lipoxigenasa (LOX), linoleato:oxigeno oxidorreductasa (EC 1.13.11.12),
forman una familia de dioxigenasas de acidos grasos. Estan constituidas por una sola cadena
polipeptidica y su peso molecular es entre 75-80 kDa en animales y 94-104 kDa en vegetales. Estas
proteinas tienen un dominio en barril B N-terminal y un largo dominio catalitico que contiene un Gnico
atomo de hierro no hémico (Brash, 1999; Pérez Gilabert y Garcia Carmona, 2002; Funk, 2006). La
enzima cataliza la dioxigenacion regioespecifica y estereoespecifica de los acidos grasos poli-
insaturados (AGPIs) con un sistema (1Z, 4Z)-pentadieno. Se produce asi el correspondiente
hidroperdxido de acido graso con conjugacion Z, E-dieno (Figura 5). Cuando estan aisladas, las
enzimas tienen generalmente el atomo de hierro como ién ferroso (inactiva). La oxidacion a férrico
que supone la activacién de la enzima, es necesaria para la catélisis.

Las lipoxigenasas son enzimas ampliamente distribuidas en los reinos animal y vegetal. En
animales, las distintas lipoxigenasas se nombran en funcidon de su especificidad posicional para la
dioxigenacion del acido araquiddnico. Asi, se ha descrito la presencia 15-, 12-, 0 5-LOX que forman
hidroperoxidos sobre los carbonos 15, 12 o 5 del acido graso poli-insaturado, respectivamente. Sin
embargo, en el reino vegetal, el acido araquidénico es un AGPI minoritario y la accién de las
lipoxigenasas se desarrolla principalmente sobre los &cidos linoleico y linolénico. De este modo, las
lipoxigenasas se clasifican en funcion de la especificidad posicional para la oxigenacién de dicho
acido graso. El linoleico en plantas se puede oxigenar para generar los conjugados hidroperoxi-
octadecadienos (HPODES). Esta oxigenacion se puede producir tanto en el carbono 9 como en el 13,
generandose 9- o 13- HPODE. Estos compuestos se pueden reducir a sus correspondientes hidroxi
acidos (9- o 13-HODE), o generar a- y y-cetoles, que pueden escindirse formando aldehidos de
cadena corta y oxo-acidos, o progresar formando un grupo de compuestos estructuralmente similares
a las prostaglandinas (Abian y colaboradores, 1991; Pérez Gilabert y Garcia Carmona, 2002).

Los productos primarios formados por la reaccién catalizada por las lipoxigenasas, son
moléculas muy reactivas que se transforman rapidamente en varias familias de compuestos

fisiolégicamente activos conocidos como oxilipinas.
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Sustrato

L-H Lo
/ \ o

LOX-Fe* LOX-Fe?

Producto L-OOH ;K / L-O0 -

Figura 5.- Reaccion de dioxigenacion enzimatica de éacidos grasos poli-
insaturados por parte de lipoxigenasa.
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Actividad de lipoxigenasa en animales

En animales, el sustrato preferente es el &cido araquiddnico, 20:4 w6, que es el principal
precursor de eicosanoides en las células de mamiferos (Funk, 2001). El término eicosanoides (del
griego eicosa, que significa 20) se aplica a un grupo de moléculas de constitucion lipidica obtenidas
de la oxigenacion de los acidos grasos esenciales de 20 4tomos carbonos.

Los productos formados por la actuacion de lipoxigenasa son los &acidos hidroxi-
eicosatetraenoicos (HETESs) y los acidos hidroperoxi-eicosatetraenoicos (HPETES) que muestran
numerosas actividades bioldgicas. Participan en un amplio rango de funciones, destacando su accion
en los eventos inflamatorios, su actuacion como mediadores para el sistema nervioso central y su
intervencién en la respuesta inmune, tanto en vertebrados como en invertebrados. Se conoce la
existencia de tres LOXs (5-LOX, 12-LOX y 15-LOX) presentes en tejidos humanos, y que éstas y sus
productos HETEs son importantes reguladores en la proliferacion y apoptosis de lineas celulares
cancerigenas.

En general actiian como sefiales moleculares discretas. La oxidacion del acido araquidénico, y
otros AGPIs de cadena corta con estructura 1, 4-Z, Z-pentadieno (como linoleico y linolénico), por la
actuacion de LOX se convierten en una fuente de bio-reguladores altamente activos, particularmente
leucotrienos y lipoxinas. La sintesis de tales productos es una de las funciones mas firmemente
establecidas de las lipoxigenasas (Schneider y colaboradores, 1997; Funk, 2006). Estos mediadores,
0 bio-reguladores, se sintetizan a través de la ruta de la 5-lipoxigenasa en una gran variedad de
células implicadas en el sistema inmune (linfocitos B, granulocitos, monocitos, mastocitos y células
dendriticas). En funcion del tipo celular, varias citoquinas son generadas para inducir la activacion de
la mencionada ruta (Uhl, 2002). Con la ruta de la 5-lipoxigenasa se producen potentes mediadores
inflamatorios, como por ejemplo los de caracter pro-inflamatorios como leucotrieno B4, 5-HETE, acido
5-oxo-eicosatetraenoico (5-ox0ETES) y cisteinil leucotrienos, o anti-inflamatorios como lipoxina A, y

lipoxina B4 (Chen y colaboradores, 2006) (Figura 6).
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Figura 6.- Esquema general de las rutas de metabolizacion del acido araquiddénico.
Para simplificar, solo se muestran las enzimas, receptores y metabolitos principales
de la ruta de 5-LOX al detalle. Esta ruta contiene: 1) las 4 enzimas principales, 5-LOX,
la enzima activadora de 5-LOX (FLAP), leucotrieno A4 hidrolasa (LTA4H), leucotrieno
C, sintasa (LTC,S); 2) los grupos de metabolitos principales, leucotrieno B, (LTB,),
cisteinil leucotrienos (LTC,4, LTDy4, LTEy), lipoxinas A; y Bs (LXA4, LXB,), acido 5-
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE) y acidos 5-oxo-eicosatetraenoico (5-oxoETES); y
3) sus respectivos receptores, receptores de LTB, (BLT1, BLT2), receptores de
cisteinil leucotrienos (CysLT1, CysLT2), receptor de LXA, (ALXR). Los receptores de
5-HETE, 5-0x0ETEs y LXB,4 no han sido identificados o bien caracterizados.
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El metabolismo del acido araquidénico juega un papel importante en la inflamaciéon y en las
enfermedades asociadas a la inflamacion (Chen y colaboradores, 2006). La acumulacion y activacion
de los leucocitos son la antesala de la mayoria de desordenes inflamatorios. Muchos de los
eicosanoides derivados del acido araquiddnico, incluyendo prostaglandinas y leucotrienos, juegan un
papel importante como mediadores locales ejerciendo un amplio rango de acciones relevantes en la

hipersensibilidad inmune y la inflamacion (Chiang y colaboradores, 2006).

Medida de actividad lipoxigenasa

La medida de actividad de lipoxigenasa supone la cuantificacién del producto formado durante
el tiempo en que tiene lugar la reaccion enzimatica. El producto formado, los hidroperdxidos de acido
graso, tienen como caracteristica diferenciada frente a otros compuestos que su maximo de
absorcion, en la franja ultravioleta (UV) del espectro, se sitia en 234 nm. La mayoria de los métodos
directos de medida de actividad de lipoxigenasa estan basados sélo en medidas
espectrofotométricas, que se pueden acoplar a otras técnicas que permitan diferenciar el tipo de

hidroperéxido formado.

Medida espectrofotométrica global de hidroperoxidos

La metodologia mas general y difundida en el andlisis de actividad de lipoxigenasa en
productos vegetales se basa en el método descrito por Theorell en 1942, adn vigente en numerosos
estudios (Gokmen y colaboradores, 2002). Basicamente el método consiste en realizar un extracto
enzimatico del producto vegetal. Al tratarse de una enzima hidrosoluble, la extraccién suele ser
directa empleando tampén a un pH cercano al 6ptimo de actividad y sé6lo en algunos casos se
emplean coadyuvantes tipo Triton X-100 para realizar una extraccion mas selectiva y eliminar
interferentes. El extracto enzimatico obtenido se incuba con una disolucidon acuosa del sustrato que,
dependiendo del tipo de lipoxigenasa, en algunos casos sera &cido linoleico, acido linolénico o &acido
araquidonico. La medida de actividad se realiza midiendo el incremento de absorbancia a 234 nm que
experimenta el medio de incubacidn tras un tiempo establecido de reaccién. EI método propuesto
tiene como ventaja su rapidez y bajo costo en material y equipamiento y como desventaja la poca

especificidad de la medida. El propio sustrato es un producto susceptible de auto-oxidarse
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espontdneamente y de una manera mas acelerada a medida que el pH desciende. Es necesario,
sobre todo con lipoxigenasas que muestran su 6ptimo de actividad a valores de pH inferiores a 7,
descontar de la actividad medida aquella que se produce por la propia auto-oxidacion del sustrato
(Minguez-Mosquera y colaboradores, 1993). Por otro lado, la cantidad de hidroperdxido determinada
es la suma de todos los isbmeros posicionales formados (tanto enzimatica como espontaneamente),
por lo que no es posible discernir el tipo de lipoxigenasa implicada en la reaccion. Para solventar los
problemas aparejados al empleo de esta técnica, numerosos autores han incorporado modificaciones
a la metodologia general. Surrey, en 1964, utilizando semillas de soja emplea una variante de
preparacién de sustrato que le confiere mayor estabilidad frente a la auto-oxidacién. Como sustrato
se usa una disolucion de acido linoleico en tampén borato con Tween 20, y clarificado con NaOH (2
M). Una metodologia similar es la usada por Minguez-Mosquera y colaboradores (1993). La
diferencia con las experiencias de Surrey radica en que en esta ocasion no se usa tampon borato
para la preparacion del sustrato, sino que la disolucion de &cido linoleico se realiza directamente en
agua desionizada con Tween 20. Gékmen y colaboradores (2002), utilizan una variante de los
métodos anteriormente mencionados. El extracto se pone en contacto con el sustrato, previamente
aireado, a 30 °C y la reaccién se detiene a distintos tiempos con NaOH. Luaces y colaboradores
(2007) utilizan una metodologia similar aunque el protocolo de extraccion de LOX a partir de
aceitunas de la variedad Hojiblanca es mas elaborado. LOX se extrae triturando las aceitunas en
tampon fosfato con Tritdbn X-100, acido etileno diamino tetracético, fenilmetilsolfonil fluoruro,
benzamidina acido a-aminocaproico y polivinilpirrolidona. Mientras que lo habitual es iniciar la
reaccion adicionando el sustrato al extracto enzimatico para evitar al maximo la posible auto-
oxidacién del sustrato fuera del tiempo de reaccion, Serpen y Gokmen (2007) utilizan un sistema
inverso con LOX purificada de soja tipo | ya que la reaccion transcurre en un medio alcalino de
tampdn borato en el que la reaccién de aparente hidroperoxidacién espontdnea (auto-oxidacion) tiene
lugar de forma muy lenta y se minimiza notablemente la contribucién de esta reaccion al proceso
total. Skorey y Gresser (1998) consiguen medir con el método espectrofotométrico la actividad
especifica de un tipo de lipoxigenasa concreta empleando una fuente determinada de una sola de las

isoenzimas. De esta forma, logran determinar la actividad de 5-LOX humana obtenida a partir del
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sistema de expresion del bacilovirus de células de insecto, y posteriormente purificada. A este
extracto enzimético se le proporciona el sustrato en forma de vesiculas portadoras de &cido
araquidonico. La reaccion se sigue espectrofotométricamente a 238 nm. La actividad se estima

usando como coeficiente de extincién molar el valor 23000 M™* x cm™.

Medida de actividad por co-oxidacion

Existen métodos indirectos de medida de actividad de lipoxigenasa basados en la actividad
oxidante de los productos de la reaccion enzimdtica. Esta medida de actividad indirecta emplea
carotenoides como sustrato sobre el que actuaran los hidroperdxidos formados por la actuaciéon de
lipoxigenasa y tiene como ventaja que la monitorizacion del progreso de la reacciéon se realiza en la
zona visible del espectro donde absorben menos interferentes (Jarén-Galan y Minguez-Mosquera,
1997; Serpen y Gokmen, 2007). Basicamente la reaccién consiste en que el hidroperéxido formado
oxida el sistema polienoico del carotenoide dando lugar a una gran cantidad de intermediarios
inestables que progresan hacia productos de escision, todos ellos con un cromoforo de menor
longitud y por lo tanto con absorbancia fuera del rango visible (Yamauchy y colaboradores, 1998).

Este sistema indirecto de medida de actividad se encuentra afectado por las mismas
limitaciones que el método espectrofotométrico; el hidroperéxido formado proviene de dos fuentes
paralelas, una y mayoritaria procedente de la actuacion de la enzima sobre su sustrato especifico y
otra de la auto-oxidacion del sustrato. Igual que en el método de medida espectrofotométrica de
formacion de hidroperéxidos, la decoloracién de pigmentos carotenoides es inespecifica, es decir,
todos los isdbmeros posicionales del hidroperdxido estan simultdneamente co-oxidando al pigmento

por lo que no es posible discernir el tipo de lipoxigenasa presente en el extracto.

Separacion de los productos formados por lipoxigenasa y medida de actividad

Los métodos espectrofotométricos detallados anteriormente (medida de actividad de
lipoxigenasa, formacion de hidroperéxido o decoloracion de pigmentos carotenoides), son
inespecificos en cuanto a los compuestos responsables, es decir, cualquier hidroperéxido del acido

graso esta contabilizado dentro de la determinacion, sin discriminar si aquel esta formado por una u
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otra variante de la enzima LOX o incluso si provienen de la auto-oxidacién espontanea del acido
graso. Estas técnicas globales son empleadas generalmente en estudios en los que se pretende
conocer las consecuencias de la presencia de hidroperéxidos, como en la formacion de aromas o en
la decoloracion de pigmentos, en alimentos. Generalmente, son estudios que se centran en
situaciones en donde se pierde la regulacion metabdlica, como ocurre durante el procesado de
alimentos. En este caso entran la/las enzima/s y sustrato/s implicados en la peroxidacion y otros
compuestos a los que puede afectar la formacion de los hidroperéxidos, y que de forma natural
estarian compartimentados. En estas condiciones no importa ni el origen ni la naturaleza del
hidroperoxido porque se estd evaluando su capacidad oxidante y ésta no depende de su origen y
estructura.

En sistemas metabdlicamente controlados, lipoxigenasa actla sobre su sustrato especifico
produciendo un tipo concreto de hidroperéxido que serda el sustrato que progresara hacia la formacion
de un determinado compuesto con una actividad bioldgica concreta. Al ser condiciones reguladas, la
formacién espontanea de hidroperdxido estd minimizada ya que el sustrato se encuentra en
condiciones de ausencia de oxigeno molecular e inmerso en una matriz lipidica que lo protege de los
posibles agentes oxidantes. Al medir externamente la actividad de una enzima concreta,
necesariamente se imponen unas condiciones de medida en la que se promovera la aparicién de
reacciones espontaneas y se hace necesario no solo conocer qué proporcion de hidroperoxido esta
formado enzimaticamente, sino también qué tipo de hidroperéxido para establecer la ruta de
formacién de los subsiguientes productos de reaccion.

En estas condiciones el sistema de medida de actividad debe permitir la separacién previa de
los isbmeros posicionales del hidroperdxido del acido graso y su posterior cuantificacion. Los
primeros estudios se realizaron empleando separacién en columna cromatografica de silica gel
(Pattee y Singleton, 1977), aunque actualmente la técnica mas empleada de separacion y
cuantificacion es mediante HPLC provisto de un detector de radiacion ultravioleta-visible (UV-vis).
Esta metodologia es la que se ha empleado de forma mas generalizada en aquellos estudios en los
que se pretender seguir la ruta de formacion de compuestos con actividad biolégica que proceden de
isbmeros muy concretos, como es el caso de los leucotrienos, lipoxinas y el restos de compuestos

implicados en la respuesta inflamatoria en animales. (Samuelsson, 1983; Iwahashi, 2000).
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En la mayoria de esos estudios se suele usar como sustrato preferente el acido araquidénico
frente al linoleico usado en las formas vegetales. Para el estudio de los compuestos formados debido
a la actividad de lipoxigenasa, Jakschik y colaboradores (1980) recurren al marcaje isotépico con **C.
Tras incubar un extracto de baséfilos de rata con acido araquidénico, se extraen los productos
formados que estdn marcados y se analizan por cromatografia para determinar la presencia de
derivados hidroxi del acido araquidonico. Jakobsson y colaboradores (1991) estudian la actividad
LOX a través de la formacién de leucotrienos. Los autores estudian los productos generados de la
reaccion entre linfocitos y leucocitos polimorfonucleares, con acido araquiddnico. Dicha reaccion se
deja transcurrir durante un periodo de tiempo a 37 °C y se detiene con la adicién de metanol. El
analisis de los compuestos formados se lleva a cabo mediante HPLC en fase reversa, con un sistema
de elucioén isocratico y flujo constante con deteccién a las longitudes de onda de 270 y 234 nm. Por su
parte, lkawa y colaboradores (1999) estudian la actividad 15-LOX-1 en células humanas de tejido
canceroso colorrectal. Tras recoger las muestras y preparar un homogeneizado con ellas, se ensaya
la actividad LOX de las mismas en presencia de acido araquiddnico en etanol, en un medio de
reaccién compuesto por tampén Tris-HCI. Transcurrido el periodo de incubacion, la reaccién se
acidifica usando HCI, se afiade como patrdn interno acido 13(S)-hidroxi-octadecadienoico y se realiza
un proceso de extraccion con éter etilico. El extracto se lleva a sequedad y se resuspende en la
mezcla metanol:agua (3:1) para finalmente analizar la muestra por HPLC en fase reversa con un
sistema de elucion isocratico a flujo constante. Se monitoriza la absorbancia a 235 nm.

Otra forma de estudiar la actividad LOX en células animales es utilizar fracciones sub-celulares
donde se estima que pueda estar concentrada la mayor actividad LOX. Asi, Shornick y Holtzman
(1993) estudian la actividad de 12-LOX en microsomas extraidos a partir de cultivos celulares
mediante un protocolo de centrifugacion diferencial. Los ensayos de actividad LOX se llevan a cabo
diluyendo la fraccion sub-celular de trabajo en un volumen de tampon Tris-HCI que contiene, entre
otros compuestos, acido araquidonico. Tras un periodo de reaccion a 37 °C se extraen los
compuestos formados con un liquido de extraccién constituido por 1 volumen de 2-propanol, que
contiene un 1% de acido acético, y 1 volumen de cloroformo y se analizan por HPLC en fase reversa,
con un sistema de elucién en gradiente, flujo constante, y monitorizando a 270 y 235 nm. Hong y

colaboradores (2001) también realizan un proceso de centrifugaciéon diferencial para separar las
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fracciones microsomal y citosoélica de las células obtenidas de mucosa de colon humano. La actividad
LOX se ensaya exponiendo el extracto enzimatico a su sustrato, acido araquidonico a una
concentraciéon conocida, en tampén Tris-HCIl. Después de detener la reaccién con HCI, los
compuestos formados durante el periodo de incubacion se extraen con acetato de etilo en dos pasos
sucesivos. El extracto se evapora y se resuspende en acetonitrilo para analizarlo por HPLC en fase
reversa, con un sistema de elusién en gradiente y a flujo constante. Los productos se monitorizan a
230 nm.

Las alternativas existentes para la medida de actividad LOX responden a las numerosas
necesidades existentes dependiendo del fin buscado en cada estudio. En el presente trabajo se
necesita contar con un sistema de medida global que permita correlacionar cantidad total de
hidroperoxido formado con niveles de inflamacion alcanzado, a la vez que poder determinar la
naturaleza y estructura de los compuestos formados para conocer la cantidad de precursores que
generan los compuestos involucrados en la respuesta inmunitaria. Para ello se realizara un estudio de
correlacién entre cantidad total de hidroperéxido medido espectrofotométricamente y la suma de la

cantidad de hidroperéxidos individuales cuantificados por HPLC.
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Antioxidantes a nivel pre-sistémico

Pese a que los lipidos y otros componentes de muchos de los alimentos que se consumen
habitualmente se oxidan con facilidad, suponiendo esto una entrada incontrolada de hidroperéxidos
en el organismo, también se incorporan con la dieta compuestos que actlan como antioxidantes.
Estos compuestos antioxidantes presentes en los alimentos minimizan el impacto oxidativo de los
hidroperéxidos y de sus productos de degradacion neutralizdndolos durante su transito a través del
tracto gastrointestinal, antes de que ambos compuestos sean absorbidos para ser difundidos por el
organismo.

Aunque en la actualidad no hay suficientes evidencias que soporten el hecho de que el
consumo de una megadosis de antioxidantes alimentarios tales como las vitaminas C y E, o
carotenoides como el B-caroteno, puedan prevenir las enfermedades crénicas, no hay duda de que
todos estos compuestos son importantes a la hora de mantener un buen estado de salud (Gorelik y
colaboradores, 2005). Una ingesta rica en frutas y verduras puede minimizar el impacto oxidativo de
los hidroperéxidos lipidicos y sus productos de degradacion provenientes de la dieta o formados in
situ en el lumen intestinal por la actuacion de lipoxigenasa, lo que aumenta el riesgo de padecer
enfermedades de tipo cardiovascular, inflamatorio o cancer (Kanner y Lapidot, 2001; Monnier, 2007).
Los antioxidantes presentes en los alimentos mantienen los niveles de oxidacién al minimo, pero el
procesamiento de los alimentos, el refinado, asi como las operaciones para garantizar la preservacion
durante el almacenamiento de los mismos puede alterar la relacién entre los antioxidantes y los
oxidantes, pudiéndose dar situaciones de oxidacion significativa (O’'Brien y Frazer, 1966).

De la interaccion entre compuestos antioxidantes y pro-oxidantes a lo largo del tracto
gastrointestinal, antes de su absorcion intestinal, se esperaria una disminucién en la concentracion de
los compuestos oxidantes asi como de su actividad. Este comportamiento ya se ha estudiado con el
a-tocoferol o vitamina E. Su caracter de agente antioxidante permite la prevencion de las reacciones
de peroxidacion de lipidos, también relacionada con el enranciamiento de las grasas. Los estudios
realizados con ratas por Bunyan y colaboradores (1968) concluyen con que los lipidos insaturados no
llegan a ser peroxidados tras la incorporacion al tejido adiposo en ratas con deficiencias de vitamina

E, sino que los hidroperoxidos lipidicos existentes en dicho tejido provienen de la dieta (sobre todo
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cuando ésta es rica en acidos grasos poli-insaturados, segun los estudios de Glavind y Sylvén en
1970) y no tienen una presencia efimera, sino que su vida media ronda los 6 dias. Los resultados
llevan a pensar que la vitamina E previene la acumulacion de los hidroperoxidos lipidicos de origen
exdgeno en el tejido adiposo. Esto se debe a una disminucion en su absorcién a través del intestino,
ya que se observa que el suplemento de vitamina E con la dieta provoca la reduccién en la
concentracion de hidroperoxidos lipidicos en el tejido adiposo.

De igual manera, también ha sido objeto de estudio la interaccidon entre los compuestos
oxidantes provenientes de la dieta y los polifenoles presentes en el vino tinto, como la catequina. La
carne roja, alimento que exhibe procesos de auto-oxidacion por los que se generan hidroperdxidos y
malondialdehido entre otros, estd compuesta por tejido muscular que contiene iones libres de hierro y
mioglobina, catalizadores implicados en la peroxidacion lipidica. Los trabajos experimentales
desarrollados por Gorelik y colaboradores (2005) muestran que el consumo de 300 mL de vino tinto
(cantidad que simula la cantidad de vino que se consumiria durante una comida) inhibe, a pH 3, tanto
la peroxidacion lipidica asi como la co-oxidacién de la vitamina E y el B-caroteno.

Los antioxidantes presentes en los vegetales que consumimos no solo previenen la formacion
de productos oxidados sino que ademas, en presencia de hemo-proteinas (como la metmioglobina
presente en los alimentos carnicos), estimulan la degradacién de los LOOH e invierten la reacciéon
pasandose de pro- a antioxidacién. El balance entre estas dos reacciones generales que se dan en el
estdbmago parece tener un importante impacto en nuestra salud. De hecho, de estos resultados se
desgrana el papel crucial que tiene el consumo conjunto y equilibrado de carne roja y sus derivados
(asi como de otros alimentos grasos) junto con antioxidantes alimenticios que previenen la
acumulaciéon de LOOH dafinos y la co-oxidacion de otros constituyentes alimenticios (Kanner y
Lapidot, 2001).

En cualquier caso, parece que la red de antioxidantes pre-sistémicos presentes o lo largo del
tracto gastrointestinal podria, de manera indirecta, reducir el nivel de hidroperéxidos y compuestos
citotdxicos asi como incrementar el nivel de vitaminas y otros compuestos antioxidantes que lleguen
al riego sanguineo, pudiendo tener esto un efecto sinérgico con el nivel de antioxidantes en el

plasma. Esto podria ayudar a explicar mejor la “paradoja francesa” y el efecto de la dieta
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mediterranea y japonesa en las que estan presentes productos con un alto contenido en antioxidantes
que se consumen habitualmente, como carotenoides, polifenoles y otros (Kanner y Lapidot, 2001;

Gorelik y colaboradores, 2005).

Pigmentos carotenoides. Estructura

Los pigmentos vegetales se pueden agrupar en cinco grupos: tetrapirroles, carotenoides,
compuestos fendlicos, flavonoides, y compuestos N-heterociclicos. De estos grupos destaca el de
carotenoides debido a su amplia presencia y distribucién, diversidad estructural y por las funciones y
acciones bioldgicas que desempefian. Estructuralmente, este grupo de pigmentos naturales se
consideran derivados isoprenoides, ya que se generan mediante la ruta anabdlica que utiliza como
unidad basica a isopentenil pirofosfato (Bach, 1995). El sucesivo ensamblaje de esta unidad da lugar
a geranil pirofosfato, farnesil pirofosfato y geranil-geranil pirofosfato. La unién de dos moléculas de
geranil-geranil pirofosfato para dar lugar a fitoeno, en un proceso que consta de dos etapas,
constituye el primer paso especifico en la biosintesis de carotenoides (Cunningham y Gantt, 1998).
Este esqueleto estructural basico de 40 atomos de carbono (Figura 7) puede experimentar varias
modificaciones estructurales, siguiendo diferentes rutas biosintéticas que introducen nuevas
insaturaciones, ciclan uno o los dos extremos de la cadena, incorporan grupos funcionales
oxigenados (hidroxilo, epéxido, ceto) e incluso producen reorganizaciones del grupo ciclico del
extremo de la cadena, modificaciones estructurales que dan lugar a la amplia variedad de
compuestos carotenoides descritos en la Naturaleza (Figuras 8 y 9).

En la estructura carotenoide se distinguen dos zonas bien diferenciadas. La cadena polienoica
es la zona mas representativa e importante de su estructura. Contiene un total de 22 atomos de
carbono con 9 insaturaciones y 4 grupos metilos laterales. El sistema de dobles y simples enlaces
alternados que forma la parte central de la molécula esta conjugado y los electrones situados en
orbitales enlazantes tipo 1, estan deslocalizados a lo largo de la cadena. Esta disposicion convierte a
los pigmentos carotenoides en un grupo de componentes peculiares, dando lugar a sus propiedades
y comportamiento fisico-quimico (Britton, 1995). Los grupos colocados en los extremos de la cadena

polienoica constituyen otra zona de la molécula.
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. polimerizacion

unidad \enzimética
isoprenoide

fitoeno

desaturacion

licopeno

Figura 7.- Generacién del esqueleto estructural basico, fitoeno, mediante la
polimerizacion enzimatica de la unidad isoprenoide, y su posterior conversién
a licopeno por la introduccion de insaturaciones.
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Existen 7 grupos diferentes, y para su designacion se utiliza una letra del alfabeto griego que
aparece como prefijo a la palabra raiz caroteno (Figura 8). Generalmente, estos grupos incluyen
grupos funcionales oxigenados cuya presencia distingue a las xantofilas de los carotenos
(hidrocarburos exclusivamente). También es posible encontrar carotenoides con un nimero superior
a 40 atomos de carbono (homo-carotenoides) o con un namero inferior (apo-carotenoides si se han
eliminado de los extremos, o nor-carotenoides si se han eliminado de la cadena). Todas estas
particularidades y posibles combinaciones estructurales son el origen de la afirmaciéon con la que

comienza el siguiente apartado.
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Figura 8.- Configuracion de los diferentes grupos presentes a ambos lados de la cadena polienoica
para conformar la estructura de carotenoides Cyo.
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licopeno

1,2

[3-caroteno

HO zeaxanteno

HO violaxanteno

Figura 9.- Generacién de diferentes carotenos y xantofilas a partir de licopeno, mediante la
participacion de enzimas [B-ciclasa (1), e-ciclasa (2), hidroxilasa (3), epoxidasa (4), de-
epoxidasa (5).
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Presencia y distribucién de carotenoides en la Naturaleza

De todos los pigmentos naturales, los carotenoides son los mas ampliamente distribuidos y por
el conjunto de funciones y acciones que realizan, los mas importantes. Este grupo de compuestos,
hidrocarburos (carotenos) y sus derivados oxigenados (xantofilas), son esenciales en la fotosintesis
oxigénica y también estan implicados en la prevencién o proteccién contra enfermedades coronarias
y cancer (Ames, 1983; Malone, 1991; Britton, 1995). Estas funciones no resultan tan obvias como sus
colores, por los cuales los carotenoides son tan llamativos. El rango de colores de estos pigmentos va
desde el rojo hasta el amarillo, y cuando se acomplejan con proteinas producen coloraciones verdes
y azules. De esta forma una gran variedad de organismos debe su color principalmente a los
carotenoides. Se pueden encontrar en todos los filos tanto del reino vegetal como animal aunque son
Unicamente sintetizados de novo en las plantas superiores y por organismos procariotas. La
presencia de carotenoides en los animales se debe exclusivamente a su incorporacion por la dieta, ya
que no pueden sintetizarlos de novo, hecho de especial trascendencia si se tiene en cuenta que
algunos carotenoides muestran actividad de provitamina A (Pfander, 1992). A pesar de su amplia
distribucién, y de que se han descrito mas de 700 pigmentos carotenoides diferentes, lo normal es
encontrar una mezcla comdn, mas o menos compleja, de algunos de ellos. En los cloroplastos de las
plantas superiores, la mezcla de pigmentos estaria formada generalmente, por a- y B-caroteno, (-
criptoxanteno, zeaxanteno, luteina, violaxanteno y neoxanteno. Algunos pigmentos menos frecuentes
como rodoxanteno, y semi-B-carotenona se han descrito en los cloroplastos de las hojas de algunos

miembros de las cupresaceas y taxaceas (Goodwin y Britton, 1988).

Funciones y acciones bioldgicas de los carotenoides

En este punto se comienza por distinguir las funciones bioldgicas de las acciones o actividades
biolégicas. Por funcion biolégica se entiende aquel proceso en el que interviene un componente, y
que resulta imprescindible para la vida de un organismo, mientras que las acciones o actividades
biolégicas son respuestas fisiologicas o farmacoldgicas que se observan después de la ingesta de

alimentos o suplementos dietéticos ricos en determinados constituyentes.
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Funciones biolégicas

Los carotenoides tienen como principal funcion bioldgica en los organismos fotosintéticos, la
transferencia energética en la fotosintesis y en la fotoproteccion (Krinsky, 1994). En los mamiferos la
principal y Unica funcién biolégica de algunos carotenoides es su rol como precursores de la vitamina
A, necesaria para la vision, el crecimiento, la diferenciacién celular, y otros procesos fisiol6gicos

(Olson, 1996).

Metabolismo de carotenoides con actividad de provitamina A

No todos los carotenoides tienen los requerimientos estructurales para su conversién en
vitamina A. S6lo aquellos que presentan al menos un anillo tipo B, sin funciones oxigenadas, junto
con una cadena polienoica que contenga al menos 11 atomos de carbono son potenciales
precursores de vitamina A. Asi de los 700 carotenoides descritos, un 10% muestran actividad de
provitamina A. Los mas importantes, tanto por su alta actividad como por su presencia, son a- y [
caroteno, y algunas xantofilas entre las que destacan [-criptoxanteno y algunos apo-carotenoides
(Zechmeister, 1949; Bauernfeind, 1972). De todos, B-caroteno tiene la mayor actividad de provitamina
A puesto que cada molécula de pigmento produce dos de retinal que es reducido a vitamina A
(retinol).

El proceso metabdlico de transformacion de carotenoides con actividad de provitamina A en
retinol tiene lugar mediante un proceso oxidativo de ruptura central de la molécula catalizado por la
enzima f3, B-caroteno 15,15’-monooxigenasa (EC 1.13.11.21). Esta enzima, inicialmente denominada
B, B-caroteno-15,15'-dioxigenasa, aunque descubierta hace 45 afios, (Goodman y Huang, 1965;
Olson y Hayaishi, 1965), no ha sido purificada hasta recientemente gracias a la clonacion con éxito de

cDNAs en diferentes especies incluyendo la humana (Yan y colaboradores, 2001).

Acciones bioldgicas de carotenoides no metabolizados

Una de las primeras acciones descritas fue la caracterizacion de los carotenoides como
guenchers muy eficaces de oxigeno singulete (Foote y Denny, 1968) y radicales peroxilos (Kennedy y

Liebler, 1991). EI mecanismo se basa en un proceso fisico por el cual, el exceso energético de la
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molécula de oxigeno es absorbido por el pigmento, devolviendo a la molécula de oxigeno a su estado
energeético basal. El pigmento, dispersa térmicamente el exceso energético adquirido, sin provocar
dafios a otras moléculas vecinas. La reiteracion de este proceso termina destruyendo al pigmento
mediante reacciones quimicas que implican la adiciébn del oxigeno singulete a la estructura del
carotenoide dando lugar a endoperdxidos y derivados carbonilicos. Aungque una sola molécula de -
caroteno puede desactivar a 1000 moléculas de oxigeno singulete antes de ser oxidado, dicha
oxidacion irreversible tiene lugar, lo que pone limites a la efectividad como quencher del pigmento
(Liebler, 1993). No obstante, el efecto positivo de la accién queda fuera de dudas y existe un enorme
interés en el desarrollo de compuestos quimicos de sintesis en los que se combinen la excelente
eficiencia de los carotenoides como quenchers con la habilidad de los flavonoides de estabilizar a los
radicales intermedios formados en este proceso. Es posible sintetizar componentes que resultan de la
fusion de esos dos grupos de constituyentes originando carotenilflavonoides que presentan una
mayor capacidad quencher y mejor estabilidad, con aplicaciones potenciales en cremas solares
(Beutner y colaboradores, 2007).

Posiblemente, ninguna otra accion biologica de los carotenoides suscite mayor interés y
controversia que la actividad/capacidad antioxidante. Para aclarar el concepto y dénde pueden surgir
las dudas sobre la eficiencia de carotenoides como antioxidantes, se debe distinguir la actividad
antioxidante, asociada a procesos oxidativos in vitro o formalmente quimicos, de la capacidad
antioxidante, asociada a procesos oxidativos in vivo que implica realmente una accion biolégica.

El término actividad antioxidante se define como la constante de velocidad de la reaccion entre
un antioxidante y un radical libre. Este concepto se correlaciona con el proceso quimico de reaccion
del par antioxidante/radical, la estructura de ambas sustancias y el mecanismo 0 mecanismos de
reaccién que tienen lugar. Los antioxidantes pueden reaccionar con los radicales principalmente
mediante dos mecanismos, abstraccion de hidrégeno, o transferencia electrénica, cesiébn que se
realiza en ambos casos desde la especie antioxidante al radical. Los dos mecanismos pueden
transcurrir en paralelo y el proceso dominante dependera de la estructura del antioxidante y de las
caracteristicas del entorno de reaccion, asi como de la especie radicalaria. Los métodos de

determinacién de la actividad antioxidante se pueden basar en uno u otro mecanismo, o incluso en
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ambos. Para los carotenoides, los métodos de determinacion de actividad antioxidante generalmente
aplicados son el método de Terao (1989) y el método TRAP (Bartosz y colaboradores, 1998),
métodos que utilizan radicales que reproducen los procesos de auto-oxidacion lipidica. Los
carotenoides muestran actividad antioxidante frente a radicales lipofilicos, que son ERO producidas
durante la oxidacién de lipidos. Cada pigmento carotenoide presentard una actividad antioxidante
diferente en funcién de sus peculiaridades estructurales, que le permitirdn reaccionar segun alguno
de los dos mecanismos de reaccién posibles, transferencia electrénica, abstraccion de hidrégeno, y
un tercer proceso denominado reacciones de adicion.

En el primer proceso, radicales como el triclorometil peroxilo (un radical que causa toxicidad en
el higado) y el radical didxido de nitrégeno (un radical procedente del humo del tabaco) convierten a
los carotenoides en radicales catidnicos que pueden reaccionar con sustratos bioldgicos y producir
dafio oxidativo (Everett y colaboradores, 1996; Miller y colaboradores, 1996). Este proceso tiene
lugar, preferentemente, cuando el potencial rédox del radical es lo suficientemente alto para producir
la transferencia electrénica (Everett y colaboradores, 1996).

En el caso de radicales formados durante los procesos de auto-oxidacion lipidica la
transferencia electrénica no es el mecanismo de reaccién sino que ésta transcurre mediante la
abstraccion de hidrégeno y un tercer proceso, la adicién radicalaria en la cadena polienoica. El
proceso de adicion implica que la oxidacion tiene lugar mediante la doble adicién de las especies
radicalarias a la cadena polienoica, lo que genera un aducto bis-peroxilo que puede experimentar un
proceso de rotura heterolitica u homolitica (Liebler, 1993; Rios y colaboradores, 2008). En el proceso
heterolitico no se regeneran radicales, mientras que la rotura homolitica produce dos nuevas
especies reactivas lo que implica un proceso auto-oxidativo. Si la adicién se produce en el anillo se
genera el correspondiente epdxido 5, 6 y un radical lo que supone de nuevo un proceso auto-
oxidativo. El otro proceso de reaccién es el mecanismo de abstraccion de hidrégeno que afecta a los
atomos en posiciones alilicas a un doble enlace y por tanto mas susceptibles de ser abstraidos por
radicales peroxilo. Este proceso genera una especie reactiva que continla la cadena de propagacion
radicalaria.

Aunque los mecanismos de reaccion sean comunes, la velocidad a la que transcurren esta

determinada por la presencia de grupos funcionales por lo que las caracteristicas estructurales de
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cada carotenoide condicionaran su oxidacion y por tanto la actividad antioxidante que presenta. En
concreto resulta clave el radical intermedio caroteno-peroxilo, cuya estabilizacion por deslocalizacion
electrénica es distinta en funcién de los grupos funcionales que se sitlan en los extremos de la
cadena polienoica. Ademas dichos grupos pueden impedir el transcurso oxidativo a través de alguno
de los mecanismos de reaccién comentados y por tanto disminuir la tendencia a la auto-oxidacion
(Liebler, 1993; Pérez-Galvez y Minguez-Mosquera, 2002).

En la Figura 10 se reproducen los mecanismos de reaccion comentados anteriormente. Se
puede observar cémo la posibilidad de que durante el desarrollo del proceso antioxidante, el
compuesto carotenoide produzca nuevas especies radicalarias que incrementen el potencial oxidativo
del entorno. Cuando la generacion de especies radicalarias supera a la velocidad con que el

antioxidante las elimina, se produce la auto-oxidacion del mismo.
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Figura 10.- Mecanismos de reaccién de carotenoides con radicales libres. Proceso de
transferencia electrénica (1); Abstraccién de hidrogeno y auto-oxidacion (2); adicién en el
anillo tipo B, auto-oxidacion y efecto pro-oxidante (3); adiciébn simple en la cadena,
generacion del aducto radicalario (I) y segunda adicién, generando el aducto carotenoide-
bis-peroxilo (Il), (4); fragmentacién homolitica (4a) y efecto pro-oxidante; fragmentacién
heterolitica y efecto anti-oxidante (4b).
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El concepto actividad antioxidante estd mas asociado a los procesos formalmente quimicos que
ocurren en la reaccion del par antioxidante/radical. No cabe duda que las propiedades de estos
procesos repercuten en la capacidad antioxidante, que es el segundo concepto a definir. Esta se
define como la cantidad de especies radicalarias que es eliminada o neutralizada del medio de
reaccion, por la accion de una determinada cantidad de antioxidante. Este concepto es el que se
aplica a la accion de antioxidantes en tejidos y muestras biol6gicas como plasma, epitelio, cultivos
celulares, etc. Los métodos de medida de capacidad antioxidante que se han aplicado a carotenoides
son el método TEAC (Re y colaboradores, 1999), el método DPPH (Brand-Williams y colaboradores,
1995) y el método de oxidacion ex vivo de lipo-proteinas de baja densidad (LDL). Estas medidas
constituyen una aproximacién (mas o menos realista) a la capacidad antioxidante de carotenoides, su
principal accién bioldgica. En los sistemas biolégicos, los lipidos constituyen gran parte de la
membrana celular y de otras estructuras sub-celulares. La oxidacion lipidica tiene consecuencias
negativas en la funcionalidad de la membrana y su integridad. Puesto que los carotenoides se alojan
en esas mismas estructuras van a cortar la cadena de propagacion radicalaria generada por la
oxidacién lipidica, por lo que estos compuestos, junto con los tocoferoles son denominados
antioxidantes de membrana.

El efecto antioxidante de carotenoides in vivo se observa en LDL y membranas celulares donde
ejercen su capacidad mediante los mecanismos de reaccién anteriormente mencionados (Ringer y
colaboradores, 1991). El hecho de que los carotenoides ejerzan esta capacidad en los sistemas
biolégicos es el principal apoyo a la teoria antioxidante sobre una ingesta elevada en alimentos ricos
en carotenoides y un menor riesgo a desarrollar procesos degenerativos. Y aqui es donde surge la
controversia, puesto que no todos los estudios de intervencion apoyan esta hipétesis. Muchos de
estos estudios arrojan resultados inconsistentes (Krinsky, 1994; Rock y colaboradores, 1996) debido
al concurso de varios factores que determinan la falta de correlacion. Algunos factores a mencionar
son los niveles de asimilacion de los antioxidantes presentes en la dieta, es decir, qué proporcion de
lo ingerido es asimilado y por tanto biodisponible, su posible biotransformacién en otros compuestos
de menor eficiencia antioxidante o la generacién de nuevos radicales libres, tal y como se ha indicado
en la exposicion del concepto actividad antioxidante, la cantidad que se deposita en el tejido donde va

a desarrollar su accion, y el marcador de estrés oxidativo utilizado para determinar la correlacion. La
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conjuncién de estos factores propicia que se puedan encontrar resultados que apoyan la correlacion
(Upritchard y colaboradores, 2003) o todo lo contrario (Alpha tocopherol, beta carotene cancer
prevention study group, 1994; Omenn y colaboradores, 1996).

Como se ha mencionado anteriormente, varios estudios epidemioldgicos indican que el
consumo de alimentos ricos en carotenoides esta correlacionado con un menor riesgo a desarrollar
procesos degenerativos, entre los que se encuentran algunos tipos de cancer (Peto y colaboradores,
1981; Ziegler y colaboradores, 1996; Giovannucci, 2002; Mares-Perlman y colaboradores, 2002). La
implicacion de los carotenoides en limitar la aparicién de esta enfermedad deriva de su interaccion
con tres marcadores biologicos relacionados con el cancer: estrés oxidativo radicalario, actividad del
sistema inmune, y modulacién de la comunicacién intercelular (Figura 11).

Si la iniciaciéon y progresion de procesos cancerosos esta relacionada con la presencia de
radicales libres, resulta l6gico suponer que la incorporacion de antioxidantes como los carotenoides a
nuestro organismo contribuira positivamente a disminuir las posibilidades de aparicion de este
proceso degenerativo. Existen evidencias acerca de la implicacién de radicales libres en la iniciacion
y progresion de la carcinogénesis. Las ERO actlan directamente como mutagenos al oxidar las
bases del ADN y también son capaces de activar pre-carcinégenos convirtiéndolos en compuestos
reactivos que modifican el ADN (Marnett, 1987). El descenso continuado en la defensa antioxidante
que provoca la actividad de la ERO es otra evidencia de su implicacidon en la carcinogénesis ya que
este efecto también ocurre por la actividad de auténticos carcindgenos (Cerutti, 1985; Kensler y Taffe,
1986). Consecuentemente, si los carotenoides intervienen como antioxidantes frenando la actividad
de ERO, su accién puede disminuir el riesgo a desarrollar cancer (Malone, 1991; Byers y Perry, 1992;

Voorrips y colaboradores, 2000; Holick y colaboradores, 2002).
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bioactividad de compuestos antioxidantes como los carotenoides y otros posibles mecanismos

de control.
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De la capacidad antioxidante de carotenoides también resulta otro efecto beneficioso, la potenciacion del
sistema inmune. La radiacion UV produce un incremento en la concentracion de radicales libres que
deteriora el sistema inmunoldgico, por lo que la intervencién de antioxidantes naturales limita el efecto
negativo y retrasa la aparicién de marcadores sensibles a la disminucién del sistema inmunolégico. Los
estudios de Fuller y colaboradores (1992) y Herraiz y colaboradores (1998) muestran el efecto de la
ingesta de suplementos de B-caroteno en el sistema inmune de personas sometidas a radiacion UV. El
efecto positivo observado, resultado de un proceso antioxidante, se incrementa cuantitativamente en
personas de mayor edad. Pero los carotenoides pueden modificar la funcién del sistema inmune mediante
mecanismos no antioxidantes lo cual también tiene su trascendencia positiva, en el riesgo a desarrollar
cancer, debido al rol esencial que cumple el sistema inmunolégico en la prevencién de este proceso
degenerativo. Se ha demostrado que la ingesta de suplementos de 3-caroteno incrementa la actividad de
células tipo NK, natural-killers, que reducen la posibilidad de formacion de tumores (Santos y
colaboradores, 1996). En este caso el mecanismo por el que B-caroteno modula la actividad celular no se
conoce. También se ha sugerido que la regulacién de la biosintesis de la prostaglandina E,, reconocido
inmuno-supresor, se debe a la intervencion de -caroteno en la potenciacion del sistema inmune (Halevy y
Sklan, 1987). Se puede observar que la mayoria de los estudios realizados se centran exclusivamente en
[B-caroteno. La experimentacion con otros carotenoides y su efecto en la funcién inmune son muy escasas
y no han arrojado resultados concluyentes ni positivos (Hughes y colaboradores, 2000).

La mejora de la comunicacion intercelular es el tercer marcador que correlaciona inversamente la
concentracion plasmatica de carotenoides con la progresion del cancer. En este caso el mecanismo de
accion no se basa en la accion antioxidante ya que en diversos estudios realizados sobre el efecto
inhibidor de carotenoides en la proliferacion de células neoplasicas no se encontré correlacion entre ese
efecto y la capacidad antioxidante. De hecho, la adicién de otros antioxidantes de membrana como a-
tocoferol no mostré efecto inhibidor alguno lo que parece corroborar la presencia de un mecanismo de
accion diferente. En este caso el mecanismo de accion esté ligado a la capacidad de los carotenoides de
aumentar, o restablecer, la comunicacion intercelular que tiene lugar a través de canales o poros
denominados conexones. A través de estos poros las células intercambian diversas moléculas

sefializadoras, entre ellas agentes antiproliferativos.

-46-



csIC &

JUNTA TE ANDALUCIA

CONSEO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En las células cancerosas la comunicacion intercelular esta interrumpida debido a que la expresion
génica de la proteina que forma parte estructural de esos poros o canales de comunicacion, la conexina
43, esta disminuida. A consecuencia de ello las células cancerosas se comunican poco con las células
normales que la rodean, por lo que no reciben informacién de su entorno, lo que supone la pérdida de
control de la proliferacion sobre las células transformadas (Loewenstein, 1979). Por el contrario, si se
restablece la comunicacién intercelular entre las células normales y las cancerosas, se tendria la
oportunidad de frenar su proliferacién. En varios estudios se ha demostrado que los carotenoides
incrementan la expresion del gen que codifica la conexina 43, lo que aumenta la comunicacion intercelular
con el tejido sano y disminuye la proliferacién de células transformadas. El mecanismo de regulacion de la
expresion génica por mediacién de los carotenoides se desconoce. La hipétesis méas extendida es que los
carotenoides, y particularmente algunos productos de su metabolismo, son capaces de activar una serie

de receptores nucleares (RAR-a y RXR-0) que activan la expresion génica.

Metabolismo de antioxidantes e hidroperdxidos en la mucosa intestinal

Hasta ahora, se ha expuesto la presencia de hidroperoxidos lipidicos alimentarios a lo largo del
tracto digestivo y de cdmo éstos estan relacionados con procesos degenerativos como el cancer y los
desérdenes del sistema digestivo. Mas allda de la amplia implicacién de los hidroperédxidos lipidicos
alimenticios en estos procesos patolégicos, se conoce muy poco sobre su absorcion, metabolismo en la
mucosa intestinal y transporte. El intestino es el punto de absorcién de nutrientes y una barrera de defensa
critica frente a los mutagenos, carcindégenos y oxidantes derivados de la dieta, incluyendo a los
hidroperéxidos procedentes de la dieta y de los que se forman durante la digestion. Es también, por tanto,
el tejido mas expuesto a los dafios que provoca la accion de los agentes toxicos y pro-oxidantes. En
circunstancias normales el epitelio intestinal se reemplaza completamente cada 24-48 horas, siendo esta
alta tasa de reparacién celular uno de los mecanismos de proteccién, pero si este proceso de
regeneracion es mas lento de lo normal el tejido se puede afectar seriamente, disminuyendo la eficiencia
de la proteccion frente a los hidroperéxidos (O'Brien y Frazer, 1966; Aw y colaboradores, 1992; Aw, 2005;

Monnier, 2007).
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La enfermedad inflamatoria intestinal activa se caracteriza por cursar con la generacion de dafio
estructural en la mucosa intestinal. La causa de estos dafios no esta totalmente establecida, pero la
infiltracion masiva de leucocitos polimorfonucleares y mononucleares contribuye a la produccion de gran
cantidad de metabolitos reactivos de oxigeno, tales como aniones superoxido y perdxido de hidrégeno
entre otros, que se unen a los compuestos reactivos generados como consecuencia de la
hidroperoxidacion lipidica de los alimentos provenientes de la dieta. Para contrarrestar cualquier efecto
dafiino generado por la presencia de estas especies reactivas de oxigeno, la mucosa intestinal normal
estd equipada con un sistema de defensa que incluye enzimas como la superéxido dismutasa y la
glutation peroxidasa, asi como compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, como el glutatién
(Kruidenier y colaboradores, 2003).

Considerando solo el proceso global de metabolismo de hidroperoxidos lipidicos por el intestino
delgado, éste puede resumirse en la consecucién de tres etapas. Estas son la fase absortiva, es decir, la
absorcion de los hidroperoxidos lipidicos por el lumen intestinal; la fase metabdlica, o degradacién
intracelular de los hidroperéxidos absorbidos; y la fase de transporte, es decir, la liberacién de los
hidroperéxidos y los productos metabdlicos a la linfa, asociados a lipoproteinas. Estudios recientes se
centran en la absorcion y el transporte linfatico de los hidroperdxidos de &cidos grasos, pero la
controversia persiste en torno a si los lipidos peroxidados son absorbidos y procesados por el intestino
delgado. Aunque distintos grupos de investigacion han sido incapaces de medir hidroperdxidos lipidicos en
la linfa, otros han encontrado cantidades apreciables de los mismos en este emplazamiento y otros tejidos
tras la administraciéon de acidos grasos peroxidados a ratas. Los resultados implican al glutation reducido
(GSH) en la manipulacion intestinal de los hidroperéxidos lipidicos y, ademas, sugieren que las aparentes
discrepancias en las observaciones de diferentes estudios se explican por los distintos niveles de GSH en
la mucosa bajo diversas condiciones experimentales. Debido a las funciones de GSH en la reduccion de
los hidroperéxidos lipidicos catalizada por la GSH-peroxidasa, el estatus de GSH en la mucosa podria
alterar significativamente el destino metabdlico de los hidroperdxidos lipidicos alimentarios (Aw y
colaboradores, 1992; Aw, 2005).

El glutation es un reductor y antioxidante que se encuentra de manera natural en las células. La
funcion principal de GSH, a grandes rasgos, es la de detoxificar las especies reactivas de oxigeno de

origen enddgeno y exdgeno para proteger a las células del estrés oxidativo, reduciendo la cantidad de
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hidroperéxidos transportados del intestino a la linfa, y constituye el sustrato para las enzimas GSH-
peroxidasa y GSH-transferasa. En situaciones normales, GSH es una molécula que se encuentra en
grandes cantidades en la mucosa del tracto gastrointestinal cuyo equilibrio se mantiene por la sintesis de
novo a partir de cisteina, por su regeneraciéon desde glutatién disulfuro y por su incorporacion al organismo
desde fuentes exdgenas a través de sistemas de transporte Na“ dependientes. En este aspecto, la
introduccién exdgena de GSH proveniente de los alimentos afecta a su concentracion incrementandola,
aunque la presencia de productos de reacciones de oxidacion derivados de la oxidacion de alimentos
puede afectarla en el sentido opuesto. El glutation exdgeno se transporta intacto a través del intestino
delgado in vivo para suplementar el pool intracelular de glutatién, sugiriéndose que el glutation luminal
puede contribuir a mantener el balance tiol en la mucosa. El glutation proveniente de los alimentos y el
biliar son las fuentes mayoritarias de glutation luminal (Aw, 2005; Kanner, 2007).

La actividad GSH peroxidasa esté presente a lo largo del intestino delgado. En el metabolismo de los
hidroperéxidos lipidicos por parte de la GSH peroxidasa, dos moléculas de GSH son oxidadas a glutation
disulfuro (GSSG). El incremento de GSSG celular supone la activacién de la reduccion de GSSG
suministrando NADPH vy el eflujo de GSSG desde las células. Cuando la tasa de reduccion de
hidroperéxidos es alta, el proceso esta limitado por el suministro de NADPH y resulta en una reduccién
extensiva del pool GSH/GSSG (Kowalski y colaboradores, 1990).

En presencia de una alta concentracién celular de GSH, los hidroperdxidos lipidicos absorbidos son
eficientemente metabolizados y los compuestos resultantes son liberados, promoviéndose asi una reduccién
intracelular que permite una mayor absorcién luminal de hidroperéxidos lipidicos debido a la creacién de un
gradiente desde la zona extracelular a la intracelular, disminuyendo asi su concentraciéon luminal y
atenuandose la salida de hidroperéxidos a la linfa. Este mecanismo GSH dependiente es altamente
favorable para el catabolismo de hidroperéxidos y ofrece un sistema eficiente para la retirada rapida de los
hidroperéxidos en el intestino delgado. En cambio, cuando la concentracién celular de GSH es baja, la tasa
de absorcion luminal puede estar limitada por el decrecimiento intracelular del catabolismo de los
hidroperéxidos debido a la saturacion de los sistemas de detoxificacion por GSH. Bajo estas condiciones de
deficiencia en el catabolismo intracelular de los hidroperdxidos, se dafia el proceso de absorcién de los
mismos por parte de la mucosa, lo cual incrementa la retencién luminal de hidroperéxidos y promueve el

transporte de los mismos hacia la linfa (Figura 12) (Aw y colaboradores, 1992; Aw, 2005; Kanner, 2007).
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Figura 12.- Modelo de absorcién y transporte linfatico de los hidroperodxidos lipidicos luminales en las
células intestinales con suficiencia o deficiencia de glutation. Las abreviaturas son GSH y GSSG,
para glutation y glutatién disulfuro, respectivamente; S y D, para suficiencia y deficiencia de glutation,
respectivamente; LOOH y LOH, para hidroperéxido e hidréxido lipidico, respectivamente.
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Aungue no se pueden descartar otras explicaciones, como la inhibicion directa de la absorcion
bajo condiciones de deficiencia de GSH, esta interpretacién basada en consideraciones metabolicas
es razonable (Aw y colaboradores, 1992; Aw, 2005; Kanner, 2007).

Relacionado con lo anterior, los suplementos exégenos de GSH pueden ser usados para
estimular el pool celular de GSH. Estudios previos han documentado que el GSH exdgeno puede
incrementar la concentracién intestinal de GSH in vitro e in vivo. Esto se puede traducir en futuros
estudios relacionados con el tema para promover el catabolismo intestinal de los hidroperéxidos

lipidicos incrementando los sistemas antioxidantes celulares (Aw y colaboradores, 1992).

Metabolismo oxidativo no enzimatico de carotenoides

Frente a la relativa especificidad que presentan las reacciones enzimaticas de oxidacion de
carotenoides, comentadas con anterioridad, se presentan las reacciones de oxidacién no enzimatica
mediadas por especies reactivas de diverso origen o propiciadas por las condiciones oxidativas del
entorno, mas inespecificas. Estableciendo como mecanismo de reaccion la transferencia electrénica,
se originan radicales carotenoides iénicos, cuando reaccionan con especies radicalarias de elevado
potencial oxidativo. Los radicales carotenoides catiénicos son faciles de detectar debido a su intensa
absorcién en la region del infrarrojo cercano. Estos radicales en ausencia de otros reactantes
experimentan un proceso de dismutacion dando origen al carotenoide original y a una especie
carotenoide radicalaria dicatidnica, o de pérdida de un protén (Liu y Kispert, 1999). También se ha
descrito su reacciéon con aminoacidos y péptidos, porfirinas, oxigeno y con otros antioxidantes
lipofilicos e hidrofilicos (EI-Agamey y McGarvey, 2008). Estos Ultimos procesos son una evidencia del
funcionamiento regenerativo de la red de antioxidantes no enzimaticos con la que cuenta nuestro
organismo para mantener el balance del estrés oxidativo. En la Figura 13 se presentan las reacciones
de regeneracion de radicales carotenoides cationicos mediante la intervencion de otros carotenoides,
tocoferol y acido ascorbico, asi como las reacciones de dismutacion y transferencia con aminoacidos
y porfirinas. Estos procesos también se han descrito para radicales carotenoides aniénicos (McVie y
colaboradores, 1979; Conn y colaboradores, 1992).

Mediante la abstraccién de hidrégeno, en posiciones alilicas o bis-alilicas, y la adicion de

radicales peroxilo a la cadena polienoica se producen radicales carotenoides neutros que

-51-



csIC &

JUNTA TE ANDALUCIA

CONSEO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

experimentan diversos procesos de degradacion secundaria. Resulta interesante destacar en primer
lugar a los productos de degradaciéon de B-caroteno formados por la abstraccién de uno o dos
hidrégenos en las posiciones C4 y C4' y posterior la adicién del radical 6xido de nitrégeno,

procedente del humo del tabaco, en esas posiciones (Rice-Evans y colaboradores, 1997).
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Figura 13.- Diferentes procesos de reaccién del radical
carotenoide catiénico; dismutacion (1), regeneracién con un
aminoacido (TyroOH, 2), porfirina (POR, 3), acido ascérbico

-53-



csiIC

JUNTA TE ANDALUCIA

CONSEO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Otra via de generacion de radicales carotenoides neutros es la adicion de ERO en posiciones
de la cadena polienoica o, en su caso, de los anillos terminales originando un aducto radicalario. Esta
especie puede experimentar diversas reacciones como la disociacion iénica (EI-Agamey y McGarvey,
2003) o la fragmentaciéon hemolitica o heterolitica con la posibilidad de adicién de ERO al aducto
radicalario intermedio (proceso esquematizado en la Figura 10).

La diversidad de especies intermedias procedentes del metabolismo oxidativo no enzimatico de
carotenoides es bastante amplia y permite, por un lado, detectar ese tipo de especies en
experimentos ex vivo o en muestras bioldgicas. Los radicales carotenoides idnicos tienen una vida
media corta, son centro del ataque de nucledfilos y se regeneran con otras especies de naturaleza
bien carotenoide bien antioxidante lipo- o hidrofilicos (Figura 10). Las reacciones en las que
intervienen los radicales carotenoides iénicos formados no originan productos de fragmentacion,
exceptuando al proceso de asociacién (Figura 10, reaccion 1), el rastro de su presencia se deja notar
en otras biomoléculas a las que hayan alterado oxidativamente mediante el intercambio de
electrones. Los procesos de fragmentacién si generan especies mas estables que pueden ser
detectadas, al margen de los efectos que produzcan en las biomoléculas de su entorno. Los
productos de fragmentacion también se pueden asemejar estructuralmente a los retinoides
mimetizando su actividad.

Los productos de fragmentacidn oxidativa de [3-caroteno mas ampliamente descritos son (3-apo-
carotenales, con diferente longitud de la cadena polienoica (Handelman y colaboradores, 1991;
Stratton y colaboradores, 1993; McClure y Liebler, 1995). Estos productos coinciden con los
generados por el metabolismo enzimatico que genera retinal. Ademas de aldehidos, se ha descrito la
presencia de cetonas y epoxidos tras la oxidacion in vitro de B-caroteno como por ejemplo [-
ciclocitral, dihidroactinidiolido, [-ionona, 5,6-epoxi-B-ionona, y 5,8-endoperéxido-2,3-dihidro-f3-
apocaroten-13-ona que junto a los [-apo-carotenales aparecen sisteméaticamente después de la
oxidacién de B-caroteno (Day y Erdman, 1963; Mader, 1964; Sommerburg y colaboradores, 2003;
Rios y colaboradores, 2008). La estructura de estos compuestos se detalla en la Figura 14. De forma
especifica, la oxidacion de [-caroteno con oxigeno molecular genera 5,8-epoxi-B-ionona, [-

ionilidenacetaldehido, y 4-oxo-B-ionilidenacetaldehido (Mordi y colaboradores, 1991; 1993). Esta serie
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de productos tiene efectos biolégicos negativos al desarrollar procesos de caracter pro-oxidante,
como es la oxidacion de biomoléculas de su entorno, la modulacién de la actividad de la familia de
enzimas proteina quinasa C, la estimulacion de la actividad co-carcinogénica del citocromo P450
(Wang y colaboradores, 1999), y la oxidacién ADN (Yeh y Hu, 2001), ademas de promover la
apoptosis en varias lineas celulares humanas (Mo y Elson, 1999; Nara y colaboradores, 2001). En los
procesos indicados se observa cdmo la actividad de la mencionada serie de productos de oxidacién
de B-caroteno mimetiza la de aldehidos generados por la auto-oxidacion de acidos grasos, por
ejemplo malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE). De hecho se ha observado cémo la
actividad de los apo-carotenales es mas potente que la mostrada por MDA y 4-HNE como por
ejemplo en la inhibiciéon de la Na*—K'—ATPasa (Siems y colaboradores, 2000). Los productos de
degradacion ejercen efectos beneficiosos en ciertos tipos de células cancerosas, inhibiendo su
crecimiento o induciendo su diferenciacién (Hu y colaboradores, 1998; Duitsman y colaboradores,

1999).
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Figura 14.- Estructura de productos de fragmentacién carotenoide detectados durante
procesos de oxidacion quimica o enzimatica in vitro e in vivo.
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Co-oxidacion de carotenoides en presencia _de lipoxi genasa. Formacion de apo-

carotenoides

La co-oxidacion de carotenoides mediada por acidos grasos y lipoxigenasa constituye una
fuente no especifica de productos de ruptura de la molécula carotenoide. El pigmento es oxidado por
las especies radicalarias generadas a partir del sustrato sobre el que la enzima ejerce su actividad.
Algunos autores correlacionan la degradacién de carotenoides por co-oxidacion con la accion de un
radical peroxi, generado por LOX, sobre el carotenoide para formar un radical carotenoide que
posteriormente pasara a ser un radical peroxicarotenoide (Figura 15). La oxidacion de [-caroteno en
sistemas con lipoxigenasa ha sido estudiada, y algunos de los compuestos identificados fueron [3-
caroteno-5, 6-epoxido, B-apo-13-carotenona, cetonas, 3-ionona y epoxido de B-ionona (Handelman y
colaboradores, 1991; Yamauchi y colaboradores, 1993, 1998; Fleischmann y Zorn, 2008).

La oxidacion de licopeno en presencia de lipoxigenasa intestinal produce derivados ceto y apo
de licopeno con maximos de absorcién en la zona del UV, a la vez que derivados aldehidicos y
epoxidos con maximo de absorcién en la zona del visible (dos Anjos Ferreira y colaboradores, 2004).

Experiencias de co-oxidacion de B-caroteno y los radicales generados de la actividad LOX
confirman que los compuestos generados a partir de incubaciones de B-caroteno con LOX y acido
linoleico son los mismos que los encontrados en las incubaciones con homogenados de mucosa
gastrica humana. En concreto, tras 30 minutos de incubacion del 3-caroteno con un homogenado de
mucosa gastrica humana, se generan B-apo-14’, -12’, -10’, y -8'- carotenales, B-apo-13-carotenona,
acido retinoico y retinal, lo que confirma la presencia de una ruta de rotura excéntrica de carotenoides
en este tejido humano. La adicién de LOX al homogenado incrementa la produccién de producto de
rotura de carotenoides. Asi, se podria decir que los hidroperoxidos, y sus derivados, generados en la
mucosa son los que intervienen en la oxidacion de (-caroteno para la formacién de apo-carotenoides.
Esta actividad de co-oxidacion también explica que los carotenoides actien como quenchers sobre

los radicales peroxilos y participen en los sistemas de defensa celular (Yeum y colaboradores, 1995).
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Figura 15.- Esquema de oxidacion de B-caroteno mediada por un radical peroxilo. Generacion
del radical intermedio carotenoide y pérdida de la conjugacién polienoica.
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El objetivo general de trabajo es determinar la implicacion de antioxidantes lipofilicos,
presentes en matrices alimentarias, en los procesos oxidativos desencadenados por ERO de origen
exégeno (procedentes de la dieta) y enddégeno (formadas por enzimas LOX) generados a partir de
hidroperoxidos lipidicos. Igualmente, se pretende descubrir nuevos focos de actividad antioxidante/no
antioxidante (no explicados hasta el momento) durante el proceso digestivo y durante la asimilacion
de hidroperoxidos lipidicos, en los que los antioxidantes pueden contribuir a mantener el balance
oxidativo de la mucosa intestinal. Este objetivo general se desarrolla en objetivos parciales.

1. Estudio de la capacidad antioxidante de pigmentos carotenoides en matrices alimenticias.
Durante el proceso digestivo, carotenoides como [3-caroteno, licopeno y luteina pueden desarrollar su
actividad antioxidante frente a las ERO de origen exdgeno que se han incorporado a través de la
dieta 0 se han generado a consecuencia de la digestion. Se aplicard un modelo bioquimico in vitro
gue mimetiza las condiciones quimicas y enzimaticas que secuencialmente se producen durante la
digestion, se pretende estimar la interaccion entre los carotenoides y las ERO, y determinar si de
dicha interaccién se deriva un descenso en el contenido de ERO exdgenas que permanezcan
disponibles para su asimilacién intestinal.

2. Estudio de la absorcién y el transporte de hidroperéxidos lipidicos exdgenos a través de la
mucosa de epitelio intestinal, en presencia de antioxidantes luminales, mediante el uso de la técnica
de asimilacién ex vivo con celdas tipo Ussing. El consumo de grasas insaturadas implica la entrada
en nuestro organismo de hidroperéxidos lipidicos que se pueden acumular dando origen a ERO que
provocan un desequilibro del estatus rédox tisular ligado al inicio y progreso de procesos
degenerativos. En el lumen digestivo, que es el sistema mas expuesto a la accion directa de los
hidroperoxidos, actia el sistema de defensa antioxidante de nuestro organismo para evitar la
generacion de ERO. Para evaluar la absorcion y transporte de hidroperéxidos en el epitelio intestinal,
se empleara un sistema de celdas tipo Ussing que simula el transporte, a través de células
enterociticas, desde su cara apical a la basolateral. La cantidad de hidroperédxidos lipidicos
encontrados en la cara basolateral de células epiteliales intestinales se determinara
espectrofotométrica mediante una técnica colorimétrica y, a partir de los datos obtenidos, se obtendra

la velocidad de difusion y permeabilidad aparente a través del tejido. Factores como la presencia de
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diversos antioxidantes luminales, la cantidad de hidroperdxidos en la cara apical o el estado
fisioldgico del tejido se tendran en cuenta en el desarrollo del ensayo.

3. Estudio de actividad LOX en epitelio intestinal. La actividad de lipoxigenasa puede ser la
causa de formacion de hidroperéxidos lipidicos generadores de ERO con actividad oxidante a ambos
lados del epitelio intestinal. Esta generacién de un potencial oxidante endégeno es mas acusada en
tejidos afectados por procesos inflamatorios en el que la actividad LOX esté sobre-expresada. La
determinacion de la actividad LOX in vitro permitird evaluar la capacidad de generar potencial
oxidante en tejido epitelial sano frente a otro afectado por procesos inflamatorios. Se realizara un
estudio secuencial que comenzara con el empleo de técnicas de HPLC para separar, identificar y
cuantificar los hidroperéxidos que sirva de base para un seguimiento rutinario mediante analisis
espectrofotométrico, técnica mucho mas rapida y sencilla.

4. Estudio de la cinética de degradacion de Scaroteno, luteina y licopeno en situaciones de
estrés oxidativo originado por lipoxigenasa. En este objetivo se determinaran las consecuencias que
tiene el estrés oxidativo de origen tisular con actividad LOX sobre-expresada sobre los carotenoides
cuando éstos desarrollan su actividad antioxidante. Mediante un seguimiento espectrofotométrico se
evaluara el descenso progresivo en la concentracion de carotenoides y se establecera la cinética de
degradacion de cada carotenoide, lo que marcara el nivel de implicacion de cada uno de ellos en la

actividad antioxidante y como se modifica la disponibilidad de estos compuestos para ser asimilados.
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Materias primas

Vegetales ricos en carotenoides

Para la obtencién de digestatos concentrados en compuestos carotenoides se parte de
vegetales frescos y preparaciones envasadas, obtenidos del mercado local. Para la obtencion de
digestatos ricos en [(-caroteno, se parte de tubérculos de zanahoria (Daucus carota). Para la
obtencién de digestatos ricos en licopeno, se aplica el proceso de digestion sobre tomate
(Lycopersicon esculentum). Para la obtencion de digestatos ricos en compuestos xantofilicos,
destacando como componente mayoritario la luteina, la digestion se lleva a cabo sobre maiz dulce

cocido en envase (Zea mays).

Extractos vegetales concentrados en carotenoides

Para la obtencion de disoluciones stock de licopeno, luteina y [B-caroteno se utilizaron
oleorresina de licopeno, obtenida de concentrado de tomate (Lycopersicon esculentum) vy
suministrada por Lycored (Beer-Sheva, Israel); luteina desesterificada obtenida de un concentrado de
pétalos de marigold (Tagetes erecta) y suministrada por Kemin Foods (Des Moines, lowa, EEUU); -

caroteno patrén en polvo suministrado por Fluka (St. Louis, MO, EEUU).

Aceite de pescado

Como fuente de lipidos poli-insaturados se utiliz6 aceite de sabalo atlantico (Brevoortia

tyrannus) suministrado por Sigma (St. Louis, MO, EEUU).

Tejido epitelial de ratén

El gen APC (en inglés adenomatous polyposis coli) esta relacionado con la capacidad de
eliminacion de tumores. Una de las hip6tesis sobre el mecanismo de formacién de adenomas postula
la mutacién de los alelos de este gen. El ratdbn (Mus musculus) APCY" es heterocigoto presentando
una mutacién puntual terminadora (en inglés non-sense mutation) que convierte un codén codificante

en un codon de terminacion. La mutacion provoca la aparicion de numerosos adenomas e inflamacion
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en el epitelio intestinal. Esta linea se utiliza como modelo para estudiar la asimilacion y metabolismo

de lipidos en condiciones inflamatorias y presencia de tejido adenomatoso. Los ratones APCM™ fueron

suministrados por Charles River Laboratories (Barcelona, Espafia) cepa C57BL/6J-APC. Se
adquieren tres machos heterocigotos para el gen APCMP y se cruzan con hembras C57BL/6J. Las
camadas se genotipan para separar los animales heterocigotos (que presentan la mutacién en el gen
APC) de los homocigotos. Estos ultimos se utilizan como grupo control. Para la obtencién del epitelio
intestinal, los ratones (grupos APCM" y control) se sacrifican mediante dislocacion cervical,
procediendo a la evisceracion y diseccién del intestino delgado. Un segmento intestinal de cada
individuo se limpia perfundiendo tampén salino (PBS) en su interior y posteriormente se everte, antes

de congelarlo, a -80 °C.

Tejido epitelial de intestino de cerdo

Para la obtencién de las fracciones sub-celulares, microsomal y citosélica, se utiliza intestino de
cerdo obtenido inmediatamente después del sacrificio del animal en un matadero local. Las muestras
de intestino se limpian perfundiendo tampén salino (PBS) en su interior y posteriormente se everten,

antes de congelarlo, para su almacenamiento a -80 °C.

Reactivos vy disolventes

Se emplea hexano, acetona, metanol, éter etilico, éter de petréleo ligero (40-60 °C), etanol
absoluto, cloroformo, tetrahidrofurano (THF) y acetonitrilo y acido acético de calidad HPLC. El resto
de reactivos y disolventes son de calidad analitica. Para la preparacion de tampones se emplea agua
destilada y en el caso de medios de reaccion se utiliza agua desionizada de pureza Milli-Q (Millipore,
Milford, MA, EEUU).

Los reactivos BHT, 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol, al 99% de pureza, pepsina de mucosa gastrica
de cerdo con una actividad de 920 U/mg de proteina, y extracto biliar porcino (contiene glicina y
taurina, conjugados de acido hiodeoxicélico y otras sales biliares), asi como quercetina anhidro,
taurocolato en sal sédica hidrato, acido tanico, L-a-fosfatidilcolina tipo IV-S y DL-a-acetato de
tocoferol fueron suministrados por Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Tween 20, monolaureato

polioxietilen-sorbitan, fue suministrado por Sigma (St. Louis, MO, EEUU). Lipoxigenasa de soja tipo V
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con una actividad de 701000 U/mg (unidades Sigma de actividad de LOX), seroalbumina bovina
patrén y acido araquidénico con pureza del 99,2% fueron suministrados por la misma compaifiia.
Pancreatina de pancreas porcino con 149 U/mg (amilasa, USP) de actividad amilasa fue
suministrada por Fluka (St. Louis, MO, EEUU). La misma compafia suministr6 acido linoleico con
pureza superior al 99% y lipoxigenasa de soja tipo | con una actividad de 5,6 U/mg (unidades Fluka
de actividad de LOX).
El 2,2’-azobis-(2-aminopropano) dihidroclorhidrico (AAPH) y 1,2-propandiol con pureza 299,5%

fueron suministrados por Aldrich (St. Louis, MO, EEUU).

Disoluciones y tampones

Disolucion AAPH : Compuesta por AAPH 80 mM, disuelto en una pequefia cantidad de agua,
y llevada a volumen final con metanol.

Disolucidén de conservacion : Compuesta por una disolucion de sacarosa, 0,25 mM.

Disolucidn salina : Compuesta por NaCl, 140 mM; KCI, 5 mM; BHT, 150 uM.

Disolucion sustrato : Compuesta por acido linoleico (LIN) 0,7 mM, y la misma cantidad en
peso de Tween 20 que del LIN usado en la elaboracion, todo disuelto en tampén KH,PO, y con unas
gotas de NaOH para clarificar.

Jugo gastrico : Disolucién de pepsina, 0,035 g/mL; NaCl, 0,15 M; HCI, 0,02 M; pH 1,8.

Jugo intestinal : Disolucién de pancreatina, 15 mg/mL; sales biliares, 1,5 mg/mL; NaCl, 0,15 M.

Tampon KH ,PO,4: compuesta por KH,PO4 5 mM, pH 5,8.

Tampén A : Compuesto por HEPES 20 mM, sacarosa 250 mM y EDTA 1 mM, pH 7,4. La
variante Tampén A+DTT adiciona a todo lo anterior ditiotreitol 1 mM.

Tampdn de homogeneizacién : compuesto por Tris-HCI (Sigma, St. Louis, MO, EEUU), 100
mM; pH 7,4.

Tampon de incubacion : Compuesto por Cl,Mg 10 mM, KCI 150 mM, Tris-HCI 50 mM, llevado
apH?75.

Tampén de lavado : compuesto por 1,15% KCI; EDTA, 10 mM; pH 7,4.

Tampédn de suspension : Compuesto por 2 mM Tris-HCI, 0,05 M D-manitol, 5 mM EGTA; pH

7,1.
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Tampon fosfato salino : Compuesto por 6,75 mM Na,HPO,4, 16,5 mM NaH,PO,, 115 mM NaCl,
y 5 mM KClI, pH 6,4.

Tampoén Krebs-Henseleit : compuesto por NaCl, 112,94 mM; KCI, 4,69 mM; D-glucosa, 12,1
mM; KH,POy,, 1,2 mM; MgSO,7H,0, 1,2 mM; CaCl,2H,0, 1,91 mM; NaHCOs, 25 mM; pH 7,74.

Tampdn PBS : compuesto por Na,HPOQO,, 6,75 mM; NaH,PO,4, 16,5 mM; NaCl, 115 mM, KCI, 3

mM.

Métodos

Procedimiento _de separacion y purificacién aplicado a extractos oleosos concentrados de

licopeno, luteina libre y B-caroteno

Para la obtencién de disoluciones stock de los pigmentos mencionados (utilizadas en los
experimentos de capacidad antioxidante de digestatos frente a LOOH, en la elaboracion de
emulsiones Tween carotenoide empleadas en la estimacion del transporte de LOOH a través de
epitelio intestinal y en la cinética de degradacion de pigmentos por LOX) se aplicé el procedimiento
siguiente. Se solubilizan 0,02 gramos de la oleorresina en 25 mL de éter etilico. La disolucion se
introduce en un embudo de decantacion y se afiaden 10 mL de KOH en metanol al 10% (p/v). La
reaccién de saponificacién transcurre durante 1 hora, al objeto de eliminar la materia grasa.
Finalizada la reaccion se afiaden 200 mL de disolucién acuosa de NaCl (10%, p/v). Las fases,
orgénica y acuosa, se separan desechandose la acuosa. La fase organica se lava con agua hasta
neutralidad y dos veces con 200 mL de solucién acuosa de Na,SO, (2%, p/v). La fase organica se
filtra a través de un lecho sélido de Na,SO, y se evapora en rotavapor. El residuo se solubiliza con un
volumen exacto de acetona (luteina y -caroteno) o éter de petréleo ligero (licopeno). En cada uno de
los casos se utiliza la expresion para el calculo de la concentracion que aparece reflejada en la Tabla

1.
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Tabla 1. Coeficientes de absorcién especificos (E~ **1¢m) utilizados para
la determinacion cuantitativa de la concentracion c arotenoide mediante
medida espectrofotométrica

Carotenoide E " em A (nm) disolvente
[-caroteno 2620° 450 acetona
Licopeno 3450° 472 éter de petréleo
luteina (libre o esterificada) 23407 446 acetona
extracto de Capsicum annuum L. 2654" 456 acetona

La concentracién se calcula aplicando la siguiente expresion:

unidades de absorbancia a Anax

100 X Ellj/olcm

¢ (g/mL) =

2M|'nguez-Mosquera, 1997. 3 Davies, 1976. 4 Minguez-Mosquera y Pérez-Galvez, 1998.
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Obtencién de extractos directos (ED) de pigmentos desde una matriz vegetal

Para la extraccion directa de pigmentos desde la matriz vegetal, se homogeneizan 10 g de la
materia prima (zanahoria, tomate o maiz dulce cocido) con 40 mL de acetona y 20 mL de agua
destilada. La homogenizacion se lleva a cabo en un homogeneizador Jauke & Kunkel ULTRA-
TURRAX T25 de IKA-Labortechnik (Staufen, Alemania), durante 1 minuto. El resultado se pasa a
través de un filtro de papel de 160 g/m’ (Filtros Anoia; Barcelona, Espafia) en un embudo ceramico
adosado a un kitasato que se conecta a una bomba de vacio de Vacuubrand GMBH + CO KG
(Wertheim, Alemania). La pasta obtenida tras el proceso de filtrado se re-extrae hasta su
decoloracion. El extracto obtenido se traslada a un embudo de decantacién que contiene 60 mL de
éter etilico. Para cuantificar, este seria el momento de afadir una cantidad exacta y conocida de [-
apo-8’-carotenal como patrén interno. Se afiaden 10 g de NaCl, 200 mL de agua destilada y se agita
enérgicamente para disolver la sal. Tras la separacion de las fases, se retira la fase acuosa
(recuperando la pigmentacion de ella, si fuese necesario) y se lava la organica con 200 mL de
disolucion acuosa de NaCl (10%, p/v), aplicando agitacion leve. La fase acuosa se descarta y la
organica se lava 2 veces con agua. La fase organica resultante se lava 2 veces con 200 mL de
disolucion acuosa de Na,SO, (2%, p/v). La fase organica se filtra a través de un lecho sélido de
Na,SO, y se evapora en rotavapor a una temperatura inferior a los 30 °C. El residuo se solubiliza en

un volumen exacto de acetona HPLC y se almacena a -30 °C hasta su andlisis.

Obtencién de extractos de pigmentos de digestatos (DED)

Para la obtencion de pigmentos desde el digestato, se lleva a cabo un proceso de extraccién
en embudo de decantacién. Sobre 60 mL de éter etilico dispuestos en un embudo de decantacion, se
afiaden 15 mL del digestato correspondiente. Se aflade una cantidad exacta y conocida de B-apo-8'-
carotenal, como patrén interno si se prevé la cuantificacion. El contenido del embudo se lava con 200
mL de una disolucién acuosa de NaCl (10%, p/v) y se agita. Tras la separaciéon de las fases en el
embudo, se desecha la fase acuosa y se realiza una recuperacion de pigmentos de ella, si fuera
necesario. Repetir este proceso una vez mas. La fase organica resultante se lava 2 veces con 200

mL de disolucién acuosa de Na,SO, (2%, p/v) y, tras retirar la fase acuosa, se filtra a través de un
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lecho sélido de Na,SO, y se evapora en rotavapor a una temperatura inferior a los 30 °C. El residuo
se solubiliza en un volumen exacto de acetona HPLC. La muestra se almacena a -30 °C hasta su

analisis.

Cuantificacion de carotenoides por HPLC

El perfil carotenoide presente en los ED o en los DED se cuantifica mediante la aplicacion del
método de HPLC desarrollado por Minguez-Mosquera y Hornero-Méndez (1993). Se trata de un
sistema de separacion cromatografica en fase reversa (columna Ci;g 5 pum, 250 x 4,6 mm, modelo
mediterranea SEA 18, Teknokroma, S. Coop. Ltda., Barcelona, Espafia). EI método emplea un
gradiente binario acetona:agua en la proporcion inicial de 75:25, a una velocidad de flujo de 1,5
mL/min. La cantidad de muestra inyectada es de 50 pL. El cromatégrafo liquido utilizado es de la
marca Jasco (JASCO Corporation, Tokio, Japén), equipado con una bomba de gradiente cuaternaria
(JASCO PU-2089 Plus), interfaz de datos analégico/digital JASCO LC-Netll/ADC, inyector automatico
(JASCO AS-2055 Plus) y detector UV-vis de diodos en linea (JASCO MD2010 Plus). Los datos
cromatograficos se gestionan mediante el software Chrompass (version 1.8, JASCO Corporation,

Tokio, Japén, 2003).

Proceso de digestién in vitro

Se utiliza el modelo de digestion in vitro descrito por Crews y colaboradores (1985) sobre el
que se desarrollan algunas modificaciones. El proceso de digestién se desarrolla sobre 50 g de matriz
vegetal (zanahoria, tomate o maiz dulce cocido) que se disgrega, en un robot de cocina, con 50 mL
de disolucion salina hasta conseguir una pasta. En un frasco de vidrio se ponen en contacto la pasta
vegetal y 50 mL de jugo gastrico, comprobando que el pH esté por debajo de 3,5. Se inicia el proceso
de digestion gastrica, que tiene lugar a 37 °C y 500 r.p.m. en un bafio con agitador magnético multiple
y termostato de inmersién SBS, y a pH por debajo de 3,5. Transcurrida 1 hora de reaccion, se detiene
la digestion gastrica con la inmersién del frasco en hielo y con la basificacion del bolo por la adicién
de una disolucion de NaHCO3; 1M para llevar el pH entorno a 7,4. Continta la digestion con la adicion

de 100 mL de jugo intestinal, en las mismas condiciones de agitacién y temperatura. Este proceso
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tiene lugar durante 2 horas, periodo tras el cual se detiene con la inmersion del frasco en hielo. El
resultado de la digestién se centrifuga a 1000 x g durante 1 h a 4 °C (modelo de centrifuga Avanti'" J-
25, Beckman Coulterry, Brea, CA, EEUU; rotor Beckman, modelo JA-25.50, Kildare, Irlanda). Se
conserva el sobrenadante, que constituye el digestato con el que realizar futuras experiencias. Los
digestatos se realizan por duplicado. En paralelo se realiza el digestato blanco, es decir, el mismo

proceso de digestién en ausencia de la materia prima vegetal.

Medida de la capacidad antioxidante frente a LOOH de digestatos

El método utilizado para determinar la capacidad antioxidantes en los digestatos obtenidos y en
disoluciones de [-caroteno, licopeno y luteina en tetrahidrofurano (THF), a concentraciones
conocidas, se basa en los ensayos de Vulcain y colaboradores (2005) sobre la utilizacion de AAPH
como inductor de la peroxidacion de LIN, con modificaciones. Se usa como modelo de antioxidante
una disolucién de quercetina en metanol a 82 uM, de manera que 25 uL de esta disolucién llevados a
los 2050 pL del volumen de reaccién suponen una concentracion de quercetina en el volumen de
reaccion de 1 pM.

En resumen el ensayo consiste en presentar a un volumen de reaccion, en el que el AAPH
induce la peroxidacion de LIN, al supuesto antioxidante. Se determina espectrofotométricamente la
estabilizacién en la formacion de hidroperéxidos procedente de LIN o la disminucién en la
concentracién de pigmento a lo largo del tiempo, como consecuencia de su co-oxidacion.

La reaccion se realiza por triplicado. 2 mL de la disolucidn sustrato se incuban a 37 °C y 250
r.p.m. en un termo agitador dotado de una sonda termomeétrica, durante 3 minutos. En ese instante se
afiaden 25 pL de disolucion AAPH o de tampon KH,PO,, segln se trate del ensayo de reaccion o de
un blanco, y se empiezan a contar 20 minutos de reaccién en las condiciones iniciales. A los 3,5
minutos, se afiaden cantidades conocidas del supuesto antioxidante (digestato/digestato blanco,
disolucién de pigmento en THF o disolucidon de quercetina) o de tampén KH,PO,4, segln se trate de
un ensayo de reaccion o de un blanco. La absorbancia a 234 nm se determina para seguir la
formacion de hidroperoxidos en intervalos de un minuto desde el instante 0 hasta el instante 20

minutos. El seguimiento espectrofotométrico se lleva a cabo en un espectrofotémetro de diodos en
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linea HP-8452A (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EEUU), provisto de un software de adquisicion y
gestion de datos cinéticos (UV-Visible ChemStation, version A.02.05, Hewlett Packard, Palo Alto, CA,
EEUU): Los datos de absorbancia obtenidos permiten calcular el area bajo los puntos representados
a fin de comparar el efecto de los distintos compuestos antioxidantes. Dicha area se determina segun
Matthews y colaboradores (1990).

Los ensayos realizados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Experiencias realizadas para la determinac i6n de la capacidad antioxidante de
distintas muestras mediante los ensayos realizados con AAPH 1.

Sujeto de Volumen de reaccion
ensayo
Blanco L: 2 mL disolucion sustrato + 25 pL tampén KH,PO,4 + 25 uL tampén
KH,PO,
Quercetina Blanco A: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL disolucion AAPH + 25 puL

tampoén KH,PO,

Muestra Q: 2 mL disolucion sustrato + 25 pL disolucion AAPH + 25 pL
disolucion quercetina

Pigmentos en
THF?

Blanco L: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL tampén KH,PO,4 + 25 pL tampén
KH,PO,

Blanco A: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL disolucion AAPH + 25 puL
tampén KH,PO,

Muestra P: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL disolucion AAPH + 25 L
disolucién de pigmento en THF

Digestatos

Blanco L: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL tampo6n KH,PO, + (x) uL tampon
KH,PO,

Blanco A: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL disolucion AAPH + (x) pL
tampon KH,PO,
Control DB: 2 mL disolucién sustrato + 25 uL disolucién AAPH + (x) uL
digestato blanco

Muestra D: 2 mL disolucién sustrato + 25 pL disolucién AAPH + (x) uL
digestato de matriz vegetal

12,2’-azobis-(2-aminopropano) dihidroclorhidrico.

Tetrahidrofurano.
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Los datos comparados son (A-L) frente a (Q-L), para quercetina; (A-L) frente a (P-L), para
pigmentos en THF; (A-L) frente a (D-L), para observar la capacidad antioxidante de los digestatos
desde un punto de vista quimico, o (DB-L) frente a (D-L), para observar la capacidad antioxidante de
los digestatos desde un punto de vista fisiolégico. Tras los 20 minutos de reaccion, los ensayos
realizados con disoluciones de pigmentos o digestatos se extraen para estudiar por HPLC la
concentracion de pigmentos restantes tras la incubacion. Esto permite determinar cuanto se degrada
el pigmento en 20 minutos, ya que se conoce la concentracion inicial de pigmento en la experiencia.
Llegado al minuto 20, los tubos de ensayo en los que transcurre la reaccion se introducen en hielo. El
contenido se pasa a tubos falcon de 15 mL y se aflade una cantidad conocida de una disolucién de f3-
apo-8'’-carotenal que se usa como patrén interno para determinar la cantidad de los pigmentos que
quedan en el volumen de reaccidon. Inmediatamente se afiaden 3 mL de una mezcla
cloroformo:metanol (2:1) y 3 mL de hexano. Tras 1 minuto de agitacién a media potencia en un
VORTEX Genius3 de IKA (Staufen, Alemania), las muestras se centrifugan a 4500 x g a 4 °C durante
5 minutos en una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804R (Hamburgo, Alemania) con rotor basculante
para tubos falcon de 15 mL A-4-44, de la misma companiia. Se recoge la fase organica resultante, se
filtra a través de un filtro de membrana de 0,45 pum y se evapora bajo corriente de nitrogeno. El
resultado se resuspende en acetona HPLC y se pinchan 50 mL En el HPLC usando el método de

cuantificacion de carotenoides por HPLC (descrito anteriormente).

Preparacion de emulsiones de hidroperéxidos lipidicos

Las emulsiones de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) se prepararon mediante sonicacion durante
6 min de una mezcla de 78 umol de L-a-fosfatidilcolina de soja, 80 umol de aceite de pescado de
sébalo atlantico y 570 pmol de taurocolato sodico en 30 mL de tampdn fosfato salino. La emulsion se

prepara el dia anterior al experimento y justo antes de comenzarlo se sonica durante 6 min.

Determinacién del contenido en LOOH

La cantidad de LOOH en las emulsiones y en las muestras procedentes de los experimentos de

transporte ex vivo (descritas en un siguiente apartado) se determina espectrofotométricamente
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mediante la reaccidn rédox con iones ferrosos descrita por Morrow y Roberts, 1997 utilizando un kit
de medidas suministrado por Cayman Chemical Company (Ann Arbor, MI, EEUU). Puesto que el
método se basa en la determinacién de iones férricos generados durante la reaccién, la presencia de
dichos iones en la muestra original es una potencial fuente de error en la medida. Este inconveniente
se solventa extrayendo los LOOH de la muestra en cloroformo antes de la medida, disolvente en el
que se realiza la determinacion. Este procedimiento evita cualquier interferencia causada por iones
férricos endégenos en el material o en la muestra, obteniendo una medida real y reproducible. La
medida espectrofotométrica se realiza a 500 nm y la concentracién de LOOH (uM) se calcula con una
curva de calibracidn obtenida mediante una emulsion de LOOH estandar incluida en el kit.

En el caso de las determinaciones de LOOH en los experimentos de transporte ex vivo cuando
en la celda donante se adiciona una suspension carotenoide, se debe tener en cuenta que éstos
absorben a 500 nm. Para determinar la absorbancia residual del pigmento, una porcién de la muestra
se trata con trifenilfosfina para reducir los LOOH y eliminar el desarrollo de color debido a la
transformacion de iones ferrosos en iones férricos en la muestra. Por tanto la absorbancia de la
muestra medida en esas condiciones representa la referencia basal debida a la suspension
carotenoide, valor que se sustrae a la absorbancia de la muestra determinada sin tratamiento con

trifenilfosfina para calcular el contenido en LOOH.

Preparacién de suspensiones Tween carotenoide

La suspensién Tween carotenoide se prepard segun el procedimiento descrito por During y
colaboradores (1998). Una alicuota de la disolucién stock carotenoide se mezcla con 50 pyL de
suspensién Tween 40 en acetona (20%, p/v) y se evaporan los disolventes bajo corriente de gas N».
El residuo se disuelve en el volumen adecuado de tampdn de suspension y se agita en vértex durante
1 minuto. La solucion se prepara diariamente y se mantiene en camara a 4 °C hasta su uso, momento
en el que se vuelve a agitar en vortex durante 1 minuto. La concentracion final de pigmento en
solucion se determina aplicando el siguiente procedimiento. Se solubilizan en agua 1 mL de
suspensiéon Tween y se afiaden 8 mL de la mezcla N,N-dimetilformamida:hexano 1:1 (v/v). Para
favorecer la separacion de fases se afiaden 5 mL de solucién acuosa de NaCl (10%, p/v). La mezcla

se agita durante 1 minuto en un agitador vértex y se centrifuga a 3000 x g durante 5 minutos. Se retira
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la fase organica y la fase acuosa se vuelve a extraer en las mismas condiciones. Las dos fases
organicas se combinan y se procede a la determinacion espectrofotométrica, evaporando el hexano y

redisolviendo en el disolvente adecuado, a la A cOrrespondiente (Tabla 1).

Preparacién de las disoluciones de antioxidantes hidrofilicos

Las disoluciones de &cido tanico y quercetina se preparan disolviendo una cierta cantidad de

esos compuestos en tampon Krebs Henseleit.

Absorciéon y transporte de LOOH a través de epitelio intestinal en presencia de antioxidantes

hidrofilico y lipofilicos

Para abordar el estudio de la absorcién y transporte de hidroperéxidos lipidicos se ha escogido
un modelo experimental ex vivo que utiliza celdas tipo Ussing. Este método fue desarrollado hace
unos 50 afios por Hans H. Ussing con el fin de determinar el movimiento de los iones resultante del
transporte activo, si se eliminan los gradientes osmético y electroquimico. En concreto, el montaje
disefado les permitia determinar simultaneamente el transporte de iones de Na y la corriente eléctrica
a través de piel de rana. El transporte neto de iones de Na se determinaba fijando a cero la diferencia
de potencial a través de la piel tras aplicar un voltaje concreto, y la corriente que atravesaba el tejido
en estas condiciones se registraba con un micro-amperimetro, concluyéndose con que la corriente a
través de piel de rana era igual al transporte activo neto de iones de Na (Ussing y Zerahn, 1951).

Las camaras Ussing proporcionan un sistema fisiologico para medir el transporte de iones,
nutrientes y medicamentos a través de varios tejidos epiteliales, prediciendo satisfactoriamente la
permeabilidad intestinal humana in vivo para varios medicamentos. Asi mismo, constituyen una
herramienta Util en los estudios de bio-transformaciéon in vitro, habiendo sido probadas con
satisfaccion en estudios de absorcidn (van de Kerkhof y colaboradores, 2006; Clarke, 2009).

En el disefio clasico de una camara Ussing la seccion de intestino abierta longitudinalmente
separa las dos mitades de la camara, quedando situado verticalmente de manera que el lado de la
mucosa da hacia una de las mitades de la camara mientras que el lado de la capa serosa se orienta
hacia la otra mitad. De este modo se separan las disoluciones que independientemente bafian cada

una de las mitades. La camara mantiene la temperatura gracias a una corriente de agua que circula a
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la temperatura deseada, y las tensiones de oxigeno y diéxido de carbono se mantienen en el tampén
fisioldgico inyectando gas en cada lado de la camara. Para medir el voltaje transepitelial que
desarrolla de manera espontanea el epitelio de trabajo, el sistema clasico dispone de unos electrodos
y potenciometros que se conectan por puentes salinos a cada mitad de la camara, colocando los
terminales muy préximos a los lados de mucosa y serosa del tejido. Los puentes salinos se usan
tanto por convenio como para prevenir la exposicion del epitelio a los efectos toxicos de la plata
presente en los electrodos de Ag-AgCl. Uno de los inconvenientes de este sistema es el riesgo de
contaminaciones. Algunos medicamentos vehiculizados en DMSO pueden penetrar en las superficies
de plastico suaves y los tubos de latex que conectan los reservorios. Para minimizar las
contaminaciones, las camaras acrilicas se ponen en remojo en agua jabonosa (10-15 min), se
enjuagan y se remojan brevemente en una disolucion acuosa de DMSO al 20% durante 5 min.
Finalmente se enjuagan. Si se prepara el equipo para la medicion de potencial, otro punto de
contaminacion son los puentes salinos de agar en los que quedan residuos de medicamentos,
distorsionando asi los efectos de los factores considerados en el disefio experimental (Clarke, 2009).
Los ensayos realizados en la presente tesis se llevan a cabo utilizando un nuevo tipo de celda
de difusion (Figura 16) derivada de las camaras Ussing. Estas nuevas celdas utilizan un material
simple (es casi por completo de material acrilico) y permiten el desarrollo de un flujo laminar a través
de la superficie del tejido. Ademas, el disefio da opcién a que la celda sea manufacturada en un
amplio rango de tamafios, lo que permite adecuar el area de superficie expuesta al tamafio del tejido
utilizado .En este nuevo sistema, el tampdn utilizado se airea gracias a la entrada de gas que genera
una corriente circular del liquido en paralelo a la superficie del tejido; y la temperatura de la celda se
mantiene al hacer circular agua a la temperatura deseada a través de dos bloques de aluminio que
constituyen un dispositivo en el centro del cual se sitda la celda. La temperatura se regula facilmente
y el montaje permite albergar grupos de hasta 6 celdas juntas, pudiéndose calentar las celdas al
completo y no solo los fluidos de los reservorios (como ocurre con las camaras Ussing clasicas). La
limpieza de estas celdas acrilicas también es mas facil y se puede realizar por completo mediante
sonicacion en una solucion limpiadora y un enjuagado posterior con agua. Una de las ventajas del
nuevo disefio con respecto al clasico es que todo el bloque es del mismo material, por 1o que no se

corre el riesgo de perder compuestos por difusion a través de las juntas de las distintas piezas. Otra
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ventaja es que la disolucion de trabajo fluye en paralelo al tejido, y el volumen de burbujas puede ser
graduado mas facilmente. Ademas, como la relacién superficie de tejido / volumen de fluido en la
celda es critica para cuantificar permeabilidades bajas (Grass y Sweetana, 1988), las celdas del
nuevo sistema alojan menos volumen y la apertura sobre la que se coloca el tejido es alargada, en
vez de circular como ocurre en el sistema original. Este modelo de celdas es valido en los estudios de
permeabilidad de tejidos porque no existen diferencias estadisticas en los resultados obtenidos al
utilizar ambos modelos, es decir, el disefio clasico original y el desarrollado a partir de este

posteriormente (Grass y Sweetana, 1988).
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Punzones para
montar el tejido Entrada
de aire

Figura 16.- Esquema de una celda de difusion: Disefio de Grass y Sweetana (1988). El tejido se
monta entre las dos mitades acrilicas que constituyen la celda. El tampdn es empujado por la
corriente de aire que se suministra y fluye en la direccion de las flechas, en paralelo con el tejido.
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Los ensayos de transporte ex vivo se realizaron de acuerdo al procedimiento descrito por
Deferme y colaboradores 2002. La especie seleccionada para la adquisiciéon de epitelio intestinal es la
rata (machos tipo Wistar), alimentadas con dieta estandar hasta alcanzar un peso de 300 g. Si se
pretende obtener tejido con los niveles de glutation intestinal disminuidos, se inyectan 500 mg de
BSO (L-butionina-sulfoximina) disueltos en 1 mL de NaCl 0,9% en la cavidad intraperitoneal, 2 horas
antes de proceder a la eutanasia del animal. La BSO disminuye la sintesis de GSH intestinal en un
50% del nivel basal (Aw y colaboradores, 1992). La toma del tejido se realiza tras la eutanasia del
animal mediante asfixia con CO. De forma inmediata se procede a seccionar el abdomen y extraer el
intestino delgado. El segmento distal del yeyuno (20 cm tomados a partir de la unién ileon-ciego) se
corta y sumerge en tampon Krebs Henseleit helado e inmediatamente se coloca durante 20 min en
solucién helada que se burbujea continuamente con gas carbdgeno (95% O, and 5% CO,). La
muestra se divide en segmentos de 1,5 cm, de los que se elimina la capa serosa y se monta en la
camara de difusion vertical tipo Ussing (area de exposicién del tejido 0,64 cm?, NaviCyteTM, Warner
Instruments, Inc, Hamden, CT, EEUU). Las dos camaras (zona apical y zona basolateral) se llenan
con 9 mL de tampdn Krebs Henseleit, 25 °C o 37 °C, que se burbujea continuamente con gas
carbogeno, dejando transcurrir 15 min para equilibrar el tejido. La zona apical se complementa con
las disoluciones y/o emulsiones de antioxidante hidrofilico o lipofilico tal y como se describe en la
seccién de disefio experimental. Las muestras (500 pL) se toman de la camara basolateral, volumen
gue se reemplaza con tampén Krebs Henseleit para determinar su contenido en LOOH como se ha
descrito anteriormente.

Una vez calculado el contenido en LOOH de la zona basolateral, se representan los datos de
contenido, expresado en nmol, respecto al tiempo de ensayo, expresado en horas, para calcular la
velocidad de difusién, dQ/dt expresada en nmol/h, a partir de la pendiente del ajuste lineal de los
datos representados. Conocida la velocidad de difusién, la permeabilidad aparente, Papp expresada

en cm/h, se calcula a partir de la siguiente expresion:

Papp = dQ/dt x (1/A) x (1/Cy) Ecuacion 1
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En la que A es el area de tejido expuesta, constante e igual a 0,64 cm? y Cy es la concentracion
inicial de LOOH en la zona apical (UM) que vendra marcada en cada ensayo el disefio experimental.
Para estimar si las condiciones experimentales del proceso de asimilacion (temperatura, burbujeo del
tampén con gas carbdgeno y tiempo de ensayo) generan la degradacién oxidativa de LOOH
colocados en la zona apical, lo cual implicaria errores en la estimaciéon de la eficiencia de la
asimilacion, se realizaron ensayos con las condiciones experimentales indicadas pero colocando un
trozo de parafilm en la zona donde se coloca el tejido. De forma regular se tomaron muestras de la
camara apical y se determin6 su contenido en LOOH, concretando que éste se mantuvo en valores

superiores al 95% respecto al contenido inicial.

Disefio experimental de sondeo

Investigaciones preliminares han puesto de manifiesto que los disefios experimentales de
Plaket-Burman proporcionan una estrategia efectiva para sondear los posibles factores clave que
regulan un problema cientifico (Lochner y Matar, 1990; Rincon y colaboradores, 2003; Periago y
colaboradores, 2007), por lo que representan una buena herramienta experimental debido al nimero
minimo de experimentos requeridos. Estos disefios experimentales estan basados en las matrices de
Hadamard, de forma que el nimero de experimentos a incluir en el disefio es un mdltiplo de 4.

Para explorar o sondear los posibles efectos de 7 factores sobre el mecanismo de absorcion y
transporte ex vivo de LOOH a través de epitelio intestinal de rata Wistar, se utiliza un disefio
experimental de Placket-Burman. La resolucion inicial del disefio (lll) se incrementa a IV mediante la
estrategia fold-over, siguiendo el criterio de Box y Hunter (1961). De esta forma los efectos principales
no estan confundidos con las interacciones de segundo grado, si bien algunas interacciones de
segundo grado estan confundidas entre si, de acuerdo con la estructura de confusién (alias) del
disefio experimental generado.

En la Tabla 3 se muestran los factores estudiados (Factores criticos aparentes, FCA) y los

rangos experimentales considerados en el disefio experimental de sondeo.
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Tabla 3. Factores criticos aparentes (FCA) y rangos
experimental de sondeo utilizado para el estudio de
través de epitelio intestinal de rata Wistar utiliz

experimentales considerados en el disefio
la asimilacion y transporte de LOOH a

ando el modelo de asimilacién ex vivo de celdas

Ussing.
Simbolo Niveles

FCA Cadificado Real -1 +1
Tipo de antioxidante (grupo lipofilico) X1 OX,.r B-caroteno luteina
Concentracion de antioxidante (grupo
lipofilico), uM X5 OX,.c 1 2,5
Tipo de antioxidante (grupo hidrofilico) X3 OXy1 guercetina acido tanico
Concentracién de antioxidante (grupo
lipofilico), uM X4 OXiic 1 2,5
Temperatura, °C Xs T 25 37
Concentracion de hidroperéxido, uM Xe H ¢ 20 40
Nivel tisular de glutation X7 Epst normal bajo
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La siguiente tabla muestra el disefio experimental de sondeo utilizado en el estudio:

Run Trial X1 X5 Xs Xa Xs Xe X7
12 1 1 -1 -1 1 1 -1 1
3 2 -1 1 -1 -1 1 -1 1
4 3 -1 1 1 -1 -1 1 -1
11 4 1 -1 1 1 -1 1 -1
9 5 1 1 1 -1 -1 -1 1
16 6 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 7 -1 -1 1 1 -1 -1 1
13 8 -1 1 1 1 1 -1 -1
5 9 1 -1 -1 -1 -1 1 1
7 10 1 1 -1 1 -1 -1 -1
10 11 1 1 -1 -1 1 1 -1
15 12 -1 -1 1 -1 1 1 1
6 13 1 -1 1 -1 1 -1 -1
8 14 1 1 1 1 1 1 1
14 15 -1 1 -1 1 -1 1 1
1 16 -1 -1 -1 1 1 1 -1
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Disefio experimental de optimizacién

Sobre la base de los resultados obtenidos en la fase de sondeo, dos parametros se
seleccionan para la fase de optimizacion: la concentracién de antioxidante hidrofilico (X1) y la
concentracion de hidroperéxido (X2). Se consideran como antioxidante los dos considerados en la
fase de sondeo, quercetina y &cido tanico.

El proceso de optimizacion se lleva a cabo mediante un disefio experimental de Box Wilson o
disefio experimental central compuesto rotable (CCR) considerando como valor de a para la
rotabilidad del disefio 1,41. Al mismo tiempo se utiliza la metodologia de respuesta en superficie
(MRS) para establecer la relacién entre los factores y las respuestas. Los aspectos tedricos y las
implicaciones experimentales de la MRS han sido descritos con anterioridad (Cochran y Cox, 1965).

De esta forma se asume que la variabilidad de las respuestas consideradas puede ser
explicada mediante una funcion f sobre la base de los efectos de los factores incluidos en el disefio

de optimizacion. La funcion se obtiene mediante una aproximacion a una funcion cuadratica, tal como
— 2 2
Czi =by +0,X; +b, X, + by X{ +0, X5 +0, X, X, +E

Donde &i es la respuesta, b0 (punto central del sistema), bi (coeficientes de los efectos
lineales), bii (coeficientes de los efectos cuadraticos) y bij (coeficientes de los efectos de las
interacciones) son los diferentes coeficientes constantes del modelo, Xi son los factores
independientes codificados y € es el error del modelo. En MRS es recomendable transformar las
variables naturales en variables codificadas, las cuales son definidas como variables
adimensionadas, con una media de 0 y la misma desviacién tipica (Myers y Montgomery, 1995).

La elaboracion del DCC se realiza mediante la superposicion del disefio factorial y el disefio
estrella con un valor de a preestablecido, de acuerdo a como se explica en la Figura 17.

De esta forma el disefio experimental de optimizacion considerado se ajusta a los parametros y

niveles presentados en la Tabla 4.
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Elaboracion de un DCC con dos factores

Figura 17.- Superposicién del disefio factorial y disefio estrella utilizada en la
elaboracién del disefio central compuesto correspondiente a la fase de
optimizacion.
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Tabla 4. Factores y rangos experimentales considera dos en el disefio experimental de
optimizacién utilizado para el estudio de la asimil acion y transporte de LOOH a través de
epitelio intestinal de rata Wistar utilizando el mo  delo de asimilacién ex vivo de celdas Ussing.

Simbolo Niveles
Factores Cadificado Real -1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentracién antioxidante (grupo X1 OXji.c 0,76 2 5 8 9,24
hidrofilico), uM
Concentracién hidroperéxido, uM X2 H.c 159 20 30 40 44,1
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La siguiente tabla muestra el disefio experimental de optimizacion utilizado en el estudio.

Run Trial X1 X5
10 1 0 0
6 2 +1,41 0
5 3 -1,41 0
7 4 0 -1,41
1 5 -1 -1
9 6 0 0
8 7 0 +1,41
3 8 +1 -1
4 9 +1 +1
2 10 -1 +1
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Todos los experimentos fueron realizados en orden aleatorio (orden trial) porque la
aleatorizacion ayuda a evitar al investigador la obtenciéon de conclusiones equivocadas producidas
por la existencia de fuentes de variabilidad ajenas al disefio experimental (Joglekar and May, 1987;
Robinson, 2000).

Los programas estadisticos Statistica (StatSoft, Inc., Tulsa) y Design-Expert (Stat-Ease, Inc.,
Minneapolis) fueron utilizados para generar los disefios, ajustar el modelo de la superficie obtenida a

los datos experimentales obtenidos y la obtencion de las figuras de la superficies obtenidas.

Preparacién de la emulsién sustrato de acido graso libre

Se prepara una emulsion de acido graso (linoleico o araquidénico) pesando 0,1 gramos de
acido graso que se mezcla con idéntica cantidad de Tween 20. Se afiade agua desionizada
lentamente y con agitacion suave de la disolucion. Antes de aforar se afiaden unas gotas de NaOH
2M a fin de eliminar la turbidez que se haya podido desarrollar durante la preparacion. La emulsion se
divide en alicuotas de 0,5 mL que se envasan bajo atmosfera de N, y se conservan en tubos

herméticamente cerrados a -30 °C.

Preparacion de disoluciones de lipoxigenasa tipos | y V

Se prepara una disolucion de 4 mg de lipoxigenasa comercial tipo | en 10 mL de agua
desionizada. La disolucion de lipoxigenasa comercial tipo V se obtiene disolviendo 10 pL del extracto
comercial en 490 L de agua desionizada. Las disoluciones obtenidas se mantienen en refrigeracion
a 4 °C y el plazo de utilizacién fue siempre inferior a 48 h. Una alicuota de cada uno de los extractos
se desnaturaliza manteniéndola a 100 °C durante 10 min en tubos pirex herméticos en un bafio seco

digital (modelo ACCUBLOCK™, Labnet International Inc., Edison, NJ, EEUU).

Medida de la actividad de lipoxigenasa tipos |y V

Se emplea la metodologia descrita por Jarén-Galan y Minguez-Mosquera (1997) y adaptada

por Gokmen y colaboradores (2002). El método de cuantificacion espectrofotométrica esta basado en
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el incremento de absorbancia a 234 nm debido a la formacion de hidroperédxidos por la actividad de
lipoxigenasa.

En la cubeta espectrofotométrica se adicionan cantidades crecientes de disolucion de
lipoxigenasa tipo | comprendidas en el rango entre 0 y 30 pL, y posteriormente se adiciona tampoén
fosfato 50 mM a pH 8 para alcanzar un volumen final de 2,97 mL. La reaccion se inicia al adicionar 30
uL de emulsién de acido graso libre. Para lipoxigenasa comercial tipo V el procedimiento empleado es
analogo utilizando como medio de reaccion tampén fosfato 50 mM a pH 6.

El progreso de la reaccibn de hidroperoxidacion lipidica se  monitoriza
espectrofotométricamente, empleando un espectrofotémetro de diodos en linea HP-8452A (Hewlett
Packard, Palo Alto, CA, EEUU) provisto de un software para la adquisicion y gestion de datos
cinéticos (UV-Visible ChemStation, version A.02.05, Hewlett Packard, Palo Alto, CA, EEUU, 95-96).
Se determina el incremento de absorbancia a 234 nm (medidas a intervalos de 2 s) que experimenta
el medio de reaccion entre los segundos 20 y 55 de reaccién con un tiempo total de 60 s. La
pendiente de la recta (AAbs/s) que relaciona el valor de absorbancia y tiempo de reaccién estima la
actividad de hidroperoxidacién que ha mostrado la cantidad de extracto enzimético empleado. La
linealidad en este pardmetro garantiza la condicion de saturacion por sustrato. El uso de cantidades
variables de extracto enzimatico permite correlacionar la actividad alcanzada con la cantidad de
enzima empleado, que nuevamente debe ser lineal para garantizar la saturacién por sustrato. Ambas
condiciones han sido siempre exigidas a la medida.

A cada una de las actividades alcanzadas en las reacciones enzimaticas se le resta la porcion
correspondiente a la aparente hidroperoxidacién espontdnea de los acidos grasos poli-insaturados.
La extensién de esta reaccion se determina en paralelo a cada determinacién de actividad enzimética
empleando idénticas condiciones a las anteriormente descritas pero en presencia de extracto

enzimatico desnaturalizado.

Paralizacion quimica de la actividad de formacién de hidroperéxidos

Tanto en la reaccién enzimética como en la reaccion de aparente hidroperoxidacion

espontanea el incremento en absorbancia a 234 nm progresa mas alla del tiempo empleado para
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monitorizar la reaccion. Para los estudios de correlacion entre medida espectrofotométrica y
cuantificacion de hidroperéxidos por HPLC se hace necesario paralizar la reacciéon de forma que se
garantice que solo el hidroperéxido formado durante el seguimiento espectrofotométrico es el que se
va a inyectar en sistema cromatografico. El sistema empleado para paralizar la reaccién de formacion
de hidroperéxidos, bien enzimético o bien espontaneo consistié en adicionar a los 3 mL de medio en
el que esta transcurriendo la reaccion, de 150 uL de disolucion metandlica de hidréxido potéasico al

20% (p/v).

Cuantificacién espectrofotométrica de hidroperéxidos

La medida espectrofotométrica de actividad proporciona como resultado un valor expresado en
AAbs/s (UA/s). A partir de ese valor, y considerando que de (4Abs/s) x t (donde t es el tiempo de
reaccién en s) resulta un valor de incremento de absorbancia, se puede obtener la cantidad de

hidroperéxidos formados en el periodo de reaccién utilizando la siguiente expresion:
C = [(AAbs/s (UA/s) x t (s)) / 25000] M
en la que C es la concentracion de hidroperéxidos (M), y 25000 M™ x cm™ es el coeficiente de
extincién molar para hidroperéxidos a 234 nm. Puesto que el volumen de reaccion es conocido (V) se
puede calcular la cantidad de hidroperéxidos formada en el tiempo t.

Cantidad de hidroperdxidos ( pmol) = [( AAbs/s (UA/s) x t (s)) / 25000] x 10 xV

Correlacion _entre el seguimiento de la reaccion de formacién de hidroperéxidos por

espectrofotometria UV-vis y HPLC

En un tubo tipo falcon de 50 mL se adicionan 11,8 mL de tampén fosfato sédico 50 mM a pH 6
y 80 pL de disolucion de lipoxigenasa tipo V. La reaccion se inicia al adicionar 120 pL de emulsién de
acido graso libre. A distintos intervalos de tiempo (0, 5, 10, 20 y 60 min) se toman alicuotas de 2 mL y

se detiene la actividad enzimatica con 100 uL de disolucion metandlica de hidréxido potéasico al 20%
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(p/v). En paralelo a esta reaccion se lleva a cabo otra en idénticas condiciones pero utilizando
extracto enzimatico desnaturalizado para monitorizar el proceso de aparente hidroperoxidacion
espontanea. Las alicuotas se filtran a través de un filtro de nylon con tamafio de poro de 0,45 umy se

almacenan a -80 °C hasta su analisis por HPLC-MS o HPLC.

Identificacion de los hidroperéxidos mayoritarios por HPLC-MS

La identificacién de hidroperéxidos por HPLC-MS se realiza con las siguientes condiciones
experimentales. La fase eluyente estd compuesta por metanol:acetonitrilo 1:1 (0,1% acido férmico),
(A), y agua (0,1% &cido formico), (B). El gradiente de elucion comienza con el 65% de A y a los 20
minutos se lleva a 100% de B en 15 minutos (lineal). El flujo es 0,2 mL/min. La separacion se verifica
en una columna C18 (5 um, 250 x 4,6 mm, modelo Gemini, Phenomenex Inc., Torrance, CA, EEUU).
El analisis por EM se realiza on-line en modo split post-column del 50%. La interfase, electrospray en
modo negativo, (capilar calentado, lente de enfoque, skimmer y octapolo) se optimiza con una
disolucién patrén de reserpina. Posteriormente, y a fin de conservar el aducto [M+férmico-H] el

capilar calentado se mantiene a baja temperatura (150-175 °C). La tensién del sprayer se fija en 3 kV.

Deteccion de hidroperéxidos por HPLC

La cuantificacion de hidroperoxidos combina la determinacion espectrofotométrica de la
actividad lipoxigenasa con la deteccién por HPLC de los picos de hidroperdxidos generados con dicha
actividad. El cromatografo liquido utilizado es de la marca Jasco (JASCO Corporation, Tokio, Japén),
equipado con una bomba de gradiente cuaternaria (JASCO PU-2089 Plus), interfaz de datos
analogico/digital JASCO LC-Netll/ADC, inyector automatico (JASCO AS-2055 Plus) y detector UV-vis
de diodos en linea (JASCO MD2010 Plus). El método cromatografico empleado consiste en la
inyecciéon de 50 puL de muestra en una columna C18 (5 pum, 250 x 4,6 mm, modelo Gemini,
Phenomenex Inc., Torrance, CA, EEUU) utilizando como fase eluyente acetonitrilo:metanol, 1:1 (0,1%
de &cido acético) y agua en la proporcién 70:30 en modo isocratico a 0,6 mL/min. El espectro de

absorbancia se monitoriza entre 190 y 350 nm obteniendo el cromatograma a 234 nm. Los datos

-91-



csic

COoNSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

MATERIALES Y METODOS

espectrofotométricos y cromatograficos se gestionan mediante el software Chrompass (versién 1.8,

JASCO Corporation, Tokio, Japén, 2003).

Obtencién de la fraccibn microsomal y citosélica de mucosa de epitelio _intestinal de ratones

APCM™ (heterocigotos), ratones control (homocigotos) y cerdo

Se emplea la metodologia descrita por Hong y colaboradores (2001). El epitelio intestinal se
descongela sumergiéndolo en tampdn Krebs-Henseleit. A continuacién se raspa la mucosa intestinal
con la arista de un portaobjeto para separar el epitelio de la capa muscular. Se pesa la mucosa y se
afiaden dos volimenes de tampén de homogeneizacién (p/v). La suspensién se homogeneiza
mediante un homogeneizador VWR (Barcelona, Esparia), modelo VDI 12, y se centrifuga a 9000 x g
durante 20 min a 4 °C (modelo de centrifuga Avanti™ J-25, Beckman Coulterry, Brea, CA, EEUU;
rotor Beckman, modelo JA-25.50, Kildare, Irlanda). Se recoge el sobrenadante y se desecha el pellet.
El sobrenadante se centrifuga a 103700 x g, durante 90 min a 4 °C (modelo de ultracentrifuga
Optima™ MAX, Beckman Coulterry, Brea, CA, EEUU; rotor Beckman, modelo MLA-80, Brea, CA,
EEUU). El sobrenadante constituye la fraccion citosélica que se almacena a -80 °C. El pellet se
resuspende en 1,3 volumenes de tampén de lavado (p/v) y se homogeneiza con un Potter-Elvehjem.
Se vuelve a centrifugar a 103700 x g, durante 60 min a 4 °C. Se desecha el sobrenadante y el pellet,
que constituye la fraccibn microsomal, se resuspende en 1,3 volimenes de disolucion de

conservacion (p/v), se homogeneiza con un Potter-Elvehjem y se almacena a -80 °C.

Determinacion de la concentracién de proteinas

Se utiliza el método del &cido bicinconinico (BCA) descrito por Smith y colaboradores (1985).
Este acido constituye el fundamento de un procedimiento analitico capaz de monitorizar iones Cu”
formados tras la reaccion de proteinas con iones cu* (medio alcalino). Los iones Cu” originados,
reaccionan con la sal disddica del acido bicinconinico dando lugar a un compuesto de color violeta. El
color producido es estable y su intensidad incrementa proporcionalmente con la concentraciéon de
proteinas existentes. El &cido bicinconinico utilizado se prepara segun el siguiente protocolo: 100

volumenes de reactivo A (solucion acuosa al 1% Na,-BCA, 2% Na,CO; (monohidrato), 0,16% tartrato
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sédico, 0,4% hidroxido sodico y 0,95% NaHCOs;, ajustada a pH 11,25 con disolucién acuosa de
hidréxido sédico 1 M) se mezcla con 2 voliumenes de reactivo B (solucién acuosa al 4% CuSO,5H,0).
El ensayo se realiza de la siguiente forma: 1 mL de acido bicinconinico (BCA) se mezcla con 75 pL de
agua desionizada y, a continuacién se afiade 25 pL de la muestra que contiene proteinas. La reaccion
se lleva a cabo durante 10 minutos a 60 °C, y una vez finalizada, se determina el valor de
absorbancia a 562 nm. Con la correspondiente recta de calibrado (elaborada previamente con
seroalblmina bovina en concentraciones de 0 ppm a 10 ppm) se determina la cantidad de proteinas

expresada en mg de proteinas por mL de preparacion.

Medida de actividad lipoxigenasa en las fracciones microsomal v citosélica

La actividad lipoxigenasa en las distintas fracciones sub-celulares se determina de igual forma
que para las lipoxigenasas | y V comerciales. Se comienza por ensayar la actividad de lipoxigenasa
en la fraccién sub-celular utilizando cantidades crecientes de fraccion (microsomal o citosélica) en un
volumen de reaccion de 3 mL con 30 pL de disolucion de é&cido graso. Los datos de actividad
obtenidos en las distintas fracciones se comparan con aquellos obtenidos en la reaccién con
lipoxigenasa V, al objeto de determinar qué cantidades de fraccién utilizar en los ensayos de

degradacion de pigmentos.

Cinética de degradacion de pigmentos

La experiencia que se describe a continuacién se realiza usando disoluciones de pigmentos
carotenoides ([-caroteno, luteina y licopeno) obtenidas a partir de disoluciones stock de pigmentos
(obtenidas segun el procedimiento anteriormente descrito). La composicion de los sistemas de
reaccion se describe en la Tabla 5. De cada situacién de realizan 3 réplicas y un blanco (de
composicién idéntica al sistema empleado exceptuando la presencia de pigmento) para las medidas
espectrofotométricas. El volumen final de reaccion es de 3 mL. La cantidad de enzima lipoxigenasa
usada y de fracciones sub-celulares sera tal que las actividades de los tres extractos sean
aproximadas. La reaccién se inicia al afiadir 30 pyL se disoluciéon de acido graso al volumen de

reaccion.
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Las disoluciones de pigmento se preparan teniendo en cuenta que cada replica es de 3 mL y
gue se busca una concentracién de pigmento en torno a 3 pg/mL. Por ejemplo, para un volumen de
reaccion de 3 mL se usan 2 mL de disolucion Tween para emulsionar el pigmento en tampon fosfato
sédico 50 mM, pH 6; 3 replicas con pigmento, de 3 mL cada una, en 7 situaciones distintas implica la
preparacién de 63 mL de disolucion de pigmento. Se prepara dicha cantidad de disolucion de
pigmentos a la concentracion deseada a partir de las disoluciones stock (determinando la
concentracién espectrofotométricamente y aplicando los coeficientes de extincién adecuados). Esta
disolucién se evapora, junto con 42 mL de disolucién Tween (80 pL de Tween en 5 mL de acetona)
en el rotavapor a 30 °C. Resuspender en el mismo volumen (63 mL) con tampon fosfato sédico 50
mM, pH6. En paralelo se preparan los blancos siguiendo el mismo procedimiento descrito pero
usando acetona en vez de disolucién de pigmentos.

La monitorizacién de la reaccién se realiza en las siguientes condiciones. Se toma como tiempo
0 el momento en que se afade el sustrato linoleico. A partir de entonces se determina la absorbancia
maxima a 450 nm (muestras con [3-caroteno), 448 nm (muestras con luteina) y 470 nm (muestras con
licopeno). La reaccién transcurre en estufa a 37 °C en oscuridad. Las mediciones de absorbancia se
repiten periédicamente hasta que el porcentaje de retencién alcanzado esté en torno al 10%, o hasta
gue se pierda la forma del espectro. El porcentaje de retencion se define como la relacion entre la

absorbancia en tiempo n respecto a la absorbancia en tiempo 0, por 100.

-94-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

MATERIALES Y METODOS

Tabla 5. Descripcion de la composicidn de los difer  entes sistemas de reaccién empleados para
establecer la cinética de degradacion de pigmentos carotenoides ( B-caroteno, luteina vy
licopeno) en funcién de su entorno.

Sistema Descripcion
1 Disolucion de pigmento individual
Disolucion de pigmento en presencia de acido graso (linoleico o araquidonico en
2 suspensidn Tween cuya preparacion se describe en apartados anteriores)
Disolucién de pigmento en presencia de lipoxigenasa de soja tipo V y suspension de
3 acido graso (linoleico o araquidénico)
Disolucién de pigmento en presencia de fracciones sub-celulares (microsomal o
4 citosdlica, obtenidas segun el procedimiento descrito anteriormente)
c Disolucién de pigmento en presencia de fracciones sub-celulares (microsomal o

citosolica y en presencia de acido graso (linoleico o araquidénico)
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Estudio cinético de la degradacion de carotenoides

El procedimiento descrito para el estudio de la cinética de degradacion de pigmentos se basa
en los estudios de Minguez-Mosquera y Jarén-Galan (1995), Jarén-Galan y Minguez-Mosquera
(1997) y Pérez-Galvez y colaboradores (2000). Desde el punto de vista de la capacidad colorante, y
tal y como se ha planteado la determinacion espectrofotométrica en el apartado anterior (Cinética de
degradacion de pigmentos), el conjunto de reacciones de oxidacién se convierten en una, en la que el
reactante coloreado se transforma en un producto o productos de degradacion, exentos de color o de
menor capacidad colorante que el reactante inicial. Por ello, aunque la experiencia de oxidacion de
carotenoides implica varias reacciones de diferentes mecanismos y originando distintos productos de
degradacion, se disefia el estudio cinético asequible para dar respuesta al objetivo planteado. Los
parametros cinéticos, orden de reaccion, n, y constante cinética, k, se determinan seguin el método
integral. Este método utiliza un procedimiento de prueba y error, en el que el orden de reaccion de la

ecuacion de velocidad (Ecuacion 2 ) se supone inicialmente.

_ d[%Ret]

J k x[% Ret]" Ecuacion 2
i

Supuesto el orden, se integra la Ecuacion 2 obteniendo una expresién lineal que relaciona la
concentracion de pigmento (expresada en términos de porcentaje de retencién) con el tiempo. Las

constantes cinéticas se presentan en inverso del tiempo (h'l) en todos los casos.

Analisis estadistico

El ajuste de los modelos de regresién se verifica mediante la determinacion del coeficiente R’
ajustado (RzAdj,) y su significacion estadistica mediante la aplicacion de la prueba de Fischer (F-test),
fijando el nivel de significacién p en valores inferiores a 0,05. El analisis de varianza se realiza

aplicando el test de Duncan fijando el nivel de significacion estadistica p en valores inferiores a 0,05.
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Modelo de digestién __in vitro

Con la ingesta se puede dar una entrada incontrolada de hidroperdéxidos en el organismo
pero también se incorporan compuestos antioxidantes presentes en los alimentos que
minimizan el impacto oxidativo de los hidroperoxidos y sus productos de degradacion,
neutralizandolos durante el proceso digestivo. Estos antioxidantes alimentarios, de los que se
van a destacar los compuestos carotenoides, son importantes a la hora de mantener un buen
estado de salud (Gorelik y colaboradores, 2005). Por ello, una ingesta rica en frutas y verduras
puede modular el impacto oxidativo de los hidroperéxidos (Kanner y Lapidot, 2001; Monnier,
2007).

En este contexto, se desarrolla un modelo de digestidén in vitro sobre distintas matrices
vegetales ricas en compuestos carotenoides para determinar la capacidad antioxidante de los
digestatos obtenidos como resultado de dicho modelo experimental. Como objeto de estudio se
seleccionaron alimentos ricos en [-caroteno, licopeno y pigmentos xantofilicos hidroxilados
(luteina y zeaxanteno), ya que estos forman parte de los carotenoides mayoritarios encontrados
en plasma sanguineo humano (Epler y colaboradores, 1993). Se buscan alimentos que se
encuentren facilmente por medio de los distribuidores locales y que presenten, de manera
mayoritaria, los pigmentos carotenoides seleccionados. Como fuente de B-caroteno y licopeno
se seleccionan la zanahoria y el tomate, respectivamente, que se procesan en crudo; el maiz
dulce envasado constituye la fuente de pigmentos xantofilicos hidroxilados (Heinonen vy
colaboradores, 1989; O'Neill y colaboradores, 2001). La ultima eleccion se hace en base a que,
aunque otros alimentos de hoja verde contienen una mayor cantidad de luteina (perejil,
espinaca, berro), estos presentan gran cantidad de pigmentos clorofilicos que pueden
enmascarar los efectos de los pigmentos carotenoides.

El estudio comienza estableciendo el perfil carotenoide de cada una de las materias
primas empleadas. Para ello se obtienen sus extractos directos (ED) de pigmentos a partir de

10 g de materia prima siguiendo la metodologia anteriormente descrita.
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Con el andlisis cromatografico de los extractos directos se confirma que las materias
primas seleccionadas contienen los pigmentros carotenoides esperados en concentracion
suficiente para su seguimiento empleando las metodologias previstas. En la Figura 18 se
observan los cromatogramas obtenidos al inyectar ZED, TED y MED (Extracto Directo de
zanahoria, Tomate y Maiz dulce cocido, respectivamente) en el HPLC con el método de

cuantificacién de carotenoides.
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Figura 18 .- Estudio cromatogréafico de pigmentos presentes en extracto directo de maiz dulce cocido,
tomate y zanahoria. Se encuentran mayoritariamente xantofilas hidroxiladas, licopeno y 3-caroteno en

maiz, tomate y zanahoria, respectivamente.
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Partiendo del modelo de Crew y colaboradores (1985), se desarrolla el proceso de digestion in
vitro completo sobre las matrices vegetales seleccionadas. Esto conlleva la realizacién de una
digestion gastrica seguida de otra digestién intestinal, la primera (en presencia de pepsina y acido
clorhidrico) a pH inferior a 3,5 y la segunda a pH en torno a 7,4 (en presencia de sales biliares y
pancreatina).

El resultado del proceso de digestién lleva a la obtencién de digestatos a partir de las matrices
vegetales. También se realiza la digestion sobre una muestra en blanco de la que se obtiene el
Digestato Blanco (DB). Para la obtenciéon de DB se parte Gnicamente de 50 mL de disolucion salina,
eliminando los 50 g de matriz vegetal utilizados para los ensayos. DB se usa como muestra control
para tener en cuenta que la oxidacion de los lipidos alimentarios depende de las condiciones de
acidez desarrolladas durante la digestion (Goupy y colaboradores, 2007). De esta manera también se
estan teniendo en cuenta las condiciones fisiolégicas, que pueden modular la relacion entre lipidos
oxidados y antioxidantes.

Una vez obtenidos los distintos digestatos, se procede a la extraccién de los pigmentos que en
ellos se encuentran para estimar la concentracién de los mismos en el digestato. Este proceso,
descrito en el apartado de materiales y métodos, ofrece como resultado las muestras de Extracto
Directo de Digestato de Zanahoria (DZED) y Extracto Directo de Digestato de Tomate (DTED). Para
obtener el Extracto Directo de Digestato de Maiz (DMED), el proceso de extraccion sufre
modificaciones debido a que los pigmentos xantofilicos son mas polares que los carotenoides. En
estas condiciones la extraccion se inicia afiadiendo la muestra de digestato a un embudo de
decantacion que contiene 60 mL de éter y 60 mL de NN-dimetilformamida, y se afiaden 50 g de NaCl
(ademas de los 200 mL de disolucién al 10%) para evitar que los pigmentos se desechen con la fase
acuosa y queden retenidos en la fase organica. Descartada la fase acuosa se afiaden otros 60 mL de
éter y se vuelve a lavar con 200 mL de disolucién NaCl al 10%, para retirar la fase acuosa. El resto
del procedimiento transcurre como para los digestatos de las otras matrices vegetales. Con DZED,
DTED y DMED se llevan a sequedad y se redisuelve en 1 mL de acetona para proceder a la
determinacién espectrofotométrica de la concentracién de pigmentos. En cada uno de los casos se
utiliza la expresién para el célculo de la concentracién que aparece reflejada en la Tabla 1. La

concentracién de pigmentos en los distintos digestatos se expone en la Tabla 6.
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La determinacion de la capacidad antioxidante de cada digestato se realiza empleando el
método del AAPH. El procedimiento se pone a punto con una concentracion de quercetina 1 uM en el
volumen de reaccién. Esta concentracion se establece en base a los ensayos previos de Vulcain y
colaboradores (2005). El procedimiento, consistente en la incubacién a 37 °C con agitacion de la
disolucién sustrato en presencia de la disolucion AAPH y del antioxidante, transcurre durante 20
minutos en los que se determina espectrofotométricamente la absorbancia para establecer la
cantidad de hidroperéxidos presentes en el volumen de reaccion. Los resultados de la puesta a punto
del método se muestran en la Tabla 7. La disolucién sustrato y la disolucion AAPH se preparan
diariamente para evitar la degradacion de sus componentes. Los datos empiezan a tomarse a partir
del minuto 5 debido a que la adicién en el minuto 3,5 del Gltimo constituyente de la reaccién provoca
turbidez y se precisa de un tiempo de espera para la estabilizacion.

Los resultados del blanco L muestran que el ensayo tiene lugar con un pool inicial de
hidroperoxidos lipidicos que se pueden haber generado por la manipulacién de los reactivos.
Observando los datos de absorbancia, la cantidad de hidroperoxidos lipidicos en el blanco de
reaccién L disminuye a lo largo del tiempo, pudiéndose deber esto al paso de dichos compuestos a
otras formas oxidadas. Analizando los datos de absorbancia recogidos para el blanco A, se puede
confirmar el caracter pro-oxidante del AAPH al aumentar significativamente la cantidad de
hidroperéxidos en el tiempo tras la adicién en el volumen de reaccién de la disolucion AAPH. Para
terminar con la puesta a punto del método, los resultados también confirman el caracter antioxidante
de la quercetina, como ya lo hicieran Rice-Evans y colaboradores (1997b), Vulcain y colaboradores
(2005), o Boots y colaboradores (2008). Ademas, Pinelo y colaboradores (2004) observaron que la
capacidad antioxidante de este miembro de la familia de los flavonoides puede variar en funcién de la
temperatura, del solvente del medio en que se encuentre, del pH, de la presencia de oxigeno y de la

intervencién de agentes oxidantes o determinadas enzimas.

-102-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 6. Concentraciéon de [B-caroteno, licopeno y pigmentos
xantofilicos en los digestatos de zanahoria, tomate y maiz
dulce cocido, respectivamente.

DIGESTATOS CONCENTRACION?
Zanahoria 11,54
Tomate 3,67
Maiz Dulce Cocido 4,21

Valores medios (n=3).

La concentracion se expresa en PUM. La transformacién de g/mL a pM se realiza
teniendo en cuenta los pesos moleculares de los pigmentos mayoritarios (3-caroteno
y licopeno, 536,9 g/mol; pigmentos xantofilicos, luteina y zeaxanteno, 568,9 g/mol).
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Tabla 7. Capacidad antioxidante de quercetina. Dato s de

absorbancia a 234 nm obtenidos de los ensayos, real

izados

con quercetina y dos blancos de reaccion, de capaci  dad
antioxidante con AAPH

Tiempo Absorbancia (234 nm)

(min) L2 N Q4
5 0,773 1,308 1,296
6 0,745 1,368 1,316
7 0,721 1,421 1,322
8 0,780 1,485 1,352
9 0,741 1,555 1,393
10 0,649 1,579 1,419
11 0,617 1,696 1,445
12 0,615 1,670 1,478
13 0,581 1,717 1,479
14 0,597 1,762 1,496
15 0,667 1,812 1,572
16 0,647 1,851 1,551
17 0,582 1,906 1,567
18 0,587 1,946 1,589
19 0,582 1,986 1,641
20 0,589 2,051 1,596

Valores medios (n=3).

12,2’-azobis-(2-aminopropano) dihidroclorhidrico.

%Blanco L : 2 mL disolucion sustrato + 25 pL tampén KH2PO4 + 25 pL tampén

KH2PO4.

3Blanco A : 2 mL disolucion sustrato + 25 pL disolucién AAPH + 25 pL tampén

KH2PO4.

4Muestra Q: 2 mL disolucion sustrato + 25 pL disolucién AAPH + 25 pL disolucion

quercetina.
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Con la puesta a punto del método, se ensayan el resto de situaciones expuestas en la Tabla 2.
Para los ensayos con pigmentos patron ([3-caroteno, licopeno y luteina, este Ultimo para representar
el conjunto de pigmentos xantofilicos presentes en la matriz vegetal elegida) se usan disoluciones
diluidas de los stocks obtenidos a partir de extractos oleosos concentrados ricos en estos pigmentos.
Las disoluciones tienen una concentracion tal que la concentracién del pigmento en el volumen de
reaccién es de 0,1 uM. Para los ensayos con digestatos, se usan cantidades crecientes de digestato
(15, 25, 35, 45,... uL) de manera que la concentracion de pigmento proveniente de los digestatos en
el volumen de reaccion ronde 0,1 uM.

Para poder comparar los resultados de los distintos ensayos obtenidos, se procesan
matematicamente los datos de absorbancia obtenidos de la siguiente forma. En primer lugar, solo se
consideran los datos de absorbancia obtenidos a partir del minuto 5 de reaccién. En segundo lugar, a
los valores de absorbancia obtenidos en los ensayos A, P, Q, DB y D se les substraen los obtenidos
en los ensayos L (guardando la correspondencia, ya que cada bloque de ensayos tiene sus propios
blancos; por ejemplo, a A, y Q se les resta L,, mientras que a A, y P se les resta L,). De esta manera
se esta eliminando la influencia del pool inicial de hidroperdxidos. Posteriormente se enfrentan dos a
dos los grupos de resultados como se expuso en el apartado Materiales y Métodos, y se procede al
célculo de las &reas obtenidas de representar las parejas de datos. Para ello, las parejas de datos se
hacen coincidir en el instante 5 min. Este proceso se ejemplifica en la Figura 19. Como se observa en
A, el ajuste de las rectas se hace necesario para que se genere un poligono del que posteriormente
se calcula el area (C). Los valores de absorbancia en los ensayos con digestato como antioxidante
son mayores debido a que con la adicion del digestato se desarrolla cierta turbidez en la muestra. De
ahi la necesidad del ajuste. En B, tras el ajuste de las rectas, se aprecia el poder antioxidante del
digestato de maiz (linea de cuadrados de color rosa; (D-L)) frente a la situacion en la que se carece

de antioxidante (linea de rombos de color azul; (A-L)).
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Figura 19 .- Procesamiento de los datos de absorbancia obtenidos en los ensayos de determinacién
de capacidad antioxidante con el método del AAPH. Datos correspondientes a uno de los replicados
usando 15 pL de digestato de maiz dulce cocido. La linea de rombos de color azul se corresponde
con los datos (A-L), mientras que los cuadrados de color rosa son los valores (D-L). En A, las parejas
de datos no coinciden en el origen. Obteniendo la diferencia entre los datos de (D-L) y (A-L) en el
minuto 5, y restando este valor a todos los datos del grupo (D-L), se llega a la figura B. El poligono
rallado en rojo en C es del que se calcula el area para comparar la capacidad antioxidante de los
distintos ensayos.
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Para calcular el area del poligono encerrado entre las dos rectas (C) se calcula el area del
poligono contenido entre la linea de rombos de azul y el eje de abscisas, y el area del poligono
contenido entre la linea de cuadrados de color rosa y el mismo eje. La diferencia entre los dos valores
de area obtenidos es el area del poligono entre las dos lineas. Las areas bajo las lineas de puntos se
calculan utilizando el sistema descrito por Matthews y colaboradores (1990). En base a esto, el area
bajo una recta se calcula sumando las éareas bajo la grafica entre cada pareja de puntos
consecutivos. Si se tienen las medidas y; e y, en los tiempos t; y t,, entonces el area bajo la recta
entre esos dos puntos es el producto de la diferencia entre los tiempos y la media de las dos
medidas. Esto se conoce como la regla del trapecio porque es la forma de cada segmento del area

encerrada bajo la recta.

(t-t) (yi+y2)/2

Si se tienen n + 1 medidas y; en los tiempos t; (i = 0,..., n), entonces el area encerrada bajo la

recta (ABR) se calcula como:

1
S
|
=

ABR = (ter —t) (Vi + Y is1)

N

I
o

El area obtenida se expresa en tiempo por unidades de absorbancia (UA*t).

Realizados todos los ensayos, con los que se obtiene una extensa bateria de valores de
absorbancia asociados con la concentracién de hidroperéxidos en el medio de reaccion, procesados
matematicamente y calculadas las areas pseudo-triangulares encerradas entre las lineas de los
ensayos sin y con antioxidante, se inician las comparaciones para extraer conclusiones. En primer
lugar, se comparan los resultados obtenidos con quercetina con los obtenidos para los pigmentos

patrén (Figura 20).
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Figura 20.- Grafico de barras para comparar las areas que expresan la capacidad antioxidante de
quercetina, B-caroteno, licopeno y luteina. La concentracibn de quercetina en el volumen de
reaccion es 1 uM, mientras que para los pigmentos carotenoides es de 0,1 uM. Valores medios

(n=3).
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Como se observa en el grafico de barras, para estar presentes en una concentracion 10 veces
inferior a la usada con quercetina, los pigmentos carotenoides utilizados en los ensayos desarrollan
una capacidad antioxidante que en ningln caso es 10 veces inferior a la desarrollada por dicho
compuesto fendlico. De hecho, en el caso de B-caroteno, la capacidad antioxidante excede a la
desarrollada por la quercetina, resultados que estan en contraposicion con los trabajos de Vulcain y
colaboradores (2005). En su trabajo los autores concluyen con que [(-caroteno proporciona una
inhibicién pobre frente a la peroxidacién, aln usandolo en concentraciones de hasta 5 uM, y
argumentan que esto puede estar relacionado tanto con la baja reactividad del pigmento con los
radicales lipidicos como con la degradacion competitiva que sufre el carotenoide por auto-oxidacion
ylo foto-oxidacién. La diferencia entre los resultados expuestos por los autores y los mostrados en el
presente trabajo de tesis pueden deberse al tipo de presentacién del pigmento en el medio de
reaccion. En el trabajo que sirve de referencia para los ensayos realizados en esta tesis, -caroteno
se emulsiona en Tween 20 junto con el acido linoleico que actia de sustrato de reaccion vy,
posteriormente, se inicia la peroxidacion afiadiendo el inductor AAPH. Sin embargo, el procedimiento
usado en esta tesis difiere del original en que primero se inicia la peroxidacion sobre el sustrato de
acido linoleico y luego se afiade B-caroteno (antioxidante) disuelto en THF. El hecho de que Vulcain y
colaboradores (2005) estén emulsionando el pigmento con Tween 20 puede ser el motivo por el cual
los autores argumentan una baja reactividad del pigmento con los radicales, ya que el pigmento se
encontraria en un entorno hidrofébico propicio evitando su interaccién con los hidroperéxidos.

Con respecto a los ensayos donde se han utilizado los digestatos como antioxidante, los
resultados se pueden abordar desde dos puntos de vista diferentes. Bajo el punto de vista quimico,
en el que se determina la capacidad antioxidante del digestato teniendo en cuenta todos sus
componentes, se aprecia que la capacidad antioxidante excede en todos los casos a la desarrollada
utilizando como antioxidante los pigmentos patrén (3-caroteno, licopeno y luteina para comparar con

digestato de zanahoria, tomate y maiz, respectivamente) y asi se observa en la Figura 21.
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Figura 21.- Comparativa de la capacidad antioxidante mostrada en disoluciones de pigmentos patrén
y digestatos de matriz vegetal. Situacién quimica. Los pigmentos patrén utilizados son B-caroteno,
licopeno y luteina, para comparar con los digestatos de zanahoria, tomate y maiz dulce cocido cuyas
graficas se muestran de arriba a abajo, respectivamente. Los pigmentos patrén se encuentran en
concentracion 0,1 uM en el volumen de reaccion. 15, 25, 35, ... hacen referencia a la cantidad de
digestato utilizado para determinar la capacidad antioxidante.
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Eso puede ser consecuencia del proceso de digestion al que se han sometido las matrices
vegetales. Cuando se presenta el pigmento patron en THF, éste queda en suspension dentro de un
entorno liposoluble y es mas propenso a la auto-oxidacién y/o foto-oxidacién que si se encuentra
dentro de micelas como las que se forman durante el proceso de digestion a través del tracto
gastrointestinal. Por otra parte, en los graficos de barras se observa cdmo se produce un aumento en
la capacidad antioxidante desarrollada al pasar de la menor a la mayor cantidad de digestato afiadido
al volumen de reaccién, aunque esto suponga un cambio minimo en la concentracién de pigmento
presente (los valores, en todos los casos, rondan 0,1 pM). De esto se deduce que la presencia de
alimentos ricos en pigmentos carotenoides promueve la inhibicién de los hidroperoxidos ya que, tras
el proceso digestivo, se aprecia una notable capacidad antioxidante incluso comparando los
resultados con los obtenidos con antioxidantes modelo como la quercetina (Figura 20).

Pero, ¢se debe esta capacidad antioxidante Unica y exclusivamente a la presencia de los
pigmentos carotenoides? Con el andlisis de los datos desde el punto de vista quimico no se tiene en
cuenta la presencia de otros componentes que forman parte del digestato junto con los carotenoides.
Para tener en cuenta el efecto antioxidante de los pigmentos dentro del digestato,
independientemente del resto de componentes, se estudian los datos desde el punto de vista
fisioldgico, haciendo que entre a tenerse en cuenta el Blanco del digestato tal y como se describié en
el apartado de Materiales y Métodos. Y cuando esto se lleva a cabo, la realidad es bien distinta de lo
observado en la figura anterior. Ahora los datos de las areas, que expresan la capacidad antioxidante,
alcanzan valores incluso negativos (Figura 22). Esto pone de manifiesto que la capacidad
antioxidante no solo depende de la presencia de los pigmentos, sino que existen otros componentes
del digestato que modulan la concentracién de hidroperéxidos y que podrian proceder de la matriz
vegetal que contiene a los pigmentos. Por tanto, es importante destacar que existen componentes
fisiolégicos en el digestato que hacen que el pigmento esté presente en el volumen de reaccion de

distinta manera que cuando se usan disoluciones con disolventes organicos.
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Figura 22.- Comparativa de la capacidad antioxidante mostrada en disoluciones de pigmentos patron
y digestatos de matriz vegetal. Situacién fisioldgica. Los pigmentos patrén utilizados son B-caroteno,
licopeno y luteina, para comparar con los digestatos de zanahoria, tomate y maiz dulce cocido cuyas
gréficas se muestran de arriba a abajo, respectivamente. Los pigmentos patrén se encuentran en
concentracioén 0,1 uM en el volumen de reaccién. 15, 25, 35, ... hacen referencia a la cantidad de
digestato utilizado para determinar la capacidad antioxidante.
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La bibliografia recoge casos en los que la matriz alimentaria afecta a la biodisponibilidad, no
solo de los carotenoides, sino también de otros compuestos presentes en los alimentos. Los estudios
de Shen y colaboradores (2011) acerca de la biodisponibilidad de AGPIs contenidos en micro-
encapsulados de aceite de pescado, cuya lipolisis depende de la eleccion de la matriz alimentaria que
los contenga, y los de Kabak y Ozbey (2012), con el estudio de la bioaccesibilidad de aflatoxinas
inoculadas en distintos alimentos, lo ponen de manifiesto.

Las matrices vegetales pueden afectar a varios parametros de la fisiologia intestinal como por
ejemplo el pH, las fermentaciones, la excrecién biliar, el tiempo de transito, los fluidos bioldgicos e
incluso a la microbiota intestinal. Ademas, transportadores y enzimas implicados en la absorcion
pueden ser inducidos o inhibidos por la presencia de algunos micronutrientes o xenobiéticos
presentes en la matriz vegetal (Mukinda y colaboradores, 2010).

Dentro de la matriz se pueden dar interacciones entre los distintos componentes de los
alimentos. Esto se puede observar en el hecho de que la bioaccesibilidad de carotenoides desde
zanahoria esté promovida por la presencia de lipidos (como los presentes en el aceite de oliva
cuando se usa para cocinar segin Hornero-Méndez y Minguez-Mosquera, 2007), o en las
interacciones que se observan entre los polifenoles y las proteinas, que son similares a las
observadas entre antigeno y anticuerpo (Serra y colaboradores, 2010).

La digestibilidad de otros compuestos como el almidén depende, ademas de la presencia de
otros constituyentes de la matriz como proteinas, lipidos y polisacéaridos, de la propia morfologia de
los granulos de almidén, de la relacién amilosa/amilopectina y de la estructura molecular (Singh y
colaboradores, 2010). Schweiggert y colaboradores (2012) también analizaron la relacién de la
morfologia de los compuestos con su bioaccesibilidad desde los alimentos. En concreto, observaron
que la forma fisica en que los carotenoides se encontraban en los cromoplastos (organulo que
contiene a los carotenoides y que constituye otra de las barreras para su liberacion desde las
matrices vegetales segun Jeffery y colaboradores, 2012) estaba altamente relacionada con la
eficiencia de liberacion desde las matrices alimentarias.

Otros factores, como el procesamiento de los alimentos, interfieren en la biodisponibilidad.
Estudios de bioaccesibilidad en bebidas hechas con leche y zumo de frutas pone de manifiesto el

hecho de que los tratamientos de alta presion combinados con la adicion de lacteos modulan
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positivamente la bioaccesibilidad de ciertos componentes bioactivos de los alimentos, de naturaleza
principalmente lipofilica, como son el tocoferol, los carotenoides y el acido ascérbico (Cilla y
colaboradores, 2011; Cilla y colaboradores, 2012). Los productos lacteos constituyen una buena
matriz para crear alimentos funcionales, pero no todos los lacteos tienen las mismas propiedades
como matriz. Por ejemplo con yogur (m&s concretamente yogur bebido) se preparan alimentos
enriquecidos con aceite de pescado (ricos en AGPIs) mas estables que si se preparan con leche,
quizas debido a la emulsion (Schram y colaboradores, 2007).

La importancia del estudio de la biodisponibilidad de carotenoides como 3-caroteno, licopeno y
luteina radica en que son antioxidantes naturales, y la capacidad antioxidante que presentan puede
verse afectada por la bioaccesibilidad de dichos pigmentos desde la matriz vegetal que los contiene.
Castenmiller y colaboradores (1999) examinaron el efecto de varios productos consistentes en
espinaca procesada sobre la concentracion de carotenoides encontrada en plasma y llegaron a la
conclusion de que la biodisponibilidad de luteina desde espinaca era mayor que para (-caroteno, y
que la disrupcion enzimética de la matriz (de la estructura de la pared celular) incrementaba la
biodisponibilidad de B-caroteno desde hojas crudas y picadas de espinaca aunque no tenia efecto
sobre la biodisponibilidad de luteina.

El efecto barrera de las paredes celulares también se pone de manifiesto en otros estudios. La
biodisponibilidad de licopeno es mayor en productos obtenidos a partir del tomate procesado que a
partir de tomate fresco ya que la estructura de los alimentos puede afectar a la liberaciéon del licopeno
desde la matriz que constituye el tejido del tomate. En los alimentos procesados incrementa la
biodisponibilidad porque se produce la rotura de las paredes celulares, lo que hace que el pigmento
sea mas accesible, y se anulan las interacciones que mantiene con la matriz. Por el contrario, la
presencia de fibras como la pectina afecta negativamente a la absorcién de los carotenoides en
general ya que promueven condiciones de alta viscosidad (Shi y Le Maguer, 2000). Tydeman y
colaboradores (2010) coinciden con estas observaciones en sus estudios de liberacién de caroteno
desde zanahoria, donde verifican que la ruptura celular es un requerimiento absoluto para la

liberacion del mencionado pigmento desde la matriz vegetal. Las paredes celulares intactas son
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inaccesibles durante la digestién intestinal, por lo que la masticacién o el procesamiento de los
alimentos son necesarios.

La influencia del pigmento en la capacidad antioxidante también depende de las caracteristicas
intrinsecas del propio pigmento y de cédmo se ve afectado por el proceso de digestion. Segun
Tyssandier y colaboradores (2003), el estbmago inicia la transferencia de los carotenoides desde las
matrices vegetales que los contienen hasta la fase grasa del alimento. Segun los autores, licopeno es
menos eficientemente transferido a micelas que, por ejemplo, luteina. La luteina es uno de los
pigmentos mayoritarios encontrados en el digestato de maiz dulce cocido. Como se observa en la
figura 22, el efecto de los pigmentos en la capacidad antioxidante es mayor en el digestato de maiz
que en los obtenidos a partir de zanahoria o tomate. Esto puede estar relacionado con las
caracteristicas internas de las xantofilas hidroxiladas (entre ellas luteina) existentes y con cémo se
comportan a lo largo del proceso de digestion. Resultados similares a los observados en las graficas
de la figura 22 se aprecian en la Tabla 8, donde se exponen los porcentajes de reduccion de la
concentracion de pigmento en los distintos ensayos realizados. Los datos obtenidos son el resultado
de la extraccion de pigmentos a partir de los volimenes de reaccién procedentes de aplicar el método
del AAPH, transcurridos los 20 min, y su posterior estudio cromatogréafico (procedimiento descrito en
el apartado Materiales y Métodos). Se puede observar como, mientras con los pigmentos patrén el
porcentaje de degradacion es bastante similar, con los digestatos el mayor porcentaje de reduccion
se da para el maiz, lo cual indica que la degradacion de pigmentos en este digestato ha sido mayor vy,
por tanto, los pigmentos tienen mas peso en la determinacién de la capacidad antioxidante.

En la Figura 23 se muestran dos graficas en las que se observan mas diferencias en la
capacidad antioxidante analizada desde el punto de vista quimico y el fisioldgico. Los datos hacen
referencia al estudio de la capacidad antioxidante de 15 pL de digestato de maiz dulce cocido.

Considerar los aspectos fisiol6gicos que intervienen en la capacidad antioxidante entra en
contraposicion con los ensayos de autores como Pinelo y colaboradores (2004), Lapidot y
colaboradores (2005) y Vulcain y colaboradores (2005), que consisten en mezclar reactivos quimicos
sin tener en cuenta la procedencia natural o la matriz original que contiene a los antioxidantes
utilizados, o el proceso fisiolégico de digestion al que son sometidos antes de poder exponer su poder

antioxidante.

-115-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS RESULTADOS Y D|SCUS|ON

Tabla 8. Porcentajes de reduccion en la concentraci  6n de pigmentos
tras los ensayos de determinacion de capacidad anti  oxidante.

Antioxidante Porcentaje de Reduccion® (%)
Digestato de Zanahoria 15,684
Patrén [3-caroteno 97,070
Digestato de Tomate 28,171
Patrén Licopeno 93,100
Digestato de Maiz Dulce Cocido 89,608
Patron Luteina 96,000

T - - -
Por estar todos los digestatos en concentraciones cercanas a 0,1 puM, el porcentaje de
reduccion se expresa como la media de todos los ensayos realizados para cada digestato.
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Figura 23.- Diferencias en el estudio de la capacidad antioxidante desde el punto de vista quimico y
fisiolégico. Los datos de absorbancia se toman a 234 nm, longitud de onda para la deteccién de
hidroperoxidos. (A-L), reaccién correspondiente a sustrato linoleico en presencia de inductor de
peroxidacién (AAPH); (DB-L), reaccidén correspondiente a sustrato linoleico en presencia de AAPH 'y
digestato blanco (sin matriz vegetal); (D-L), la misma reaccion incluyendo un digestato como
antioxidante. En todos los casos se resta el efecto del blanco L.
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Conclusion

La capacidad antioxidante no solo depende de la presencia de los pigmentos, sino que existen
otros componentes del digestato que modulan la concentracion de hidroperdxidos. A la visién quimica
de los estudios de capacidad antioxidante realizados debe sumarse el aspecto fisiolégico, dando
importancia a la matriz que contiene a los supuestos compuestos antioxidantes, a los procesos
fisiolégicos que estos atraviesan antes de poder ser absorbidos por el organismo, y a otra serie de

factores modulantes.
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Transporte de hidroperdxidos lipidicos a través de epitelio intestinal

El consumo de grasas insaturadas implica la entrada en nuestro organismo de hidroperdxidos
lipidicos y su posible acumulacién en diversos tejidos en los que pueden dar origen a ERO que provoquen
un desequilibro del estatus rédox tisular ligado al inicio y progreso de procesos degenerativos. El aparato
digestivo, y mas concretamente el intestino, es el tejido mas expuesto a la accion directa de los
hidroperdxidos asi como el punto en el que se metabolizan adecuadamente para evitar la generacion de
ERO mediante el sistema de defensa antioxidante con el que cuenta nuestro organismo. La acumulacién de
hidroperéxidos en el lumen no suele alcanzar niveles téxicos aunque ello no es necesario para observar
maodificaciones significativas en el epitelio intestinal y que éste experimente una alteracion del balance rédox
tisular. Se estima que un consumo de 85 gramos de grasa lleva aparejado la presencia de 1,4 mmol de
hidroperéxidos lipidicos (Wolff y Nourooz-Zadeh, 1996) mientras que una concentracion luminal de 0,2 a 10
UM de hidroperéxidos puede desencadenar respuestas de estrés en las células del epitelio (Gotoh y
colaboradores, 2002). Que los hidroperéxidos lipidicos tienen un impacto degradativo en la regeneracion y
los procesos celulares habituales del epitelio intestinal ha sido demostrado ampliamente en diversos estudios
(Reddy, 1983; Hara y colaboradores, 1996). Sin embargo, existe una importante controversia acerca de
cémo el intestino delgado gestiona los procesos que tienen lugar tras la acumulacion de hidroperoxidos
luminales, su asimilacién, metabolismo y transporte. La controversia procede de los distintos métodos
experimentales aplicados para estudiar los mencionados procesos y de la existencia del proceso de
metabolismo y neutralizacion de hidroperdxidos lipidicos. Por ello, cuando se determina la presencia de
hidroperéxidos lipidicos en el sistema linfatico, ésta suele ser baja debido a la puesta en marcha del sistema
de defensa antioxidante que los metaboliza adecuadamente (Mohr y colaboradores, 1999), lo que impide
determinar los niveles de absorcién en la mucosa y los factores que la delimitan.

Sobre la base de un disefio experimental de Placket-Burman y mejorando la resolucién del disefio
mediante una estrategia fold-over, se realizaron una serie de experimentos y se determinaron tres
respuestas, la velocidad de difusion (dQ/dt), la permeabilidad aparente (Psy,) y el porcentaje de
hidroperéxidos lipidicos que son eficientemente asimilados y transportados en la zona basolateral (%),
considerando tres de los principales factores que afectan a la eficiencia de la asimilacion de compuestos
lipofilicos, su concentracion, la temperatura del ensayo y la capacidad metabdlica del tejido.

Independientemente del mecanismo de asimilacion que proceda para los LOOH, difusion simple o facilitada,
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en ambos la concentracion juega un papel relevante como parametro indicador de la eficiencia de
asimilaciéon que se puede alcanzar. Si se trata del primer mecanismo de transporte, la difusién simple, ésta
sigue la ley de Fick y por tanto en funcion del gradiente de concentracion que se establezca entre el lumen y
el epitelio intestinal se alcanzara una mayor velocidad de difusién. Si la asimilacién de LOOH sigue la difusién
facilitada, entonces la eficiencia del proceso estara limitada por la actividad de los transportadores que
interiorizan los LOOH, actividad que se satura cuando el gradiente de concentracion entre el lumen y el
epitelio es elevado y es funcion también de la temperatura (Thurnhofer y Hauser, 1990; Compassi y
colaboradores, 1997). El tercer factor considerado es la capacidad metabdlica del tejido, y mas
concretamente los niveles de glutation intestinal que incide significativamente en la valoracion de las
respuestas mencionadas (Aw y colaboradores, 1992). Se comprobd que las condiciones experimentales
(temperatura, 25 o 37 °C, tiempo de ensayo, 4 horas, y burbujeo de gas carbdgeno) no tienen efecto en la
concentracion de LOOH colocados en la zona apical, que se mantuvo en valores superiores al 95% respecto
al contenido inicial.

En la Figura 24 se representa la acumulacion de LOOH en la zona basolateral en funcién del tiempo
para la concentracién de 40 uM en la celda donante a las temperaturas de 25 °C y 37 °C. La velocidad de
difusion, obtenida a partir del ajuste lineal de los datos se incrementa al aumentar la temperatura del ensayo
(9,442 nmol/h y 11,509 nmol/h para 25 °C y 37 °C, respectivamente, si bien estas diferencias no llegan a ser
estadisticamente significativas). Los correspondientes valores de permeabilidad aparente son,
consecuentemente, distintos en funcion de la temperatura (0,369 cm/h y 0,450 cm/h para 25 °C y 37 °C,
respectivamente). En términos de porcentaje y tomando como referencia la concentracion de hidroperoxidos
en la celda donante se alcanzaron valores del 12,92% y 14,95% para 25 °C y 37 °C, respectivamente. Para
obtener una valoracion mas completa sobre los datos de transporte obtenidos, éstos se confrontan con los
valores de los ensayos realizados en idénticas condiciones experimentales salvo que el tejido intestinal se
obtuvo a partir de ratas tratadas con BSO, resultados que se representan en la Figura 25. La velocidad de
difusion presenta un incremento en funcion de la temperatura (17,782 nmol/h y 24,383 nmol/h para 25 °C y
37 °C, respectivamente), y superiores a los obtenidos en los ensayos realizados con tejido sin tratar. Los
valores de permeabilidad aparente son 0,695 cm/h y 0,953 cm/h alcanzando, en términos de porcentaje una
acumulacién de LOOH en la celda aceptora del 25,37% y 38,58% respecto a la concentracion inicial para 25

°C y 37 °C, respectivamente.
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Figura 24.- Evolucién del contenido de LOOH en la zona basolateral durante el ensayo
de asimilacion con celdas Ussing utilizando epitelio intestinal de rata. La concentracion
de LOOH en la zona apical fue de 40 uM en la zona apical. El ajuste lineal permite
obtener la velocidad de difusién para la temperatura de ensayo de 25 °C (linea
discontinua) o 37 °C (linea continua) que alcanz6 valores de 9,442 nmol/h y 11,509
nmol/h, respectivamente.
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Figura 25.- Evolucién del contenido de LOOH en la zona basolateral durante el ensayo
de asimilacibn con celdas Ussing utilizando epitelio intestinal de rata a la que
previamente se administr6 BSO (L-butionina-sulfoximina) en la cavidad intraperitoneal y
provocar un descenso del 50% en la concentracion tisular de glutation. La concentracién
de LOOH en la zona apical fue de 40 uM en la zona apical. El ajuste lineal permite
obtener la velocidad de difusion para la temperatura de ensayo de 25 °C (linea
discontinua) o 37 °C (linea continua) que alcanz6 valores de 17,782 nmol/h y 24,383

nmol/h, respectivamente.
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Puesto que, aparentemente los factores controlados modifican las respuestas observadas
se decide concretar el nivel de significacion de cada uno de ellos en la asimilacién y transporte
de LOOH mediante el disefio experimental expuesto en la seccién de Materiales y Métodos
(Tabla 3). Ademas de los factores incluidos en los ensayos previos (temperatura, concentracion
de LOOH vy nivel tisular de GSH; resultados expuestos en las Figuras 24 y 25) se incorporan al
disefio los factores tipo de antioxidante (lipofilico o hidrofilico) y su concentracién (1 o 2,5 uM).
La inclusion de estos factores en el disefio experimental trata de responder a uno de los
objetivos planteados en este trabajo, si existen mecanismos alternativos o complementarios a
la actividad antioxidante por los que se disminuya el potencial oxidativo generado por LOOH.

En la Tabla 9 se exponen los resultados experimentales obtenidos para las respuestas
que se determinaron en los ensayos: la velocidad de difusion, dQ/dt, que es la cantidad de
LOOH que ha sido asimilada y transportada hacia la zona basolateral en funcién del tiempo
(nmol/h); la permeabilidad aparente (cm/h) y el porcentaje de LOOH medido en la zona

basolateral.
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Tabla 9. Disefio experimental de Placket-Burman 2,7\;3 utilizado para estudiar los

efectos de 7 factores sobre las 3 respuestas estudi  adas y resultados obtenidos
durante los ensayos de absorcién y transporte ex vivo de LOOH a través de
epitelio intestinal de rata.

Run  Trial X¢ Xo Xs Xa Xs Xo X, doidtt Papp® %

12 1 1 -1 -1 1 1 -1 1 263 2,06 71,5
3 2 -1 1 -1 -1 1 -1 1 131 1,02 37,5
4 3 -1 1 1 -1 -1 1 -1 10,2 0,40 13,7
11 4 1 -1 1 1 -1 1 -1 6,30 0,25 8,69
9 5 1 1 1 -1 -1 -1 1 999 0,78 33,0
16 6 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 18,6 1,46 49,2
2 7 -1 -1 1 1 -1 -1 1 784 0,61 23,5
13 8 -1 1 1 1 1 -1 -1 12,2 0,95 33,0
5 9 1 -1 -1 -1 -1 1 1 18,7 0,73 27,4
7 10 1 1 -1 1 -1 -1 -1 204 1,59 56,9
10 11 1 1 -1 -1 1 1 -1 149 0,58 21,4
15 12 -1 -1 1 -1 1 1 1 246 0,96 38,3
6 13 1 -1 1 -1 1 -1 -1 112 0,87 31,1
8 14 1 1 1 1 1 1 1 215 0,84 34,8
14 15 -1 1 -1 1 -1 1 1 289 1,11 39,5
1 16 -1 -1 -1 1 1 1 -1 16,3 0,64 23,0

l: velocidad de difusién (nmol/h); 2: Permeabilidad aparente (cm/h); 3: porcentaje de LOOH medido en la celda
aceptora.

Cddigos de los factores considerados: X;: tipo de antioxidante, grupo lipofilico (B-caroteno o luteina); Xj:
concentracién de antioxidante, grupo lipofilico (1 o 2,5 pM); Xs: tipo de antioxidante, grupo hidrofilico (quercetina
o0 &cido tanico); X,: concentracion de antioxidante, grupo hidrofilico (1 0 2,5 pM); Xs: temperatura (25 o 37° C); Xe:
concentracion de LOOH (20 o 40 pM); X: nivel tisular de GSH (tratamiento con BSO).

Estructura de confusion del disefio: XoxX4 = X3XXs = XexX7
X1XX4 = X3XX6 = x5xX7
X1 XX5 = XoxXg = XgXX7
XXXy = X3xX7 = XsXXg
X1xX3 = XoxX;7 = X4%Xe
X1 XX7 = XoxX3 = XyXXs
X1 XXg = Xox X5 = XXXy
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Considerando la respuesta de porcentaje de LOOH medido en la celda aceptora destaca
que en la mayoria de los ensayos se obtuvieron valores destacables, con porcentajes
superiores al 20% excepto en los ensayos 3 (13,7%) y 4 (8,69%), siendo el ensayo 1 en el que
se obtuvo el mayor porcentaje de LOOH medido en la celda aceptora (71,5%). Con el uso de
otros modelos experimentales (Bergan y Draper, 1970; Glavind, 1970) no se consigui6
determinar la absorcién y transporte de LOOH, debido probablemente a que los factores
relevantes que modulan con el modelo la asimilacion de LOOH, como la concentracién de
LOOH administrada y la capacidad metabdlica del tejido, no se establecieron de forma
adecuada. Con el modelo experimental propuesto de asimilacion ex vivo si se ha conseguido
estimar la asimilacion de LOOH, en la linea de otros estudios que si observan una creciente
acumulacion de LOOH en el sistema linfatico (Nakatsugawa y Kaneda, 1983; Aw vy
colaboradores, 1992). Para determinar qué factores de los estudiados resultan criticos para la
absorcion y transporte de LOOH a través del epitelio intestinal se presentan en la Tabla 10, los

efectos, en términos de factores codificados, en cada respuesta considerada.
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Tabla 10. Efectos de los factores
considerados en el disefno
experimental de Placket-Burman

7-
2% sobre cada una de las

respuestas que se determinaron
durante los ensayos de absorcién y
transporte ex vivo de LOOH a través
de epitelio intestinal de rata (Wistar).
Se muestran so6lo aquellos efectos
enlos que p <0,15.

Factores  dQ/dt'  Papp? %>

X1
Xz
X3 -6,68 -0,44 -13,76
X4
Xs
Xe -0,48 -16,11

X7 5,09

L. velocidad de difusion (nmol/h): °: Permeabilidad

aparente (cm/h); 3: porcentaje de LOOH medido
en la zona basolateral.

Cadigos de los factores considerados: X;: tipo de
antioxidante, grupo lipofilico (B-caroteno o
luteina); X,: concentracion de antioxidante, grupo
lipofilico (1 o 2,5 pM); Xs: tipo de antioxidante,
grupo hidrofilico (quercetina o acido tanico); Xu:
concentracién de antioxidante, grupo hidrofilico (1
0 2,5 uM); Xs: temperatura (25 o 37° C); Xe:
concentracién de LOOH (20 o 40 pM); X7: nivel
tisular de GSH (tratamiento con BSO).
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Solo se presentan los efectos en las respuestas de aquellos factores que presentaron un valor
de significacién estadistica p < 0,15. Este criterio cuantitativo fue considerado sobre la base de los
resultados obtenidos por otros autores (Rincon y colaboradores, 2003) debido a que este criterio
convencional ha sido previamente utilizado con éxito para identificar factores clave en la fase de
sondeo durante el desarrollo del método cientifico. Con este criterio los factores que tienen una
incidencia significativa en una o varias de las respuestas consideradas son X; (tipo de antioxidante
del grupo hidrofilico), Xg (concentracion de LOOH en la celda apical) y X; (nivel tisular de GSH). De
esta forma, como se expone en la Tabla 10, cuando se cambia quercetina por acido tanico en el
medio de la zona apical se producen descensos de 6,68 nmol/h de la velocidad de difusion, 0,44 cm/h
en la permeabilidad aparente y del 13,8% en la porcion de LOOH que aparece en la zona basolateral.
Este efecto es independiente de la concentracion de antioxidante del grupo hidrofilico utilizada (factor
X4) que no produce cambios significativos en ninguna de las respuestas. El siguiente factor critico es
la concentracion de LOOH depositada en la zona apical que también tiene un efecto negativo, pero
s6lo en las respuestas permeabilidad aparente (descenso de 0,48 cm/h) y porcentaje de LOOH
transportado (16,1%) cuando se aumenta la concentracion afiadida de 20 uM a 40 yuM. EIl Ultimo
factor critico que provoca una modificacidn significativa y positiva Gnicamente en la respuesta
velocidad de difusion es el nivel tisular de GSH que produce un aumento de 5,09 nmol/h cuando el
epitelio intestinal procede de las ratas a las que se inyectd BSO. El resto de factores considerados
(antioxidantes de tipo lipofilico, su concentracién, y temperatura) no produjeron efectos significativos
en ninguna de las respuestas.

Desde el punto de vista de la interaccién quimica entre antioxidantes y ERO son posibles
varios procesos como el intercambio de electrones, la abstraccién de atomos de hidrégeno, la adicion
del radical al antioxidante con la consecuente formacion de aductos, la quelacion de metales
catalizadores de procesos oxidativos, y la reduccién de especies radicalarias que originariamente
eran antioxidantes. Sin embargo, ninguna de estas alternativas se puede contemplar en este estudio
ya que la especie considerada, LOOH, no es formalmente un radical sino un generador potencial de
ellos al descomponerse. Por tanto, los efectos significativos en las respuestas observadas que se han

encontrado para el caso del grupo de antioxidantes hidrofilicos, y la ausencia de ellos cuando los
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antioxidantes pertenecen al grupo lipofilico se deben basar en otro tipo de mecanismo no relacionado
con la interaccién quimica.

El epitelio gastrointestinal funciona como una barrera selectiva que permite la absorcién de
nutrientes, electrolitos y agua pero restringe el paso desde el lumen a la circulacion sistémica a los
compuestos potencialmente téxicos. Esta selectividad del epitelio, la permeabilidad, estd modulada
por una serie de factores de naturaleza fisicoquimica, fisiolégica, y bioquimica, entre los que destacan
la polaridad, concentracion y estado de agregacién del compuesto a asimilar, la presencia de
compuestos coadyuvantes e interferentes y también es dependiente del caracter de la matriz
alimentaria que se ha ingerido (Deferme y colaboradores, 2008). Estos factores modifican por
diversas causas y mecanismos la permeabilidad del tejido, mecanismos entre los que se encuentra la
alteracion de la zénula oclusiva (término latino zonula occludens, tight junction en inglés). La zonula
oclusiva es el espacio intercelular entre los enterocitos, zona por la que se produce la asimilacion
paracelular, que permite la absorcién de agua, iones, solutos y moléculas de diverso caracter
(hidréfilo o lipdfilo) y tamafio. La mayor o menor capacidad de asimilacion a través del “poro” que
conforma la zénula oclusiva depende de la funcionalidad de cuatro tipos de proteinas estructurales
intermembrana: Ocludinas, claudinas, moléculas de adhesién entre uniones y tricelulinas (Furuse y
colaboradores, 1993; 1998; Martin-Padura y colaboradores, 1998; lkenouchi y colabores, 2005).
Estas proteinas mantienen la estructura y funcionalidad del espacio intercelular, regulando el paso de
las sustancias desde el lumen. Los factores extracelulares que modifican la permeabilidad en la
z6nula oclusiva son de diversa naturaleza incluyendo citoquinas y factores de crecimiento, patdgenos,
nutrientes y prebidticos, que modifican la expresién de las proteinas encargadas de mantener la
estructura de la zénula oclusiva. Las evidencias sobre el efecto de diversos nutrientes en la alteracion
de la zénula oclusiva estan de momento limitadas a la glutamina, el triptéfano y las vitaminas Ay D
que disminuyen la permeabilidad de la membrana y mejoran su capacidad estructural (Rowe, 1997;
Peng y colaboradores, 2004). Diferente es el efecto de otros componentes de los alimentos como los
acidos grasos poli-insaturados, que provocan un aumento en la permeabilidad de la membrana
(Usami y colaboradores, 2001; 2003).

Otro grupo de componentes de los alimentos que también tiene un efecto en la permeabilidad

de la zénula oclusiva es el de los flavonoides. Recientes estudios han demostrado que quercetina,
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kaempferol, miricetina tienen un efecto protector de la integridad de la membrana y de los espacios
intercelulares mediante mecanismos que implican una mejora en la expresion de las proteinas que
estructuran dichos espacios o la neutralizacion de ERO. En este caso sé6lo se puede contemplar la
primera actividad, que no implica un mecanismo de caracter antioxidante, y es la que se produce en
aquellos experimentos en los que se afiadié un antioxidante de naturaleza hidrofilica en la zona
apical, acido tanico en sustitucion de quercetina, disminuyendo significativamente las tres respuestas
medidas en este estudio (Tabla 10 factor X3). En este caso, el antioxidante afiadido en la zona apical
evita el efecto negativo que los LOOH tienen en la estructura de la membrana epitelial extendiéndose
el efecto a las tres respuestas observadas (Tabla 10). Un segundo mecanismo de caracter no
antioxidante y que puede estar implicado en este proceso de descenso en las respuestas es el que
los flavonoides ejercen en la actividad y expresiébn génica de la glutamato-cisteina ligasa vy,
consecuentemente, en la cantidad de GSH tisular (Zheng y colaboradores, 2007; Giovannini y
colaboradores, 2008). En concreto se ha demostrado que el tratamiento de células HepG2 con
guercetina en concentracion 0,1-10 uM durante 2-10 horas previene el descenso tisular de GSH
tisular inducido por tert-butil hidroperéxido mediante la activacion de las enzimas antioxidantes
relacionadas con la produccion y regeneracion de GSH (Alia y colaboradores, 2003). De esta forma,
los flavonoides contribuyen positivamente en mantener el metabolismo adecuado de los LOOH que
lleva a cabo GSH sin que exista una implicacion directa de caracter antioxidante.

Hubiera sido esperable que el efecto protector se extendiera a los carotenoides que se han
ensayado en el estudio (B-caroteno y luteina), pero no ha sido asi, no al menos en términos de
significacion estadistica (Tabla 10). Es posible que sus efectos sélo sean apreciables tras un periodo
de tratamiento previo del tejido, durante el cual la membrana del epitelio se enriqueciera con estos
compuestos y su efecto se hiciera palpable, o bien se trate de que los niveles de concentracion
considerados en el disefio experimental (Tabla 3) no haya sido la adecuada para observar el efecto,
aunque segun lo apreciado para los antioxidantes hidrofilicos es bastante probable que ésta no sea la
causa. Solo se puede concluir entonces que la asimilacién de LOOH desciende significativamente
cuando en la zona apical se cambia quercetina por acido tanico y que este efecto no es dependiente

de la concentracién utilizada.
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El segundo factor que modifica significativamente las respuestas analizadas es la
concentracién de LOOH (Tabla 10 factor Xg). Cuando se incrementa la concentracion hasta 40 uM en
la zona apical la permeabilidad aparente y el porcentaje de LOOH medidos en la zona basolateral
descienden significativamente. Estos descensos son indicativos de que el mecanismo de transporte
implicado en la asimilacion de LOOH se puede corresponder con la difusién facilitada. En este
mecanismo, la asimilacién se produce mediante la participacion de transportadores de membrana,
que son los encargados de interiorizar los componentes liberados de las micelas mixtas. Los
resultados obtenidos con diferentes modelos experimentales, in vitro e in vivo, estan proporcionando
evidencias acerca de la existencia de transportadores que facilitan la absorcion de compuestos
lipofilicos como colesterol (libre o esterificado), triacilglicéridos y fosfolipidos (Compassi y
colaboradores, 1995; Werder y colaboradores, 2001; von Bergmann y colaboradores, 2005). Alguno
de los transportadores identificados son los receptores residuales tipo B, determinante de grupo 36
(CD36) y la proteina Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1).

La saturacion de la velocidad de absorcion es una de las primeras sefiales para argumentar la
existencia de un mecanismo de difusion facilitada como se ha indicado anteriormente (During y
colaboradores, 1998; 2002; Reboul y colaboradores, 2005). Cuando la concentracién de
componentes a asimilar es elevada, se produce una saturacion por sustrato de los transportadores,
descendiendo la eficiencia de la asimilacion. Este planteamiento explica por qué la concentracion de
LOOH es un factor critico para la permeabilidad aparente y el porcentaje de LOOH pero seria
esperable que la velocidad de difusion también hubiera experimentado un descenso significativo,
considerando que la permeabilidad aparente y la velocidad de difusién estan relacionadas mediante
una proporcionalidad directa, conforme a la ecuacién que permite su estimacién (Ecuacion 1).

El tercer factor que resulta critico y que afecta sélo a la velocidad de difusién de LOOH (Tabla
10 factor X;) es el nivel tisular de GSH. El tratamiento con BSO produce un descenso apreciable en
los niveles de GSH en la mucosa intestinal por lo que la capacidad de procesar adecuadamente los
LOOH absorbidos desde el lumen disminuye significativamente, y consecuentemente se produce un
aumento en la velocidad de difusiéon (5,09 nmol/h factor X;, Tabla 10). En una situacién de
insuficiencia de GSH intestinal, la velocidad de difusion de LOOH desde el lumen aumenta

significativamente, pero no asi las otras respuestas observadas (permeabilidad aparente y porcentaje
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de LOOH en la zona basolateral). Un aumento de la velocidad de difusiéon no implica necesariamente
que la cantidad asimilada y transportada incremente proporcionalmente. Este hecho se puso de
manifiesto con los resultados obtenidos mediante otro modelo experimental descrito por Aw y
colaboradores en 1992, que observaron como los LOOH se acumulan en el epitelio intestinal in vivo
cuando los niveles de GSH son inferiores a los habituales. Como contrapartida a ello, la velocidad de
transporte desde el epitelio intestinal hacia el sistema linfatico también incrementa, y con ello los
niveles de LOOH que aparecen en el interior del organismo, efecto que no se ha observado con el
modelo experimental expuesto, ya que las respuestas permeabilidad aparente y porcentaje de LOOH
no se modifican significativamente por este factor. Este resultado esta en consonancia con el modelo
propuesto para la asimilacién, metabolismo y transporte de LOOH (Kowalski y colaboradores, 1990;
Aw y Williams, 1992; Aw y colaboradores, 1992; Legrand y Aw, 2001) y representado en la Figura 26.
En condiciones de suficiencia de GSH, el metabolismo intracelular de LOOH provoca un aumento de
la asimilacion de LOOH del lumen y un descenso en el transporte de LOOH hacia la zona basolateral.
Por el contrario, en una situacion de deficiencia de GSH tisular, la velocidad de difusion de LOOH
hacia la zona basolateral incrementa al no existir un procesado eficiente de los LOOH en el interior de
los enterocitos por lo que una vez interiorizados, se transportan fuera de la zona basolateral. Aunque
con los datos obtenidos si se observa un incremento significativo en la velocidad de difusion cuando
el nivel de GSH tisular es deficiente, no se ha podido apreciar un incremento significativo en la
permeabilidad aparente y en el porcentaje de LOOH medido en la zona basolateral (Tabla 10, factor
X7). Este hecho puede deberse a que el procedimiento utilizado por Aw y colaboradores (1992)
consiste en un modelo experimental de perfusién in vivo con el epitelio intestinal integro en el que
permanece intacto el sistema linfatico por el que permanentemente se retiran LOOH, creando un
gradiente favorable de concentracion desde el epitelio intestinal hacia la linfa. En este estudio la zona
basolateral no se renueva por lo que el gradiente de concentracion disminuye a medida que se

acumulan LOOH en dicha zona, lo que disminuye la eficiencia del transporte extracelular de LOOH.
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Figura 26.- Mecanismo de asimilacion,
metabolismo y transporte de LOOH
procedentes del Ilumen en células
intestinales que presentan suficiencia (S) o
deficiencia (D) de GSH tisular, propuesto
por Aw y colaboradores (1992).
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La fase de sondeo puso de manifiesto la existencia de tres factores significativos, X; tipo de
antioxidante hidrofilico (quercetina o acido tanico), Xs concentracion de LOOH y X; nivel tisular de
GSH de los cuales se seleccionaron dos, tipo de antioxidante hidrofilico y concentracion de LOOH
para realizar una fase de optimizacién con el objetivo de concretar las condiciones en las que estos
dos factores modifican las respuestas analizadas. El hecho de descartar al factor X;, nivel tisular de
GSH de la fase de optimizacién se debe a la pretension de esclarecer el rol de los otros dos factores
escogidos, en las condiciones habituales de asimilacion y transporte de LOOH. Si los antioxidantes
hidrofilicos tienen un efecto en las respuestas determinadas en este ensayo incluso en condiciones
operativas del metabolismo de LOOH mediante la actividad de GSH, como asi apuntan los resultados
obtenidos en la fase de sondeo, se dispondra de un control positivo del aporte de los antioxidantes
exogenos al trabajo que realiza GSH tisular en las gestion de los LOOH asimilados, es decir, una
actividad antioxidante extra al sistema antioxidante enddégeno con el que cuenta el tejido. En la Tabla
11, se presentan los efectos de los factores considerados en el disefio experimental de Box-Wilson
descrito en la seccion de Materiales y Métodos para quercetina. El conjunto de efectos de los dos
factores considerados afecta a la velocidad de difusién (15,86) si bien en ninglin caso los factores por
separado tuvieron consecuencias significativas en la respuesta. El valor de R? (0,54) esta indicando
gue casi la mitad de esos efectos se deben a factores no considerados en el modelo experimental. En
el caso de la permeabilidad aparente, también el conjunto de efectos de los dos factores afecta a la
respuesta medida (0,83) y aqui si aparece un efecto lineal y negativo de la concentracién de LOOH (-
0,69) en el valor de la permeabilidad aparente. Graficamente este efecto se representa en la Figura
27. El resto de efectos por separado no resultan relevantes. En este caso los factores considerados si
logran explicar con mayor amplitud la variacién de la permeabilidad aparente (R*=0,86). Los
resultados obtenidos para la respuesta porcentaje de LOOH medido en la zona basolateral siguen la
misma toénica que la expuesta para la respuesta permeabilidad aparente. Asi, el conjunto de los
efectos para ambos factores afecta a la respuesta (28,13) y sélo el factor concentracion de LOOH
tiene un efecto lineal y negativo en la respuesta. Ademas, los factores considerados si consiguen

explicar en mayor medida la variabilidad en la respuesta (R*=0,89).
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Tabla 11. Efectos de los factores
considerados en el disefio experimental
de Box-Wilson para la optimizacién de
los factores mas influyentes
identificados en la fase de sondeo, sobre
cada una de las respuestas que se
determinaron durante los ensayos de
absorcion y transporte  ex vivo de LOOH
a través de epitelio intestinal de rata
(Wistar). Se muestran so6lo aquellos
efectos en los que p < 0,05. Resultados
obtenidos en el caso de quercetina.

Efectos dQ/dtt  Papp® %°
Media 15,86 0,83 28,13
X1 lineal

X, cuadrético
X, lineal -0,69 -24,32
X, cuadratico

X1 x X,

R? 0,54 0,86 0,89

velocidad de difusion (nmol/h); % Permeabilidad

aparente (cm/h); 3: porcentaje de LOOH medido en la
zona basolateral.

Cddigos de los factores considerados: X;: concentracion
de quercetina; Xp: concentracion de LOOH.
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Figura 27.- Efectos de los factores X; (Antioxidante hidrofilico, quercetina) y X, (concentracion de
Hidroperéxidos) sobre la permeabilidad aparente (Papp).
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En la Tabla 12, se presentan los efectos de los factores considerados en el disefio experimental de
Box-Wilson descrito en la seccion de Materiales y Métodos para acido tanico. En este caso, los
factores considerados no tuvieron ningun efecto significativo, ni en conjunto ni por separado, en las
respuestas determinadas. El coeficiente R? para cada una de ellas es muy bajo en el caso de la
velocidad de difusién (0,21) y supera el 50% para las otras dos respuestas (R*> = 0,60 y R* = 0,56,
para la permeabilidad aparente y el porcentaje de LOOH medido en la zona basolateral,
respectivamente). La variabilidad de los datos obtenidos con &cido tanico no queda suficientemente
explicada por los factores considerados en el disefio experimental para ninguna de las respuestas
consideradas.

Resulta llamativo que, si bien en la fase de sondeo se aprecié que el cambio de quercetina por
acido tanico provocaba un descenso significativo en las respuestas estudiadas, lo que colocé a este
factor (Tabla 10, factor X3) en la lista de factores a considerar en la fase de optimizacion, ahora los
datos indiquen que quercetina es el flavonoide que tiene efectos significativos (Tabla 11) y no el
polifenol acido tanico. Este proceso de optimizacion ha puesto de manifiesto que quercetina y acido
tanico tienen efectos diferentes en las respuestas analizadas. Como ya se ha expuesto
anteriormente, los flavonoides tienen un efecto positivo sobre la sintesis de GSH. Sin embargo, el
efecto de los polifenoles es en principio contrario a los intereses sobre la actividad metabdlica de
GSH sobre LOOH ya que existen evidencias que indican que los polifenoles inhiben la glutation
reductasa (Zhang y colaboradores, 1994; 1997) mediante un proceso de inhibicion competitiva con
GSH. Este efecto restaria eficiencia a la actividad metabdlica de GSH sobre los LOOH ya que la
glutatién reductasa es la enzima encargada de regenerar la forma oxidada de glutation a GSH. Sin
embargo, los datos indican que la adicién de acido tanico no tiene efecto alguno sobre las respuestas
implicadas en la difusién, asimilacién y transporte de LOOH a través del epitelio intestinal, ni siquiera
un efecto positivo, entendiendo como positivo a un incremento en los valores de los parametros
estimados que indicaran una mayor presencia de LOOH en la zona basolateral a consecuencia de la
inhibicién de la enzima glutatién reductasa, y por tanto de la capacidad metabdlica de GSH. La
actividad de glutation reductasa es, cuantitativamente un mecanismo importante para mantener la
cantidad de GSH tisular cuando su demanda para metabolizar LOOH es elevada (Aw y Rhoads,

1994), aunque diversos estudios han demostrado que las enzimas que participan en el ciclo rédox de
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GSH no son las que limitan el catabolismo y eliminacion de LOOH en el intestino sino que la
eficiencia en la asimilacion de LOOH y la disposicion del antioxidante celular GSH son las
variables que controlan el proceso (Kowalski y colaboradores, 1990; Aw y colaboradores, 1992;
Aw y Williams, 1992). Consecuentemente un impacto negativo en la actividad de glutatién
reductasa, ejercido por &cido tanico, no resulta relevante en la capacidad metabdlica de GSH
sobre LOOH, cuando el tejido presenta los niveles habituales de GSH. Solo aquellos factores
gue inciden en la concentracién de GSH tisular son los que afectan significativamente a la
asimilacion y metabolismo de LOOH como es el caso de quercetina que produce un efecto
positivo en la sintesis de GSH y por tanto contribuye a una mayor eficiencia en el control de los

LOOH del lumen.
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Tabla 12. Efectos de los factores
considerados en el disefio
experimental de Box-Wilson para la

optimizacibn de los factores mas

influyentes identificados en la fase de

sondeo, sobre cada una de las
respuestas que se determinaron

durante los ensayos de absorcion y

transporte ex vivo de LOOH a través de
epitelio intestinal de rata (Wistar). Se

muestran solo aquellos efectos en los

que p < 0,05. Resultados obtenidos en
el caso de &cido tanico.

Efectos dQ/dtt  Papp® @ %°

Media

X1 lineal

X; cuadratico
X5 lineal

X, cuadratico

X1 x X,

R? 0,21 0,60 0,56

l: velocidad de difusién (nmol/h); 2: Permeabilidad

aparente (cm/h); 3: porcentaje de LOOH medido en la
zona basolateral.

Cddigos de los factores considerados: Xj:

concentracion de quercetina; X»: concentracion de
LOOH.
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Tanto en la fase de sondeo como en la de optimizacién, se ha observado el hecho de que la
concentracion de LOOH (Tabla 10, factor Xg; Tabla 11, factor X,) so6lo afecta significativamente a la
permeabilidad aparente y al porcentaje de LOOH medido en la zona basolateral, pero no a la
velocidad de difusion, aunque existe una relacién de proporcionalidad directa entre la primera y la
Ultima respuesta (Ecuacién 1). En la Figura 28 se representan los valores experimentales de
permeabilidad aparente frente a la velocidad de difusion obtenidos para el disefio experimental de
optimizacién en el caso de quercetina. Se observa la proporcionalidad directa entre las dos variables
siempre y cuando se agrupen los valores experimentales de los ensayos realizados con la misma
concentracion de LOOH. Ademas, cuando se consideran los valores en su conjunto
(independientemente de la concentracion) se observa una correlacién significativa entre las dos
variables (p = 0,0506). ¢(Como es posible entonces que el estudio estadistico arroje resultados
significativos para la permeabilidad aparente y no para la velocidad de difusién? Esta falta de
convergencia conjunta es posible interpretarla a partir de los valores de R en las Tablas 11 y 12, que
para la velocidad de difusion fueron muy inferiores en comparacion con los valores obtenidos para las
otras dos respuestas consideradas (0,54 y 0,21 para quercetina y acido tanico, respectivamente).
Como ya se ha indicado anteriormente debe existir uno o varios factores en el disefio experimental
que expliquen el resto de la variabilidad de los datos obtenidos para la velocidad de difusion. La
representacion del mecanismo de asimilacion, metabolismo y transporte de LOOH propuesto en la
Figura 28, evidencia la sucesion de acontecimientos y la complejidad de los elementos que participan
en el proceso que se ha estudiado. Hay otro elemento que juega en contra del procedimiento
experimental usado y es lo estacionario del mismo. En situacion real, los LOOH que son asimilados y
transportados hacia la linfa son movilizados hacia el higado. Sin embargo, en el modelo de celdas
Ussing, los LOOH se acumulan en la zona basolateral sin que exista una regeneracion del bufer en el
gue la concentracion de LOOH aumenta a medida que el experimento avanza. Este hecho puede
crear un gradiente de concentracién, desde la zona basolateral al interior del tejido que disminuya la
eficiencia del transporte y altere los valores de velocidad de difusion que realmente serian

esperables.
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1,6

Relacién dQ/dt - Papp: r = 0,63, p<0,05, y = 0,0704 x - 0,1512 1%9 '

1,4 }

Papp

0,0

4 6 8 10 12 14 16 18

dQ/dt

Figura 28.- Valores experimentales de permeabilidad aparente (Papp) frente a velocidad de difusién
(dQ/dt) obtenidos para el disefio experimental de optimizacion en el caso de quercetina.
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Conclusién

El modelo de estudio utilizado permite determinar que sélo aquellos factores que inciden en la
concentracion de GSH tisular son los que afectan significativamente a la asimilacién y el metabolismo
de hidroperéxidos, como es el caso de la quercetina, que produce un efecto positivo en la sintesis de
GSH contribuyendo asi a una mayor eficiencia en el control de los hidroperéxidos del lumen. Sin
embargo, en contra del modelo experimental usado esta lo estacionario del mismo ya que, en una
situacion real, los hidroperoxidos asimilados y transportados hacia la linfa son movilizados hacia el
higado mientras que en el modelo de celdas Ussing los hidroperéxidos se acumulan en la zona
basolateral pudiendo esto disminuir la eficiencia del transporte. Aunque el modelo experimental ex
vivo que utiliza celdas tipo Ussing permite medir el transporte de ciertos componentes a través del
epitelio intestinal, los resultados obtenidos solo suponen aproximaciones a la situacion real en que un

tejido forma parte de un organismo vivo.
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Medida de la actividad de lipoxigenasa de soja (tip __os 1y V)

La actividad de lipoxigenasa se determina midiendo el incremento de absorbancia por segundo
a 234 nm que experimenta una disolucién en la que se encuentran presente la enzima y su sustrato
debido a la formacién de hidroperéxidos de acidos grasos poli-insaturados. Las lipoxigenasas son un
conjunto de isoenzimas con distintos requerimientos en cuanto a entorno fisico-quimico y naturaleza
del sustrato empleado para llevar a cabo la reaccién. Aunque el objeto del estudio serd poner a punto
un método para medida de actividad de lipoxigenasa procedente de epitelio intestinal humano,
previsiblemente LOX-5, todos los estudios previos de puesta a punto del método de medida de
actividad, asi como el método de paralizacién quimica de la actividad enzimatica se realizaran con
LOX de soja tipo | para después trasladarlo a la isoenzima aislada del intestino. La seleccién de LOX
de soja tipo | se basa fundamentalmente en que es una enzima facilmente accesible, con unos
requerimientos muy simples para su medida de actividad y con un alto grado de reproducibilidad,
aspecto bastante poco frecuente en LOX comerciales con otros pH 6ptimos debido a la inestabilidad
del sustrato de la enzima fuera de pHs alcalinos.

Para la puesta a punto de la metodologia de la medida de actividad se ensayaron tres
concentraciones de disolucién enzimatica (0,04 mg/mL; 0,4 mg/mL y 4 mg/mL). Como medio de
reaccion se emplea tampén fosfato sédico 50 mM a pH 8, que es el indicado como 6ptimo en las
especificaciones de las enzimas suministradas por el fabricante (Fluka St. Louis, MO, EEUU). Como
sustrato se emplea una disolucidon de acido linoleico de concentracion 71,5 mM. La reaccion tiene
lugar cuando enzima y sustrato entran en contacto e instantdneamente se inicia la formacion de
hidroperéxidos. Para el seguimiento de la reaccién se disponen todos los reactivos en una cubeta
espectrofotométrica con un volumen final constante de 3 mL. El incremento en absorbancia a 234 nm,
debido a la formacion de hidroperéxidos, se monitoriza en el tiempo constantemente y se registra
para expresar los resultados como concentracion de hidroperéxidos formados por segundo en el
volumen de reaccion, datos que se correlacionaran con las diferentes cantidades de enzima
empleadas, utilizando siempre una cantidad constante de sustrato. En la Tabla 13 se incluyen valores
de actividad obtenidos con diferentes concentraciones enzimaticas y empleando diferentes
cantidades de extracto enzimatico en cada caso. El tiempo total de monitorizacién del incremento de

absorbancia es de 120 segundos, midiendo el valor de absorbancia cada 2 segundos, aunque sélo
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los datos entre 30 y 90 segundos se utilizan para el célculo de la actividad enzimatica. Aunque la
reaccién de hidroperoxidacién enzimatica progresa mas alla del periodo de reaccion considerado, no
es posible seguir midiendo su avance debido a que se alcanzan valores de absorbancia superiores a
2 unidades que hacen inviable el seguimiento espectrofotométrico.

En la Tabla 13 se puede observar como en ausencia de extracto enzimatico activo aparece un
cierto incremento en la absorbancia que se corresponde necesariamente con la formacion
espontanea de hidroperdxidos debido a la labilidad del sustrato. Este hecho obliga a que en el
seguimiento de la reaccion enzimatica mediante técnica espectrofotométrica, sea necesario
diferenciar entre el blanco de la medida instrumental y el blanco de la reaccion. El blanco
instrumental, a priori, deberia realizarse con la mezcla de todos aquellos componentes que se
encuentran en el medio de reaccién y que no son los productos de ésta. Seria por tanto el medio de
reaccion junto con el extracto enzimatico y el sustrato, en el instante antes de que dé comienzo la
reaccion, en definitiva, todos los componentes en el tiempo cero de la reaccion. En la practica
empleando un espectrofotometro de diodos mono haz no se puede realizar este planteamiento.
Desde el momento en el que contactan enzima y sustrato comienza la reaccién, por lo que en el
intervalo de tiempo que transcurre entre la medida del blanco instrumental y el comienzo de la
monitorizacion de la reaccién ha transcurrido un intervalo de tiempo variable, en el que se han
formado hidroperoxidos, y por tanto la reaccion comienza a unos niveles de absorbancia superiores a
los que debia tener y ademas diferentes en cada caso, dependiendo del tiempo que transcurra entre
ambas medidas.

Para eliminar este inconveniente, el blanco instrumental se realiza sin la adicion del
sustrato. Podria haberse optado por realizar el blanco instrumental sin la adicion del extracto
enzimatico, conteniendo el medio de reaccidn el sustrato, pero esta opcion resulta menos fiable
puesto que el sustrato es inestable por lo que se produciria la formacién de hidroperdxidos en
cantidades variables durante el intervalo de tiempo entre la medida del blanco instrumental y el
comienzo de la monitorizacion de la reaccion.

Una vez que comienza la reaccion, y debido a la labilidad del sustrato, la formacién de
hidroperéxidos puede proceder de dos rutas paralelas, enzimética y aparente auto-oxidacion

espontanea. La ruta enzimética tiene mayor entidad en términos generales mientras que la
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auto-oxidacion, dependiendo de la actividad enzimatica medida, puede llegar a tener una
importante contribucién al total de hidroperéxidos formados. Para cada ensayo enzimatico hay
que realizar previamente el ensayo de blanco de reaccién, donde la reaccidén transcurre en
idénticas condiciones a las del ensayo de actividad enziméatica pero sin adicién del extracto
enziméatico activo. El incremento de absorbancia medido en el ensayo de blanco de reaccion y
en estas condiciones se corresponde con la cantidad de hidroperéxidos formados de forma

aparentemente espontanea por simple auto-oxidacién del sustrato.
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Tabla 13. Actividad de la enzima lipoxigenasa de so

hidroperoxido por segundo, en funcién de la concent
diferentes cantidades de extracto enzimatico. Volum

concentraciéon de sustrato en el medio de reaccién 1

Concentracién enzimatica

ja tipo | expresada en pmoles de
racion enzimatica, utilizando
en final de reaccibn 3 mL,
, 19 mM.

0,04 mg/mL 4 mg/mL 0,4 mg/mL

pL actividad pL actividad pL actividad
0 5,31 x 107 0 1,05 x 10" 0 7,40 x 107
10 5,46 x 10°® 10 - 5 4,67 x 10™
20 1,16 x 10° 20 - 10 1,05 x 10
30 1,21 x 10° 30 - 15 1,53 x 103
40 5,35 x 10°®

50 6,96 x 10°®

Valores medios (n = 3).

- La saturacion de la sefial impide determinar el valor de absorbancia y por tanto estimar la actividad.
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Teniendo en cuenta los resultados de actividad presentados en la Tabla 13 se considera como
mas adecuado utilizar una disolucién enzimatica a concentracion 0,4 mg/mL ya que el extracto mas
diluido (0,04 mg/mL) no permite la determinacién de la actividad, observandose datos erraticos,
mientras que el extracto mas concentrado produce una saturacién de la sefial que impide la medida
de actividad. Para la concentracién 0,4 mg/mL el incremento de absorbancia se produce de forma
lineal en el tiempo lo que indica que la enzima est4 actuando en condiciones de saturacién por
sustrato. Por otro lado, también se observa linealidad entre el incremento de absorbancia medido y el
volumen de extracto enzimatico empleado, lo que nuevamente prueba las condiciones de saturacion.
Ambas verificaciones de saturacidn por sustrato se han realizado sistematicamente en todas las
determinaciones, garantizandose doblemente que todas las medidas estan realizadas en condiciones
comparables.

Tras poner a punto el método de medida de actividad con la enzima LOX de soja tipo |, se
procedié a determinar la actividad de la enzima LOX de soja tipo V, utilizando inicialmente como
medio de reaccion tampén fosfato sédico, 50 mM a pH 6,1 que es el pH indicado como 6ptimo en las
especificaciones suministradas por el fabricante (Sigma; St. Louis, MO, EEUU).

Durante la monitorizacion de la reaccion, se observa que el tramo mas lineal en el incremento
de absorbancia durante el tiempo de reaccién se produce entre los segundos 20 y 55 de reaccién, por
lo que el tiempo de reaccidén se reduce a 60 segundos y se toman los dos puntos extremos del tramo
de maxima linealidad como referentes para el célculo del incremento de absorbancia por segundo. El
tiempo comprendido entre el inicio de la reaccion y el segundo 20 se desprecia por ser un tramo en el
que, debido a que la cubeta viene de una agitaciéon severa para mezclar los componentes de la
reaccion, se observan oscilaciones en la medida de absorbancia. Se utilizaron tres concentraciones
de la enzima: 0,036 mg/mL, 0,72 mg/mL y 0,072 mg/mL. Tanto el volumen de reaccién empleado
como la cantidad de sustrato y modus operando son analogos a los expuestos en los ensayo de
actividad LOX de soja tipo I. En la Tabla 14 se presentan los resultados de actividad obtenidos en
funcion de la concentracién del extracto enzimatico y de la cantidad incorporada al medio de reaccién.
Para la disolucion de 0,036 mg/mL se observa un muy leve cambio en la actividad al adicionar el
extracto enzimatico aungue los niveles alcanzados se sitan en unos niveles practicamente idénticos

a los obtenidos en ausencia del extracto enzimatico activo lo que claramente indica que al adicionarse
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la enzima, los hidroperoxidos formados proceden mayoritariamente de la aparente hidroperoxidacion
espontanea del sustrato, y en menor medida de la actuacion de LOX de soja tipo V. Se habla de
aparente hidroperoxidacién espontanea porque, en los volimenes de reaccidon con ausencia de
enzima activa, se observa una respuesta espectrofotométrica que puede deberse bien a la formacion
de hidroperoxidos generados a partir de la auto-oxidacion del acido graso usado como sustrato, o a la
aparicién de algun compuesto que absorbe a la misma longitud de onda que los hidroperéxidos. En el
otro extremo se encuentra el extracto enzimatico a concentracion 0,72 mg/mL, en el que los
incrementos de absorbancia durante el tiempo de medida superan las 2 unidades de absorbancia, lo
que invalida los datos por haberse superado el umbral de saturacién. Solo el dato de actividad
correspondiente al uso de 10 pyL de extracto enzimatico permite una medida espectrofotométrica
véalida, aunque el resultado encontrado es claramente erréneo, ya que no solo no muestra actividad el
extracto sino que ademas se aprecia una reduccion de la aparente hidroperoxidacién espontanea del
acido linoleico. El sobre-exceso de enzima en el medio de reaccién probablemente ha creado una
situacion muy diferente a la que seria esperable para el transcurso normal de la reaccion.

De los dos extremos analizados se puede concluir, que para el extracto enzimatico de
concentracion 0,036 mg/mL, el sustrato se encuentra en condiciones de saturacion que su auto-
oxidacién enmascara la actuacion de la enzima; en el otro extremo, al aumentar 20 veces la cantidad
de enzima (0,72 mg/mL), la reaccibn se dispara hasta niveles espectrofotométricamente
inalcanzables.

Al utilizar el extracto enzimatico a concentracién 0,072 mg/mL se obtiene, empleando una
concentracion de sustrato en el medio de reaccion de 1,19 mM, una secuencia en incrementos de
absorbancia lineal con el incremento en el volumen de extracto enzimatico (relacion con un
coeficiente de determinacién con error experimental RzAd,-, = 0,944; valor de significacién estadistica p
< 0,01). Este hecho, unido a que el incremento de absorbancia se produce de forma lineal en el
tiempo, garantiza que la actividad de la enzima LOX de soja tipo V se esta determinando en
condiciones de saturacion por sustrato. Al tratarse de una actividad en la que la contribucion de la
aparente hidroperoxidacion espontanea es elevada, se realiza un ensayo con una menor cantidad de

sustrato, con una concentracion final de acido linoleico en el medio de reaccion de 0,715 mM
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(adicionando 30 pL de disolucién sustrato, en vez de 50 pL). Se aprecia un incremento de actividad
directamente proporcional a la cantidad de extracto utilizada (RzAdj, = 0,990; p < 0,01) que permite
medir correctamente y con una menor contribucion de la reaccion aparentemente espontanea, lo que
fija unos margenes de concentracion de sustrato a utlizar en funcion de las necesidades
experimentales (tipo de enzima y concentracién de la misma) a desarrollar. Estos resultados permiten
tomar como concentracion 6ptima de trabajo la de la disolucién de 0,072 mg/mL y una concentracion
de sustrato en el medio de reacciébn que podra oscilar entre 1,19 y 0,715 mM que seran las

empleadas para la puesta a punto del resto de parametros.
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Tabla 14. Actividad de la enzima lipoxigenasa de so
pmoles de hidroperoxido por segundo, en funcion de |

ja tipo V, expresada en

enzimatica, utilizando diferentes cantidades de ext
concentraciéon de sustrato.

Volumen extracto

enzimatico (uL)

a concentracion

racto enzimético vy

Actividad de cada concentracién enzimatica (x10%

Concentracion extracto enzimatico (mg/mL)

0,036 mg/mL

0,072 mg/mL

0,72 mg/mL

Concentracion de sustrato en el medio de reaccién (mM)

1,19 0,715 1,19 1,19
0 5,33 3,26 4,74 6,59
10 5,99 3,66 8,54 1,81
20 7,29 3,98 10,64 -
30 7,41 4,47 12,84 -
40 7,29 13,54
50 7,37 18,84
60 7,31

Valores medios (n = 3).

- La saturacion de la sefial impide determinar el valor de absorbancia y por tanto estimar la actividad.
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Aungue la enzima comercial LOX de soja tipo V presenta su 6ptimo de actividad declarado a
pH 6,1, se ha considerado necesario estudiar el perfil de comportamiento de la enzima en funcién del
pH del tampo6n de reaccion. Se ha comprobado la actividad de la enzima LOX de soja tipo V en
tampon fosfato soédico 50 mM en el rango de 5 a 8, con incrementos de 0,5 unidades de pH en
presencia de 50 pL de disolucién sustrato. En la Tabla 15 se presentan los resultados obtenidos. Se
aprecia que la aparente hidroperoxidacién espontanea (valores de actividad obtenidos sin adicién de
sustrato enzimatico activo) presenta un valor minimo a pH 8. A este pH, cuando se utilizan cantidades
crecientes de extracto enzimatico, la formacion de hidroperéxidos crece de forma directamente
proporcional a la cantidad de extracto empleado, condicion requerida para asegurar que la reaccion
transcurre bajo condiciones de saturacion por sustrato. En algunos casos cuando se emplea como
medio de reaccién tampdn entre pH 8 y 7, la absorbancia inicial de la reaccién a tiempo cero es tan
elevada que deja muy poco margen de medida de formacion de hidroperéxidos ya que
inmediatamente se superan las dos unidades de absorbancia. A valores de pH inferiores se aprecia
gue, aunque la aparente hidroperoxidacion espontanea es superior, la absorbancia inicial del medio
de reaccién es menor, lo que permite realizar medidas de actividad de la enzima en un rango mas
amplio de concentracion de extracto, lo que permite garantizar con mas rotundidad la fiabilidad de la
medida.

De los datos obtenidos se observa que la aparente hidroperoxidacién espontdnea decrece a
medida que aumenta el pH del tampdn de reaccién, alcanzandose el minimo a pH 8, pero como
desventaja parece que cuando la enzima LOX de soja tipo V esta presente, la absorbancia inicial del
medio de reaccién, cuando se adiciona el sustrato es muy elevada y deja muy poco margen operativo
para el estudio de actividad. A pH 7 ocurre algo similar. Entre pH 5 y 6 la aparente hidroperoxidacion
espontanea tiende a aumentar pero los bajos niveles de absorbancia a tiempo 0 permiten un margen
méas amplio para el estudio de la reaccién. Estos dos pH seran objeto de un estudio mas detallado

para afinar en el 6ptimo de actuacion de la enzima.
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Tabla 15. Actividad de la enzima lipoxigenasa de so
enzimatica de 0,072 mg/mL, utilizando diferentes ca

reaccion 1,19 mM.

Actividad a diferentes valores de pH

ja V, expresada en pmoles de hidroperéxido por segundo, para la concent
ntidades de extracto enzimatico. Concentracion de s

racion

ustrato en el medio de

Cantidad extracto (pL) S 5,5 6 6.5 7 7,5 8
0 497 x10*  795x10*  1,07x10° 123x10* 561x10" 562x10*  1,20x10°
10 944 x10*  118x10°  145x10° 165x10* 1,32x10° 1,24x10° 1,35x10°
20 1,23x10°  1,41x10° 166x10°  1,84x10° 237x10° 250x10%  291x10°
30 1,46 x 10°  1,42x10°  1,88x10° 2,12 x10° 3 3 3
40 151 x10°  1,33x10°  1,95x10°  2,73x10° _ _ _
50 1,40 x 10°  1,29x10%®  248x10°

Valores medios (n=3).

—Lasaturacion de la sefialimpide determinar el valorde absorbanciay, portanto, estimarla actividad.
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Paralizacion de la reaccion de hidroperoxidacion y estabilizacion de los hidroperdxidos

La reaccion de formacion de hidroperoxidos continla mas alla del tiempo establecido para la
medida de actividad enzimatica. Para cualquier estudio posterior, la cantidad de hidroperdxido
existente sera significativamente superior a aquella que se determine espectrofotométricamente. Para
los estudios que se pretenden realizar relativos a correlacionar el procedimiento de cuantificacion de
hidroperoxidos por medida espectrofotométrica frente al método por HPLC, lo mas sencillo seria
realizar la reaccién en la cubeta espectrofotométrica y medir el incremento de absorbancia que se ha
producido en el tiempo de reaccion establecido y simultaneamente tomar alicuotas de esta reaccion
correspondientes al punto inicial y final de la reaccién para establecer la cantidad de hidroperéxido
que se ha formado en el tiempo establecido para la reaccion. Las muestras al comienzo y finalizacion
de la reaccion estan distanciadas menos de 1 min, y cuando la medida es espectrofotométrica la
determinacion se realiza in situ, es decir se mide en tiempo real la absorbancia de la disolucién. Con
la determinacion de hidroperdxido por HPLC, la medida no puede realizarse a tiempo real, ya que
entre la determinacién de la concentracion de hidroperéxido al principio y final de la reaccion va a
transcurrir, ademas del tiempo de reaccion (inferior a 1 min), el tiempo de analisis de la muestra
inicial, en torno a 30 min. Durante este tiempo, la reaccién enzimatica y la reaccion de aparente
hidroperoxidacion espontanea progresan, desconociéndose si lo hace bajo cinética de orden cero
(por saturacién con sustrato) o si por el contrario puede incluso darse la descomposicion de parte del
hidroperoxido formado. La cantidad de hidroperéxidos existente al final de la reaccion monitorizada
espectrofotométricamente muy probablemente no esté relacionada con la existente después de 30
min y no existen datos que permita contemplar la posibilidad de extrapolacién ya que, como se ha
comentado, se desconoce si la reaccion sigue en condiciones de saturacibn o si aparece
descomposicién del producto formado. Por tanto es necesario contar con un procedimiento que
permita paralizar la reaccion y estabilizar el producto formado, para la reaccion de aparente
hidroperoxidacién espontanea y la enzimatica, y que nos garantice que la cantidad de hidroperdxido a
cuantificar por HPLC es exactamente la misma que aquella que se monitoriza
espectrofotométricamente.

El sistema de paralizaciéon de formacién de hidroperéxidos debe cumplir una serie de

requisitos. Debe paralizar la reaccidén enzimética y la aparente hidroperoxidacion espontanea, debe

-152-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

RESULTADOS Y DISCUSION

estabilizar el producto formado, es decir, protegerlo de la interaccién con otros compuestos que
generen su descomposicion vy, finalmente, el procedimiento seleccionando no debe introducir ningin
compuesto que interfiera con la medida (espectrofotométrica y por HPLC) a 234 nm. El estudio de
puesta a punto de un sistema de paralizacién de la formacion y estabilizacion de los hidroperdxidos
formados se realiza empleando LOX de soja tipo |. Los resultados obtenidos se trasladan
posteriormente a los ensayos realizados con LOX de soja tipo V.

La primera alternativa que se plantea es la adicién de un antioxidante en el punto final de la
monitorizacion espectrofotométrica de la reaccién. Todos los antioxidantes de naturaleza organica e
hidrosolubles potencialmente aptos para el fin deseado, presentan la caracteristica de contener en su
estructura grupos funcionales con alta absorbancia en el rango del UV donde se determinan los
hidroperéxidos, como el acido ascorbico y los antioxidantes de naturaleza polifenélica, por lo que ab
initio no se ha contemplado su uso ya que, aun paralizando la reaccién y estabilizando muy
eficazmente los hidroperéxidos generados, seria imposible observar y demostrar esta situacion
espectrofotométricamente.

Para cualquier antioxidante que se utilice se fijan una serie de parametros previos. La reaccién
transcurre en la cubeta espectrofotométrica con un volumen final de reacciéon de 3 mL. La adicién del
agente estabilizante debe realizarse empleando un volumen muy reducido para que no se modifique
de forma apreciable el volumen final de la reaccion. Se fija que este volumen a adicionar debe ser
inferior a 150 pL, lo que supone una variacién en volumen de reaccién del 5%, y por supuesto, debe
permitir la medida espectrofotométrica a 234 nm.

Seleccionando bisulfito (NaSO3H), las primeras experiencias se encaminan a determinar si
puede emplearse en determinaciones espectrofotométricas en el rango UV de medida de
hidroperoxidos. Se emplean distintos volimenes de diferentes disoluciones de bisulfito en
concentraciones crecientes en un volumen final de 3 mL con agua desionizada para determinar su
absorbancia a 234 nm. Se fij6 como limite de incremento de absorbancia maximo permitido 0,5
unidades, que posibilite un margen razonable para la medida correcta espectrofotométrica de la

reaccién de hidroperoxidacion.
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Los resultados encontrados indican que para alcanzar un incremento de absorbancia en torno a
0,5 es necesario que al medio de reaccion se adicionen 75 pL de bisulfito al 40%, lo que supone una
concentracion en el medio del 1%. Por debajo de este valor, se puede emplear bisulfito sin que se
interfiera en la medida espectrofotométrica.

Al trasladar el estudio preliminar realizado con agua desionizada como medio de reaccion al
medio de la reaccién enziméatica real, es decir, tampén fosfato 50 mM a pH 8, éste reacciona con el
bisulfito incrementandose los valores de absorbancia por encima de 2 unidades, lo que significa que
el medio es completamente opaco a 234 nm y no hay posibilidad de monitorizar la reaccion. Aunque
todo el estudio de puesta a punto de la medida de actividad esta realizado con el uso de tampén
fosfato como medio de reaccién, con el objetivo de encontrar un sistema de estabilizacion de la
reaccion, se plantea la posibilidad de sustituir ese tampo6n de trabajo por tampdn borato con idéntica
molaridad y pH. Se comprueba que este tampdn no absorbe en la longitud de onda de trabajo y se
observa que para un volumen final de 3 mL la adicién de 20 uL de bisulfito al 4% provoca un
incremento de absorbancia en torno a 0,5 unidades.

Seleccionado el tampén borato, se comprueba la actividad de la enzima en este nuevo medio
de reaccion. Empleando idénticas condiciones a las descritas en la puesta a punto del método de
medida de actividad para LOX de soja tipo I, se obtiene una actividad enzimatica de 1,72 x 10
pmoles/s. Al repetir el ensayo afadiendo al medio de reaccion 20 yL de disolucién bisulfito al 4%, no
solo no se paraliza la reaccién como seria lo deseable sino que aparece una mayor formacion de
hidroperoxido, probablemente generada por estimulacion de la reaccibn de aparente
hidroperoxidacion espontanea. Se concluye que el empleo de bisulfito no es adecuado para
estabilizar la reaccion.

Por los resultados hallados durante la puesta a punto del método de medida de actividad de
lipoxigenasa se ha establecido que la aparente hidroperoxidacién espontanea de acido linoleico es
inferior en un medio basico por lo que un cambio sustancial del pH al final de la reaccién podria
contribuir a desnaturalizar la enzima, paralizando su actividad y disminuyendo la formacion
espontanea de hidroperdxidos, consiguiendo un efecto de paralizaciéon de la formaciéon global de

hidroperoxidos. Se utiliza una disolucion de hidroxido sodico 2 M que no interfiere en la medida
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espectrofotométrica y que permite retomar el uso de tampén fosfato. Se determina, mediante una
experiencia escalada, que son necesarios 130 pL de hidroxido sodico 2 M o 48 pL de concentracion 5
M para que 3 mL de tampdn fosfato 50 mM a pH 8 pase a pH 12. Teniendo en cuenta estas
proporciones se emplean cantidades crecientes en el medio donde transcurre la reaccién enzimatica.
En la Tabla 16 se exponen los resultados de actividad enzimatica obtenidos en condiciones normales

de trabajo y paralizando la reaccién.
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Tabla 16. Paralizacion de la actividad LOX de soja  tipo | con disoluciones de
hidréxido sodico 2 M y 5 M. Condiciones de reaccion  : 10 pL de disolucion LOX
de soja tipo | en agua desionizada (0,4 mg/mL), 50 pL de &cido linoleico (71,5
mM), medio de reaccién tampdn fosfato sédico 50 mM pH 8, volumen final 3 mL.

Actividad nativa Volumen de NaOH 5 M Actividad residual
(moles/s) empleado (uL) (umoles/s)
4,32 x 10™ 48 1,45 x 10
4,33 x 10™ 50 1,71 x 10*
4,33 x 10™ 60 8,87 x 10°
4,68 x 10™ 100 6,63 x 10°

Actividad nativa Volumen de NaOH 2 M Actividad residual
(umoles/s) empleado (uL) (umoles/s)
541 x 10 130 2,12 x 10
5,06 x 10™ 200 8,95 x 10°®
4,78 x 10™ 300 4,29 x 10°®

Valores medios (n = 3).
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Sélo en condiciones muy dréasticas, 100 pL de hidréxido sédico 5 M o 300 pL a concentracién 2
M, se consigue disminuir la actividad en 1 y hasta 2 6rdenes de magnitud, aunque se detecta un
comportamiento erratico de los datos. De esta forma, incrementos progresivos en la concentraciéon de
hidréxido sédico, entre 48 y 60 pL para la concentracion 5 M y entre 130 y 200 pL para la
concentraciéon 2 M, se observa un descenso en la actividad.

Considerando estos resultados, el empleo de una sustancia que cambie drasticamente el pH
del medio de reaccién (a un entorno alcalino) es una buena alternativa para conseguir detener y
estabilizar las reacciones de formacion de hidroperéxido, sin embargo, una disolucion de alta
concentracién en agua ha mostrado tener limitadas aplicaciones. Se opt6é por emplear una disolucion,
también fuertemente alcalina, pero en este caso en medio organico. Se prepard una disolucion de
hidréxido potasico en metanol al 20% (p/v) que se ensaya como disolucion paralizante de la reaccion
de hidroperoxidacion y estabilizante de los hidroperéxidos formados. Los fundamentos para emplear
esta disolucién son analogos a los utilizados en el caso de la disolucion de hidréxido sédico, pero en
este caso se cuenta ademéas con el poder desnaturalizante del disolvente orgénico, que puede
contribuir a detener de forma més eficiente la actividad enzimética.

Para determinar el rango de concentracion de hidréxido potasico en metanol necesaria para
detener la reaccién se ensayan cantidades crecientes, partiendo de 20 pL, que se adicionan al medio
en el que transcurre la reaccién. Al afadir 90 pL se observan los valores mas bajos de actividad
(Tabla 17) que practicamente llegan a cero y suponen un descenso hasta casi un 0,6% de la actividad

original formadora de hidroperéxidos.
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Tabla 17. Paralizacion de la actividad LOX de soja  tipo | con disolucion metandlica de
hidroxido potésico 20% (p/v). Condiciones de reacci  6n 10 pL de disolucion LOX de soja tipo |
en agua desionizada (0,4 mg/mL), 50 pL de &cido linoleico (71,5 mM), medio de reaccion
tampon fosfato sédico 50 mM pH 8, volumen final 3m L.

Actividad nativa Volumen de Actividad residual Actividad
(umoles/s) KOH/MeOH (uL) (umoles/s) residual (%)
272 x 10 20 2,57 x 10" 94,5
3,56 x 10™ 30 2,67 x 10™ 75,0
2,42 x 10" 40 1,57 x 10™ 64,9
2,47 x 10" 50 9,22 x 10° 37,3
3,31 x 10" 60 8,79 x 10° 26,6
3,21 x 10" 70 3,55 x 10° 11,1
3,00 x 10" 80 1,82 x 10°® 0,61
2,72 x 10™ 90 1,77 x 10°® 0,65

Valores medios (n = 3).

-158-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

RESULTADOS Y DISCUSION

De los resultados obtenidos se deduce que el hidréxido potasico en metanol es idéneo para
detener la reaccién de hidroperoxidacion. La Figura 29 representa la monitorizacion de la reaccion de
hidroperoxidaciéon durante 2 minutos en la que se observa el cambio de tendencia en la reaccion
cuando se produce la adicion de la disolucién metandlica. En la puesta a punto del método se utiliza
el primer minuto para establecer la actividad; por encima de este tiempo la reaccion progresa aunque
los valores no se tienen en cuenta para evitar errores fotométricos o por agotamiento del sustrato. En
la Figura 29 se aprecia como durante el primer minuto el crecimiento en la concentracion de
hidroperoxidos es lineal con el tiempo, lo que se corresponde con una reaccién que transcurre bajo
cinética de orden cero por saturacion con sustrato. En el segundo 60 de la reaccién se produce la
adicion al medio de reaccién de 90 pL disolucién metandlica de hidroxido potasico al 20% (p/v). Se
produce un salto en la absorbancia por el cambio de composicién en el medio de reaccién pero desde
el momento de la adicidn la linea pasa a ser practicamente plana, ya que las oscilaciones observadas
se deben a que la adicién de la disolucién estabilizadora se realiza durante la medida y no se puede
realizar una correcta homogeneizacion. Esto implica que no existe formacién ni quimica ni enzimatica
de nuevos compuestos que absorban a 234 nm. La horizontalidad de la linea pone de manifiesto
también que no existe destruccion de los que previamente se habian formado. Se puede concluir que
la disolucién metandlica empleada es un eficaz paralizante de la formaciéon de hidroperéxidos y
estabilizante de los existentes.

Las condiciones ensayadas suponen una concentracion de enzima y sustrato fijas en el medio
de reaccion, y para estas condiciones el uso de 90 pL de disolucion metanolica de hidroxido potéasico
al 20% (p/v) es suficiente para detener la reaccién. Para garantizar que la reaccion esté detenida mas
alla de posibles fluctuaciones en las concentraciones de enzima y sustrato en el medio de reaccion,
se repite la experiencia cambiando las concentraciones de enzima y sustrato manteniendo constante
el volumen final (3 mL) y al que se adicionaron 90 pL de hidroxido potasico en metanol al 20% (p/v)
en todos los casos para paralizar la reaccion. Los datos de actividad obtenidos se presentan en la

Tabla 18.
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Figura 29.- Determinacién espectrofotométrica de la actividad enzimatica
en una disolucién de LOX de soja tipo I. El volumen de reaccién contiene
LOX de soja tipo | en concentracion 1,3 pg/mL y acido linoleico en
concentracioén 0,715 mM en tampoén fosfato soédico 50 mM a pH 8. En el
segundo 60 se adicionan 90 pL de hidréxido potasico en metanol al 20%

(pV).
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Tabla 18. Paralizacion de la actividad LOX de soja  tipo | con 90 pL de disoluciébn metandlica de
hidroxido potasico 20% (p/v) en condiciones cambian tes de concentracion de enzima y sustrato.
Volumen de reaccion 3 mL.

Disolucion

enzimatica Sustrato Actividad nativa Actividad residual Actividad
(uL: 0.4 mg/mL) (uL; 71,5 mm) (umoles/s) (umoles/s) residual

(%)

10 30 8,72 x 10° 5,61 x 10° 6,43

15 30 1,32 x 10™ 2,46 x 10°® 1,86

20 30 2,62 x 10" 2,72 x 10°® 1,04

10 40 4,97 x 10° 1,29 x 10°® 2,60

15 40 1,51 x 10™ 1,23 x 10°® 0,81

20 40 2,32 x 10" 1,33 x 10° 0,57

10 50 4,45 x 10° 3,19 x 10° 7,17

15 50 8,02 x 10° 4,58 x 10° 5,71

20 50 1,98 x 10™ 8,88 x 10° 4,48

Valores medios (n = 3).
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Con el volumen de disolucién metandlica empleado, las actividades residuales encontradas son
bajas pero no despreciables, teniendo en cuenta ademas que con LOX de soja tipo | el pH del medio
estd en torno a 8, por lo que conseguir condiciones altamente alcalinas que estabilicen los
hidroperéxidos formados no resulta complicado. Sin embargo con el resto de LOX cuyo pH éptimo de
actividad se sitla en torno a 6, como por ejemplo con LOX de soja tipo V, desplazar el pH hasta
zonhas mas alcalinas resulta mas complejo, por lo que se opta en emplear en todos los casos 150 L
como volumen de disolucion metandlica de hidroxido potasico (20% p/v) a adicionar al medio de
reaccion para paralizar la formacion enzimatica y no enzimatica de hidroperoxidos y conseguir su
estabilizacion en el medio.

LOX de soja tipo | se ha empleado como modelo para la puesta a punto del sistema de
pardalisis de la reaccién y los resultados obtenidos seran aplicados finalmente a la actividad de LOX
de soja tipo V cuyo pH 6ptimo se sitla entre 6 y 6,5. LOX de soja tipo V es el analogo vegetal en
cuanto a requerimientos y productos de reaccidn a la que se encuentra en el epitelio intestinal
responsable del desencadenamiento de la cascada de reacciones que acompafan a la respuesta
inflamatoria. Se emplea una disolucién enzimatica de LOX de soja tipo V comercial a concentracion
0,072 mg/mL con una actividad declarada de 701000 UA/mg; las condiciones de reaccion y medida
fueron analogas a las descritas en la puesta a punto del método de medida de actividad de LOX de
soja tipo |. Para comprobar que la reaccién se paraliza y ain se cuenta con margen suficiente para
cubrir oscilaciones en la actividad de la enzima se ensayan distintas concentraciones de enzima y

sustrato en el medio de reaccién. Los resultados se muestran en la Tabla 19.
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Tabla 19. Paralizacion de la actividad LOX de soja  tipo V con 100 pL disolucién metandlica de
hidréxido potasico 20% (p/v) en condiciones cambian tes de concentraciébn de enzima y
sustrato. Volumen de reaccién 3 mL.

Reaccién a pH 6

Disolucion Actividad Actividad
Sustrato ) ) o
enzimatica (uL; nativa residual Actividad
(uL; 71,5 mM) .

0,072 mg/mL) (umoles/s) (umoles/s) residual (%)
10 30 1,10 x 10°® 2,06 x 10°® 1,87
20 30 1,39 x 10°® 5,13 x 10°® 3,69
30 30 1,52 x 10°® 2,84 x 10°° 1,87
10 50 1,65 x 10°® 7,19 x 10°® 0,44
20 50 1,87 x 103 9,22 x 10°® 0,49
30 50 1,91 x 1073 4,61 x 10° 2,41

Reaccion a pH 6,5

Disolucion Actividad Actividad
Sustrato ) ) .
enzimatica (uL; nativa residual Actividad
(uL; 71,5 mMm) )

0,072 mg/mL) (umoles/s) (umoles/s) residual (%)
10 30 2,05 x 10°® 1,17 x 10°® 0,57
20 30 2,05 x 10°® 5,11 x 10°® 0,25
30 30 1,81 x 10°® 5,57 x 10°® 0,31
10 50 1,64 x 10°® 2,84 x 10°® 0,17
20 50 - 7,21 x 10°® -
30 50 - 8,50 x 10°® -

Valores medios (n = 3).
- La saturacion de la sefial impide determinar el valor de absorbancia y por tanto estimar la actividad.
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El primer hecho a destacar al adicionar la disolucién de potasa metandlica es que el medio de
reaccién se clarifica notablemente, probablemente debido a una mejor solubilizacién del sustrato,
acido linoleico, en un medio altamente alcalino. Tanto a pH 6 como 6,5 la adicién de disolucion
metandlica de hidréxido potasico al 20% (p/v) reduce la actividad formadora de hidroperéxidos entre 2
y 3 érdenes de magnitud situando la actividad residual en menos de un 4% a pH 6 e inferior al 1%
para pH 6,5. En la experiencia a pH 6,5, cuando se utilizan 50 uL de acido linoleico y cantidades de
extracto enzimatico por encima de 10 pL, la actividad medida no resulta fiable ya que se
sobrepasaron valores de absorbancia que saturan la sefial en el primer minuto de reaccién. Sin
embargo, hay que destacar que incluso en condiciones de actividad elevada se consigue reducir la
actividad formadora de hidroperoxidos a niveles similares a los obtenidos con concentraciones
inferiores de enzima y sustrato. Se puede concluir que la disolucion metandlica empleada es
adecuada para detener la reaccién enzimatica tanto con LOX de soja tipo | como con la tipo V y que
los posteriores estudios sobre los compuestos formados en el medio de reaccién por actuacién de la
enzima LOX son s6lo y exclusivamente aquellos que se forman durante el tiempo de actuaciéon de la

enzima.
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Conclusién

La actividad lipoxigenasa puede ser paralizada con la utilizacion de agentes quimicos que,
ademas, consiguen la estabilizacién de los hidroperdxidos formados durante la reaccion y los debidos
a la hidroperoxidacién espontanea. El agente utilizado como paralizador la de actividad lipoxigenasa y
estabilizador de los hidroperoxidos formados es una disolucion de hidroxido potasico en metanol al

20% (p/v) que permitira la posterior cuantificacion cromatografica de los hidroperoxidos.
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Medida de la actividad de lipoxigenasa de tejido an ___imal

El método de medida de actividad lipoxigenasa, puesto a punto con las lipoxigenasas de soja
tipos 1y V, se emplea como base para medir la actividad LOX en tejido epitelial de intestino animal. El
primer punto a resolver es la extraccion de la enzima. Las primeras experiencias realizadas son de
tipo cualitativo con extractos obtenidos a partir de una seccién evertida de intestino de cerdo. El
procedimiento inicialmente adoptado es estrictamente empirico. Al tratarse de una enzima de
ubicacién epitelial, se aplican procedimientos mecanicos tendentes a su extraccion y solubilizacion.
Sobre una placa de cristal se corta longitudinalmente la seccién de intestino y se procede al raspado
de la mucosa con un portaobjetos de microscopia. El raspado se resuspende en 25 mL de tampon
fosfato 50 mM a pH 6,5 que constituye el tampdn de extraccidn. La suspensién se sonica 20 minutos
sin aplicar temperatura, y se centrifuga a 3600 x g durante 5 minutos a 4 °C. El sobrenadante es la
fraccién donde se encuentra la actividad LOX.

La actividad LOX del extracto enzimtico se determina haciendo reaccionar una cantidad
concreta del extracto enzimatico con una cantidad concreta de su sustrato especifico en un medio de
reacciéon que, inicialmente, presenta idénticas caracteristicas a las del tampén de extraccién. A la
cubeta espectrofotométrica se adicionan distintas cantidades de extracto enzimatico frente a una
cantidad constante de 30 puL de sustrato y tampdn de reaccién hasta alcanzar un volumen final
constante de 3 mL. En el medio de reaccidn la concentracion alcanzada de sustrato es de 0,715 mM.
La adicion de cantidades variables de extracto enzimatico se efectlia para garantizar la condicion de
saturacién por sustrato. La reaccién se deja transcurrir durante 1 minuto y se toma el intervalo de
tiempo comprendido entre los segundos 20 y 55 de la reaccién para el calculo del incremento de
absorbancia, y consecuentemente de actividad enzimatica, por segundo (Tabla 20). Se define como
actividad enzimatica especifica la actividad que muestra el extracto enzimatico por cada pL
empleado, descontando previamente toda aquella actividad que no se deba a la actuacién de la
enzima, es decir, se resta a la actividad medida aquella que se debe a la propia auto-oxidacion del
acido linoleico en ausencia de enzima activa y el resultado encontrado se divide por la cantidad de
microlitros de extracto enzimético empleado. En condiciones de saturacién por sustrato el valor de

actividad especifica debe ser aproximadamente el mismo, independientemente de la cantidad de
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enzima empleada. Esta unidad independiza la medida del volumen de extracto empleado y permite
comparaciones cuantitativas con otros extractos y otras condiciones de extraccion.

En la practica el calculo de la actividad enzimatica especifica se realiza no empleando un solo
valor sino una nube de puntos de actividad medida con distintas concentraciones de extracto
enzimatico y correlacionando linealmente los valores de actividad encontrados frente a los volimenes
de extracto enzimatico empleados. De la recta obtenida, la pendiente es la actividad enzimatica
especifica media y la ordenada en el origen la cantidad de hidroperdxidos formados de forma
aparentemente espontanea. Con los datos de la Tabla 20, la actividad enzimatica especifica media
del extracto de LOX del epitelio intestinal es 17 x 10° pmol/(s x pL de extracto enzimatico) segun la
recta que presenta un valor de RZAdJ-_ = 0,950 (p < 0,01), y una tasa de aparente hidroperoxidacion
espontanea de 0,001296 umol/s.

En la Tabla 21 se exponen los resultados de las pruebas de paralizacion de la formacién de
hidroperoxidos y su estabilizacion mediante la adicién de la disolucion metandlica de hidréxido
potésico al 20% (p/v) en la mezcla de reaccion en la que estd actuando LOX de epitelio intestinal. De
los datos se deduce que el extracto enzimatico tiene una actividad enzimatica especifica media de 13
x 10°® pmol/(s x pL de extracto enzimatico) con un valor de RzAdj_ = 0,943 (p < 0,01), ligeramente
inferior al obtenido con los datos presentados en la Tabla 16. Tras la adicion de la disolucion
metandlica, la actividad enzimatica especifica media cae en mas de tres 6rdenes de magnitud,
situandose practicamente en torno a cero. Matematicamente la aparente hidroperoxidacion
espontanea residual es ligeramente superior a la medida en los extractos enzimaticos, lo que provoca
que la actividad especifica residual adopte valores negativos y el porcentaje de actividad residual sea
también negativo, lo que es coherente mateméticamente, pero solo refleja que la reaccion tanto

espontanea como enzimatica estan paralizadas.
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Tabla 20. Actividad enzimatica (AE) de LOX en el
extracto enzimatico de mucosa epitelial de
intestino de cerdo. Concentracion de sustrato

0,715 mM. Volumen de reaccion 3 mL.

Extracto enzimatico AE
(uL) (umoles/s)
0 1,29 x 107
5 1,36 x 107
10 1,51 x 107
15 1,54 x 107
20 1,62 x 107

Valores medios (h = 3).
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Tabla 21. Actividad enzimatica (AE) de LOX en el extracto enz  imatico de mucosa epitelial de intestino
de cerdo en ausencia (nativa) y presencia (residual ) de 100 pL de disolucién metandlica de hidréxido
potasico al 20% (p/v). Concentracion de sustrato 0, 715 mM, volumen de reaccién 3 mL.

Extracto enzimatico AE nativa AE residual Actividad residual
(uL) (umoles/s) (umoles/s) (%)
0 1,31 x 107 7,18 x 10° 0
5 1,42 x 107 3,58 x 10°® 0
10 1,49 x 107 3,35 x10° 0
15 1,53 x 107 5,72 x 10°® 0
20 1,58 x 107 1,74 x 10° 0

Valores medios (n = 3).
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Establecida la presencia de LOX en el epitelio intestinal se procedié a determinar la actividad
del extracto a distintos valores de pH del tampdn de reacciéon. Se empleé como base del estudio
tampon fosfato sédico 50 mM vy la finalidad fue encontrar cual es el pH éptimo en el que se dé la
mayor actividad enzimatica o, en su defecto, ajustarlo para que, con la mayor fiabilidad posible, se
obtengan valores de actividad aceptables.

El primer barrido de pH se realiza entre los valores 5 y 8. Se obtienen datos de actividad en
pmoles/s que muestran cantidades crecientes de extracto enzimético (0, 5, 10, 15 y 20 pL) en
presencia de una concentracion 0,715 mM con un volumen final de reaccién de 3 mL en tampon
fosfato 50 mM ajustado a distintos valores de pH. Los resultados obtenidos se representan frente a
las cantidades de extracto utilizado en pL para calcular la actividad enzimatica especifica media en
pmoles/(s x pL), y el coeficiente de determinacion con error experimental (Tabla 22). De los
resultados obtenidos se observa que la situacion en la que se obtiene una mayor actividad del
extracto enzimatico y una mejor reproducibilidad (RZAdJ-_ = 0,995; p< 0,01) es en la que se utiliza el
tampon de reaccién a pH 5. Conjugando mayor actividad y mejor reproducibilidad, le siguen, en orden
decreciente, las medidas realizadas a pH 6 porque, aun no siendo las que dan una mayor actividad,
muestran un alto coeficiente de determinacion con error experimental (RzAd,-, =0,980; p < 0,01). Con el
fin de afinar aun mas en el 6ptimo de actividad de la enzima se hace un estudio detallado de la
actividad enzimatica especifica media en el entorno de pH 5 y 6. Los resultados se muestran en la

Tabla 23.
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Tabla 22. Actividad enzimatica especifica (AEE) del extracto de LOX de epitelio
intestinal de intestino de cerdo a distintos valore s de pH.

pH 5 pH 6 pH 7 pH 8

AEE (umoles/(s xyl)) ~ 056 x10"  014x10%  019x10"  0,03x10°
R%adi 0,995 0,980 0.944 0,121

Valores medios (n = 3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01 excepto para el experimento a pH
8 (p = 0,30) y por tanto la determinacién no resulta significativa.
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Tabla 23. Actividad enzimatica especifica (AEE) del  extracto de LOX de epitelio intestinal de
intestino de cerdo en los entornos de pH 5y 6.

pHS5
pH 4,8 pH 4,9 pH 5 pH 5,1 pH 5,2
AEE (umoles/(s x L)) 0,32 x10* 0,48 x10* 0,13 x10-4 0,06 x10* 0,07 x 10™
R%ad; 0,994 0,845 0,943 0,806 0,456
pH 6
pH 5,8 pH 5,9 pH 6 pH 6,1 pH 6,2
AEE (umoles/(s x L)) 0,24 x10* 0,19 x10* 0,14 x10-4 0,16 x 10* 0,16 x 10™
R%adi 0,996 0,937 0,980 0,891 0,925

Valores medios (n = 3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01 excepto para el experimento a pH 5,2 (p = 0,13) y
por tanto la determinacién no resulta significativa.
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En el entorno de pH 5, hay una baja reproducibilidad y no se observa coherencia entre
los datos obtenidos para pH 5 de la Tabla 22 y los representados en Tabla 23. Ademas, leves
incrementos de pH ocasionan grandes cambios de actividad, lo que convierte a este entorno de
medida en una zona poco favorable para el trabajo con el extracto enzimatico obtenido del
tejido epitelial. Sin embargo, dentro de esta zona de pH es donde se ha observado la mayor
actividad medida y con coeficiente de determinacion con error experimental muy elevado (a pH
4.8 la actividad es 0,32 x 10" pmoles/(s x pL) con RzAd,-, = 0,994; p < 0,01). Es por eso por lo
gue se emplea el tampon de reaccién a pH 4,8 para ensayar la actividad de extractos
enzimaticos realizados con tampones de extraccién a distintas concentraciones (tampén fosfato
sodico pH 6,5 a 50 mM, 100 mM, 150 mM y 200 mM) y el efecto del uso de detergentes no
ibnicos durante la extraccién enzimatica (Tween 20 y Tritén X-100).

Para analizar la implicacion de la fuerza i6nica del tampdn de extraccién en la cantidad
de enzima extraido y consecuentemente en su actividad neta, se realizé un estudio empleando
tampones de distinta molaridad a un pH fijo. Se emplearon tampones fosfato a pH 6,5 con las
siguientes molaridades: 50, 100, 150, y 200 mM. Como material biolégico se utilizé en cada
tampdn un determinado peso de muestra de tejido epitelial de intestino que se suspende en 1
mL de tampdn de extraccidn. La mezcla se sonica 20 minutos sin usar temperatura y finalmente
se centrifuga 5 minutos a 3600 x g a 4 °C. El sobrenadante constituye el extracto enzimatico.

De cada extracto se obtienen por triplicado los datos de actividad en pumoles/s que
muestran cantidades crecientes de extracto enzimatico (0, 10, 20 y 30 uL) en presencia de una
concentraciéon 0,715 mM de sustrato con un volumen final de reacciéon de 3 mL en tampén
fosfato 50 mM a pH 4,8. Los datos obtenidos se normalizan considerando la cantidad de tejido
a partir del cual se obtiene el extracto (umoles/(s x g)) que se correlaciona linealmente frente a
las cantidades de extracto utilizado en uL. El resultado es una recta de regresién, cuya
pendiente es la actividad de la reaccién expresada en pumoles/(s x g x yL), con un coeficiente
de determinacion con error experimental que, junto con el valor de significacidn estadistica (p),
indica el grado de fiabilidad de la medida (Tabla 24). Teniendo en cuenta los datos, se podria

decir que el tampén de reaccién con el que se obtiene una mayor respuesta de actividad

-173-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

RESULTADOS Y DISCUSION

enzimatica es el de concentracion 100 mM. Sin embargo, y observando que no hay grandes
diferencias entre los resultados obtenidos con las distintas concentraciones, se selecciona
como tampoén de extraccion el de concentracion 50 mM, con el que se alcanza el valor mas alto

de coeficiente de determinacién con error experimental.
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Tabla 24. Actividad enzimatica especifica en funci6  n de la molaridad del tampén
de extraccion.

molaridad del tampén de extraccién

(tampén fosfato sadico pH 6,5)

50 mM 100 mM 150 mM 200 mM

AEE (umoles/(s x g x ul)) ~ 9:88x 10"  1,40x10° 1,39x10° 1,26 x 107
RZAclj. 0,990 0,943 0,934 0,924

Valores medios (n = 3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01 en todos los casos.
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Seleccionado el tampdn de extraccion, se ensaya el efecto del uso de Tween 20 y Triton X-100,
dos detergentes habituales para la extraccion de enzimas con cierto grado de liposolubilidad o que se
encuentren ancladas a membrana, durante el proceso de extraccion. Se utiliza cada detergente a dos
niveles de concentracion (0,5% y 1%) disueltos en tampo6n de extraccion, (fosfato 50 mM, pH 6,5). Se
prepara también un extracto control libre de detergentes. El procedimiento operativo es anélogo al
descrito en el apartado anterior en el que se estableci6 la molaridad idénea del tampdn de extraccion.
Los resultados se exponen en la Tabla 25 y se expresan como actividad enzimatica normalizada, es
decir actividad medida dividida por el peso de muestra empleado. No es posible concretar la actividad
enzimatica especifica ya que no existe correlacién entre la actividad enzimatica normalizada y el peso
de muestra empleado.

En los datos obtenidos de las experiencias con detergentes, independientemente de las
cantidades y el tipo usado, se observa que el uso de los mismos no contribuye a la obtencién de una
mayor actividad consecuencia de una extracciébn mas eficiente. Y no solo eso sino que, ademas,
conforme se incrementa la cantidad de extracto usado para determinar la actividad enzimatica, menor
es la misma. Las causas de este comportamiento se desconocen aunque claramente la presencia de
estas dos sustancias ha complicado enormemente el curso de la reaccion inicial. En cualquier caso
se puede decir que ambos detergentes no son Utiles a la hora de conseguir extractos en los que la
actividad enzimatica sea mayor a la que se obtiene en la experiencia control. Por tanto, se puede
concluir con que el efecto de la molaridad del tampdn de extraccion es suficiente para romper las

células por choque osmoético, lo que originaria la liberacién enzimatica.
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Tabla 25. Actividad normalizada de LOX en extractos enzimatic  0s
obtenidos utilizando detergentes no iénicos (Triton X-100 o Tween
20) a distintas concentraciones.

Experiencia uL de extracto usado Actividad (umoles/(s x g))
0 3,70 x 107
-3
Triton 0,5% 10 4,25x10
20 2,39 x 107
30 2,01 x10°
0 4,04 x10°
-3
Triton 1% 10 10,40 x 10
20 6,16 x 10
30 4,32 x 10
0 4,03 x 107
-2
Tween 0,5% 10 7,26 x 10
20 3,72 x 102
30 2,39 x 102
0 4,06 x 10°
-2
Tween 1% 10 4,37 x 10
20 2,16 x 102
30 1,23 x 102
0 4,55 x 107
-2
Control 10 11,46 x 10
20 16,45 x 107
30 33,82 x 10

Valores medios (n = 3).
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Todo el estudio de puesta a punto de pH de extraccién y empleo de detergentes, se ha
realizado al pH oOptimo de actuacion de la enzima para observar de forma mas amplificada los
posibles cambios en la actividad. Sin embargo, al tratarse de un estudio que se va a realizar sobre
LOX de epitelio intestinal, las medidas se efectuaran al pH al que normalmente van a estar las
muestras de tejido, en torno a 6.

Generalmente en la medida de actividad LOX, y de otras enzimas, obtenidas a partir de tejido
se suele diferenciar la actividad en las distintas fracciones sub-celulares. De esta forma, lo mas
habitual es determinar la actividad en las fracciones microsomal y citosoélica, que se suelen obtener
del tejido a partir de un protocolo de centrifugacion diferencial. Stohs y colaboradores en 1976 extraen
la fraccion microsomal de intestino de rata usando una disolucién isoténica de cloruro potasico que
contiene Tris-HCI 0,05 M a pH 7,8. El tejido se homogeniza en este tampén y se centrifuga a 10000 x
g (20 min a 4 °C) para recuperar el sobrenadante que se centrifuga a 105000 x g durante 60 minutos.
El pellet resultante es la fraccién microsomal. Ponz de Leon y colaboradores en 1985 también extraen
la fraccion microsomal de muestras de intestino. Tras raspar la mucosa y homogeneizarla en tampén
fosfato 0,154 mM a pH 6, la centrifugan a 20000 x g y el sobrenadante resultante se ultracentrifuga a
100000 x g, representando el sedimento la fraccién microsomal. En 1993, Shornick y Holtzman
extraen la fraccion microsomal a partir de un cultivo celular para ensayar actividad de 12-LOX. Tras
homogeneizar la suspension celular, la mezcla se centrifuga a 400 x g y el sobrenadante se
centrifuga a 12000 x g 20 min. Descartado el pellet, se ultracentrifuga a 100000 x g durante 60 min,
obteniendo un pellet que constituye la fraccion microsomal.

La metodologia adoptada para el estudio de la actividad LOX en la fracciones citosélica y
microsomal es una modificacion de los métodos de Pind y Kuksis, 1987, y de Rosenberg y Kappas,
1989. Inicialmente se preparan dos disoluciones tampdn que se designan tampdén A y tampén B. El
tampon A esta constituido por fosfato potasico 0,1 M y pH 7,4, que contiene sacarosa 0,25 M,
glicerina (20%, v:v) e inhibidor de tripsina (5 mg/mL). El tampén B es un tampdn 50 mM de Tris-HCl a
pH 7,4, que contiene 1 mM de EGTA, 4 mM de MgCl, y 1 mM de DTT. La muestra de intestino se
tiene inicialmente congelada y para su descongelacion se sumerge en tampon A, sin el inhibidor de

tripsina. Todas las operaciones se realizan en bafio de hielo y con los reactivos a temperaturas
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cercanas a 0 °C para provocar una muy lenta descongelacion. Una vez descongelado, se raspa la
superficie de la mucosa epitelial y se homogeneiza en, aproximadamente, 5 volimenes de tampén A
con el inhibidor de tripsina. La homogeneizacion del tejido se realiza en un homogeneizador Potter-
Elvehjem efectuando 7 golpes de piston. Se completa el homogeneizado sonicando en 3 pulsos de 1
s. A partir de aqui se inicia la centrifugacion diferencial. La primera centrifugacion es a 9000 x g
durante 20 min a 4 °C. El sobrenadante se ultracentrifuga a 103700 x g durante 90 min a 4 °C y el
resultado conforma la fraccién citosoélica (sobrenadante) y la fraccion microsomal (pellet) que se lava
con 1 volumen de tampdn B y se vuelve a centrifugar a 103700 x g durante 60 min a 4 °C. El pellet
resultante se resuspende con el Potter-Elvehjem en un volumen suficiente de tampdn B para que la
concentracién de proteinas esté en el entorno de 5 mg/mL. La concentracion de proteinas de las dos
fracciones se determina por el método del acido bicinconinico descrito por Smith y colaboradores
(1985).

Se determina segun la metodologia previamente puesta a punto la actividad LOX de los
extractos obtenidos y se compara con la que se alcanza al emplear LOX de soja tipo V a
concentracion 0,072 mg/mL. Los resultados, al conocerse aqui la cantidad de proteina existente en
cada volumen de extracto enzimatico empleado, se refieren en este caso, a dicho valor para
establecer la actividad enziméatica especifica (Tabla 26). Segun los datos presentados en la Tabla 26,
se puede concretar que cada miligramo de proteina LOX de soja tipo V presenta una actividad
enzimatica especifica un orden de magnitud superior a los valores que presentan las fracciones
microsomal y citosélica de epitelio intestinal. Légicamente el grado de purificacion en el preparado
comercial es significativamente superior que las fracciones sub-celulares, donde no todas las

proteinas existentes tienen actividad del tipo lipoxigenasa.
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Tabla 26. Actividad enzimatica relativa a la cantidad de prot  eina en LOX de soja tipo V
y en las fracciones microsomal y citosélica de teji do epitelial de intestino de cerdo.

LOX de soja tipo V microsomal citosoélica
concentracion proteica (mg/mL) 0,072 mg/mL 6,12mg/mL 8,85 mg/mL
AEE (umoles/(s x mg)) 7,66 x 107 4,74 x 10 2,80 x 107
R%adi. 0,990 0,993 0,978

Valores medios (n = 3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,05 en todos los casos.
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Pese a haber concretado que el método de extraccion de fracciébn microsomal y citosélica
mencionado es valido para determinar actividad LOX, la utilizacion de inhibidor de tripsina supone
una complicacion en el procedimiento de extraccion, ya que se debe afadir al final del proceso de
preparacién del tampo6n A. Para evitar su utilizacion, se modifica el procedimiento de extraccion de las
fracciones microsomal y citosoélica, usando también un método de centrifugacion diferencial basado
en el trabajo de Hong y colaboradores, 2001. Este procedimiento es el que se mantiene como
definitivo, y es el que se describe para la obtencion de las fracciones microsomal y citosolica de
mucosa de epitelio intestinal en el apartado Materiales y Métodos. A las fracciones obtenidas con este
procedimiento de extraccion se les determina la concentracion de proteinas por el método del acido
bicinconinico. Con estas fracciones también se determina la actividad que muestran por miligramo de
proteina y se compara con los valores obtenidos empleando disolucion LOX de soja tipo V a
concentraciéon 0,072 mg/mL (Tabla 27).

Con el procedimiento de extraccién utilizado, la actividad LOX de las fracciones presenta
valores diferentes a los expuestos en la Tabla 26. La actividad alcanzada en la fraccion microsomal
con el procedimiento definitivo de extraccién esta en el mismo rango de magnitud que en la fraccion
microsomal del protocolo anterior. Sin embargo, la actividad de la fraccion citosélica en este segundo
procedimiento es inferior a la obtenida con el primer protocolo. En cualquier caso, con ambos
procedimientos se obtiene actividad de lipoxigenasa en ambas fracciones sub-celulares. El hecho de
que los valores de actividad obtenidos sean diferentes o no, no es tan trascendente como el hecho de
poder medir actividad lipoxigenasa en distintas fracciones sub-celulares. La existencia de actividad
lipoxigenasa en el epitelio intestinal, y su consecuente determinacion, puede justificar la implicacién

de enzimas tipo lipoxigenasa en los procesos de dafio hidroperoxidativo de la mucosa intestinal.
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Tabla 27. Actividad enzimatica relativa a la cantidad de prot  eina en LOX de soja tipo
V y en las fracciones microsomal y citosélica de te  jido epitelial de intestino de
cerdo obtenidas mediante el procedimiento de Hong y colaboradores (2001).

LOX de soja tipo V microsomal citosoélica
concentracion proteica (mg/mL) 0,072 mg/mL 4,47 mg/mL 8,81 mg/mL
AEE (umoles/(s x mg)) 6,23 x 10° 4,95 x 10° 6,21 x 10™
R%di. 0,976 0,974 0,932

Valores medios (n = 3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,05 en todos los casos.
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Utilizando el procedimiento de extraccion descrito se han aislado las fracciones microsomal y
citosélica de mucosa del epitelio intestinal de ratones APCMP que desarrollan una inflamacién crénica
intestinal congénita por ser heterocigotos respecto a este caracter frente a una poblacién sana de
ratones control, en los que no se manifiesta la enfermedad. En la Tabla 28 se representan los valores
de actividad de LOX, expresada en A pmoles de hidroperdxidos/(mg proteina x seg), para las
fracciones microsomal y citosélica de la mucosa intestinal de ambos grupo de poblacion.

Se puede apreciar que la actividad LOX en la fraccion citosélica siempre es menor que en la
microsomal, ya se trate de los ratones afectados por el proceso inflamatorio o de ratones sanos. En el
caso de los ratones afectados, la actividad LOX en la fraccidn citosolica es un 6,17% de la actividad
LOX que se puede observar en la fraccion microsomal. Por otra parte, en los ratones control la
actividad LOX de la fraccion citosélica representa un 19,88% de la determinada en la fraccion
microsomal. El hecho de que la actividad LOX sea mayor en la fraccion microsomal que en la
citosdlica es una pauta que también se puede observar con las muestras cuyos datos se exponen en
las Tablas 26 y 27. Esta reiteracion de resultados reafirma el hecho de que la actividad LOX dependa
del anclaje de la enzima a la membrana.

Si lo que se compara son las actividades de los ratones afectados frente a los controles, se
observan tendencias distintas entre las fracciones microsomal y citosélica. La actividad lipoxigenasa
en la fraccion citosélica es menor en los ratones afectados por el proceso inflamatorio crénico que en
los ratones controles. Como se observa en la Tabla 28, la actividad LOX en la fraccion citosoélica
correspondiente a los ratones afectados es un 76,68% de la actividad medida en los ratones control.
Sin embargo, la actividad LOX en la fraccion microsomal de los ratones afectados es mas del doble
(247,15%) de la encontrada en el grupo control. Se debe tener en cuenta que los ratones APCMP
desarrollan enfermedades de tipo inflamatorio intestinal, por lo que es de esperar que la actividad
lipoxigenasa esté amplificada como respuesta al proceso inflamatorio en curso; en este caso la

actividad de lipoxigenasa esta unidad a la membrana citoplasmatica de las células del epitelio,

probablemente para actuar como iniciador de la respuesta inflamatoria a nivel intra- y extracelular.
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Tabla 28. Actividad LOX en epitelio intestinal de r atéon (mus
musculus ) tipo APC Min o control, distinguiendo fraccién microsomal

o citosélica. Se muestra el porcentaje de la activi  dad LOX citosolica
frente a la microsomal.

Actividad LOX en fraccion sub-celular®

Microsomal citosolica %°
APCM" 0,02773+0.0337" 0,00171+0,0010 6,17
Control 0,0112210.0052b 0,00223+0,0008 19,88
% 247,15 76,68

& Valores medios + desviacion estandar expresados en pmol de hidroperéxido / (mg
Eroteina x seqQ).

Diferencias significativas (n = 15; test de Duncan; p < 0,05).
¢ Porcentaje de la actividad citosoélica respecto a la microsomal en los ratones APCMP y
control.

9 porcentaje de la actividad en los ratones APCM™

respecto a la de los ratones control.
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Conclusion

La determinacién de la actividad lipoxigenasa en el epitelio intestinal puede justificar la
implicacion de enzimas tipo lipoxigenasa en los procesos de estrés oxidativo en la mucosa intestinal.
Que la actividad lipoxigenasa sea mayor en la fraccion microsomal que en la citosélica ratifica el

hecho de que la actividad enzimatica depende del anclaje de la enzima a la membrana.
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Cuantificacion de hidroperéxidos por HPLC

El sistema espectrofotométrico de cuantificacion de hidroperéxidos muestra numerosas
ventajas como la rapidez y sencillez de la determinacién, y su bajo coste. En un corto periodo de
tiempo es posible analizar numerosas muestras. Sin embargo, tiene dos desventajas relativamente
importantes en funcién del objeto de la medida. En primer lugar, se trata de un método inespecifico,
es decir, todo hidroperéxido que se forme serd medido, sin poder discernir directamente su origen
(enzimatico o quimico) o incluso si realmente se trata de hidroperoxidos o simplemente de un
compuesto que paralelamente se esta formando y que también absorbe a 234 nm (razén fundamental
por la que se incluye un blanco enzimatico de reaccion y se tiene en cuenta al realizar la operacion de
célculo). En segundo lugar, presenta una limitacién operativa; al tratarse de un método
espectrofotométrico no se puede superar la barrera de 2 unidades de absorbancia para evitar salir del
rango de medida del aparato. La reaccién de hidroperoxidacion es un proceso relativamente rapido,
con componentes que presentan un elevado coeficiente de extincién (25000 M™* x cm™, para los
hidroperoxidos a 234 nm), razones por las que rapidamente se alcanza el techo de medida aunque en
el medio de reaccién exista poca cantidad de producto formado. La simple aparente
hidroperoxidacién espontanea del acido linoleico a pH 6 alcanza valores medios de 0,03 UA/s, lo que
implica que en 5 min la absorbancia inicial habra incrementado en ca. 1 unidad lo que disminuye la
fiabilidad del seguimiento espectrofotométrico de la reaccion cuando, cuantitativamente, so6lo se
habran formado en dicho tiempo tedricamente 0,1 pumol de hidroperéxidos. La posibilidad de diluir el
medio de reaccion para permitir su seguimiento espectrofotométrico cambiaria las condiciones de
reaccion ya que, estadisticamente, reduce la interaccién enzima-sustrato.

Es necesario contar con un procedimiento analitico alternativo que permita eliminar alguna de
las limitaciones del método espectrofotométrico. Por ello se desarrolla un sistema de
separacién/deteccion de hidroperéxidos por HPLC. En paralelo se realiza la determinacion de la
actividad enzimatica especifica de la enzima LOX de soja tipo V (0,072 mg/mL) y utilizando como
sustrato acido linoleico (0,715 mM). Una alicuota de las muestras utilizadas para esa determinacion
se analizaba por HPLC. En la Tabla 29 se exponen los datos obtenidos de actividad enzimatica

especifica y actividad enzimatica especifica media.
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La pendiente de la recta obtenida es el incremento en nmoles de hidroperoxidos que se
producen en el medio de reacciéon por cada segundo de reaccion y cada ng de enzima presente
(0,0401 Anmol/s x ng), con una ordenada en el origen de 0,3547 Anmol/s y RzAdj_ = 0,995. En
términos de actividad enzimatica, en los 60 s de reaccion en la cubeta y por cada ng de enzima se
produce un aparente incremento de la concentracién de hidroperoxido de 23,686 Anmoles los que
solo 2,406 nmoles pueden ser atribuidos sin ningln género de dudas a la actuacion de la enzima
LOX.

El procedimiento de HPLC se desarrollé con un doble objetivo. En primer lugar identificar
mediante espectrometria de masas la sefial debida a los hidroperoxidos. Por ello se selecciona la
fase mévil adecuada, teniendo en cuenta que el i6n molecular desprotonado de hidroperoxido es de
naturaleza inestable y termolabil. En medio acido (férmico al 0,1%) se favorece la formacién de
clusteres entre el i6n hidroperédxido y el acido férmico, aducto anteriormente mencionado. Ademas el
acido formico es volatil por lo que se favorece la formacién de iones en disolucién y su paso a la
corriente gaseosa. En la Figura 30A se representa el espectro de masas del pico cromatografico
correspondiente a hidroperéxidos, indicando los iones representativos. Se aprecia la presencia
mayoritaria del aducto con férmico del i6bn molecular desprotonado, es decir el ibn a m/z 357
[M+férmico-H] (pico base del espectro). Este hecho se debe a que en la zona de desolvatacién de los
clusteres (zona del capilar calentado) se mantiene la temperatura moderadamente baja (150-175 °C)
por lo que se puede observar la aparicién mayoritaria de dicho aducto. La Figura 30B representa el
cromatograma. Indicar que la velocidad de flujo, para el sistema HPLC acoplado a MS fue inferior a la

indicada en la seccion de Materiales y Métodos (0,2 mL/min).
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Tabla 29. Parametros cinéticos y célculo de la  actividad enzimatica especifica de la
reaccion de hidroperoxidacion mediada por LOX de so  jatipo V.

Parametros cinéticos de la reaccion

ng de enzima AUA/s Actividad Anmoles/s
0 0,00294 0,3528
0,72 0,00321 0,3852
1,44 0,00346 0,4146
2,16 0,00366 0,4392

Actividad enzimatica especifica
® Pendiente Anmol/ng x s Ordenada Anmol/s RZAdJ-,
0,0401 0,3547 0,995

Valores medios (h = 3).
# Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01 en todos los casos.

-188-



CSIC 710

(CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

RESULTADOS Y DISCUSION

100 357

957 A

90;
85;
80%
75;

704
65
607

55+

Relative Abundance
[4))
i

204 311

(&

[NEEN NN
N
©
o

o

Time: 19,0733 Mrunes - Ampltude: 4,189 mAL

Det 163-238m
sperez_hicrop_mdMSs vy
speraz_hicrop_maMSe dat

o
B

100 100

Figura 30.- Espectro de masas de la sefal cromatogréafica debida a
hidroperéxidos del acido linoleico (A). Pico base del espectro: m/z 357
[M+férmico-H]; m/z 379 [M+férmico+Na-H]; m/z 311 [M-H]. EI
cromatograma correspondiente al andlisis HPLC-MS se representa en la
figura B.
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Los parametros de actividad enzimatica especifica nos permiten conocer la cantidad de
hidroperéxidos que se formarian con cualquier cantidad de enzima, siempre que se encuentre por
debajo de la concentracion que garantiza la saturacién por sustrato, y para cualquier tiempo de
reaccion. Empleando una concentracion fija de extracto enzimatico (1,44 ng) y una concentracion fija
de sustrato (0,715 mM) para un volumen final de reaccién fijo de 3mL con tampén fosfato sédico 50
mM a pH 6, se repitieron reacciones idénticas en todos los casos fijando como punto final los
siguientes tiempos, 0, 5, 10, 20 y 60 min momento en el que se paraliza la reaccion mediante adicion
de disolucién metandlica de hidroxido potasico al 20% (p/v) y se calcula la cantidad teérica de
hidroperéxidos que se han formado. Una alicuota de 0,05 mL, conteniendo en cada reaccién un
contenido te6rico en hidroperéxidos previamente calculado (Tabla 30), se inyecta en el sistema
cromatografico. El area correspondiente a hidroperdxidos se integra en cada cromatograma (Tabla
30).

El volumen inyectado es una alicuota del medio de reaccién; en todo el volumen de reaccién y
para el tiempo maximo de reaccion se habrian formado 1,48 umoles de hidroperoxidos, cuando
inicialmente en la cubeta existian 2,25 umoles de sustrato, lo que indica que aun con un tiempo de
reaccion tan dilatado sigue quedando sustrato sin reaccionar, lo que indica que la linealidad con el
tiempo en la formacion del producto de la reaccién enzimatica (condicion siempre exigida a las
determinaciones espectrofotométricas) puede ir mucho mas alld de tiempo de seguimiento
espectrofotométrico establecido.

Al igual que lo detectado en el método espectrofotométrico, existe una aparente formacion de
hidroperoxido de origen no enzimatico que tiene que ser descontada para cada tiempo de reaccion
para atribuir a la enzima su verdadera actividad. En el sistema de separacion por HPLC la aparente
cantidad de hidroperéxidos formados no enzimaticamente puede atribuirse sin confusién a
hidroperéxidos ya que su espectro UV y MS coincide con lo representado en la Figura 30A, por lo que
se puede asegurar que parte del incremento de absorbancia que se produce en el método
espectrofotométrico en ausencia de enzima activa se debe a la hidroperoxidacién espontanea del
acido linoleico, aunque dado que en este punto hay diferencias cuantitativas entre ambos métodos,

probablemente también intervengan otros factores.
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Tabla 30. Correlacién entre datos espectrofotométricos y crom atograficos para la
cuantificacion de hidroperoxidos por HPLC.

Datos de hidroperéxidos a distintos tiempos por extrapolacion de los datos
espectrofotométricos y respuesta en HPLC

pumoles tedricos Area HPLC de hidroperoxidos
Tiempo de reaccion (min) inyectados en HPLC (UA)*
0 0 1,3
5 0,0020619 118,1
10 0,0041238 185,1
20 0,0082476 331
60 0,0247428 748

Reaccion en ausencia de extracto enzimatico activo

Tiempo de reaccion (min) Area HPLC de hidroperoxidos*

60 53.9

Correlacién entre datos espectrofotométricos y area de pico por HPLC

® Pendiente (umoles/UA) Ordenada (umoles) R%Ad

3,410 x 10 -0,0016 0,981

Valores medios (n = 3).
2 Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01 en todos los casos.
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Puesto que al calcular el contenido de hidroperdxidos por cuantificacion espectrofotométrica se
emplea la recta de actividad enzimatica especifica (Tabla 29), el contenido en hidroperdxidos no
enzimaticos esta incluido en la cuantificacién, por lo que en el método de HPLC no se descuenta
tampoco esta fraccién y se correlaciona todo el hidroperéxido medido espectrofotométricamente con
todas la &reas de pico correspondientes a hidroperoxidos.

Los valores que se obtienen de la regresion lineal de ambas poblaciones de datos nos dan una
pendiente que permite cuantificar el contenido en hidroperoxidos de una muestra a partir del area con
un grado de fiabilidad elevado (RzAdj_ = 0,981; Tabla 30). La ordenada en el origen, teéricamente
deberia ser 0, aunque el valor que adopta no lo es, siendo incluso negativo, lo que hace pensar en
que se trata de un artefacto matematico formado al no haber obtenido una correlacién de coeficiente
1.

El sistema cromatografico empleado permite actualmente cuantificar la totalidad de
hidroperdxidos formados y en el futuro, al tratarse de un sistema isocratico en el que no varian las
condiciones de elucion de los compuestos, se podria conseguir un seguimiento cuantitativo de cada
uno de los isémeros posicionales (que presentan idéntico coeficiente de extincion) en funcion de la

isoenzima empleada.
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Conclusion
Ademas de observar la correlacion entre la medida espectrofotométrica y la estimacion por
HPLC de la cantidad de LOOH formados durante la actividad lipoxigenasa, con el andlisis

cromatografico se verifica la existencia de la hidroperoxidacion espontanea.
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Cinética de degradacion de pigmentos en presencia d e situaciones oxidantes

La cinética de degradacion de pigmentos ha constituido un eje fundamental en la actividad
cientifica de los investigadores que trabajan con pigmentos carotenoides. Las particularidades
estructurales de estos pigmentos, la fotoinestabilidad que presentan, su capacidad de interaccién con
multiples sustancias oxidantes, los efectos que de ello se derivan, y la dificultad en determinar los
productos de degradacidn que se generan son algunos de los alicientes que despiertan el interés y
gue se concretan con estudios cinéticos. La mayor parte de la literatura referente a la cinética de
degradacion de pigmentos hace referencia a procesos que tienen lugar bien en su entorno natural
(estabilidad del color de frutos) o en productos procesados en los que todavia se mantiene parte de
su ambiente natural (productos vegetales deshidratados o procesados mecanicamente) o en aceites
vegetales (Jarén-Galan y colaboradores, 1999; Jarén-Galan y Minguez-Mosquera, 1999; Pérez-
Galvez y colaboradores, 2000). En estas variantes los pigmentos carotenoides permanecen en su
microentorno lipofilico o bien estan disueltos en él. Sin embargo, menor es el nimero de estudios que
hacen referencia a la cinética de degradacion de carotenoides en entornos hidrofilicos. Minguez-
Mosquera y Jarén-Galan, 1995, realizan un estudio cinético de la decoloracién de [B-caroteno,
capsanteno y capsanteno diesterificado, en emulsion, utilizando Tween 20. Las reacciones se
producen en un entorno hidrofilico y la degradacién carotenoides sigue un modelo cinético de primer
orden. Las variables intensidad luminica y temperatura inciden en el proceso degradativo,
incrementando la velocidad de degradacion y como mecanismo del proceso oxidativo se postula la
pérdida de la conjugacién polienoica como paso previo a la fragmentacién carotenoide. Ese
mecanismo es idéntico para todos los carotenoides incluidos en el estudio, independientemente de
las condiciones de reaccion, aunque los parametros cinéticos se modulan significativamente por las
particularidades estructurales de cada pigmento y las condiciones de reaccion. En el estudio se
aprecia que la velocidad de degradacion de [3-caroteno es superior a la de los cetocarotenoides. En
un estudio posterior (Jarén-Galan y Minguez-Mosquera, 1997) se realiza el estudio con los mismos
carotenoides pero incorporando lipoxigenasa y sustrato de acido linoleico para estudiar la co-
oxidacion carotenoide debida al proceso enzimatico. En el estudio se consideran distintas condiciones

de intensidad luminica y temperatura. Los datos cinéticos conducen a similares conclusiones que las
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obtenidas en el primer estudio. La oxidacion de carotenoides se puede explicar mediante la pérdida
de la conjugacién polienoica.

Las fuentes de compuestos pro-oxidantes, las condiciones ambientales, el medio de reaccion y
las diferencias en la estructura del pigmento son factores que modifican los parametros cinéticos de la
reaccion y, consecuentemente, los pardmetros termodinamicos pero no la ruta de reaccioén. En el
presente estudio se realiza el andlisis cinético de la degradacién de carotenoides en medio acuoso y
en presencia de fracciones sub-celulares que presentan actividad oxidativa tipo LOX. Los
carotenoides empleados son [-caroteno, luteina y licopeno, en diferentes situaciones de oxidacion
segln se expuso en la Tabla 5.

La enzima lipoxigenasa al actuar sobre su sustrato especifico genera la formacién de
hidroperéxidos que actian como oxidantes de los pigmentos carotenoides que se encuentren en el
entorno. Generalmente el entorno carotenoide suele ser altamente lipofilico, pero durante situaciones
de pérdida de integridad celular los carotenoides pueden dispersarse en forma de pequefas
vesiculitas emulsionadas en un entorno hidrofilico. Durante la digestion y transito intestinal, los
alimentos pierden su integridad, dispersandose sus componentes y formando, en el caso de los
compuestos lipofilicos, emulsiones estabilizadas por la presencia de sales biliares. En el caso de una
exaltacién de la actividad LOX en procesos inflamatorios del epitelio intestinal, se plantea el estudio
de la posible capacidad modulante que puedan tener los pigmentos carotenoides sobre los productos
de la reaccién de LOX.

La reaccion de co-oxidacién de pigmentos carotenoides es distinta y siempre posterior a la
reaccién de formacion de hidroperéxidos, por lo tanto, a priori, se desconoce si el 6ptimo de actuacion
de la enzima para la formacion de hidroperéxidos concuerda o no con el 6ptimo para la co-oxidacion
de pigmentos. Para evitar que la actividad variable de la enzima en funcién del pH, y por tanto la
mayor o menor presencia de hidroperéxidos, enmascaren la implicacion del pH del medio en la
reaccion de co-oxidacion, se realiza un primer estudio para conocer la influencia de las caracteristicas
fisico-quimicas en la reaccion de co-oxidacion. Se emplea como fuente de hidroperéxidos soélo
aquellos que de forma espontanea se generan a partir del acido linoleico en ausencia de cualquier

actividad enzimética en distintas condiciones de pH.
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En la Tabla 31 se muestran los valores de la constante de velocidad de degradacion y de los
coeficientes RzAd,-, en funcién de las condiciones experimentales impuestas. Se incluyen los
parametros correspondientes a los ajustes cinéticos bajo los modelos de orden 0 y 1. El coeficiente
de correlacion en todas las reacciones estudiadas permite afirmar que tanto el modelo de orden 0
como 1 explican de forma mateméticamente aceptable la evolucion de la degradacién con el tiempo.

Como era de prever, el acido linoleico experimenta una hidroperoxidacion espontdnea a todos
los pH estudiados. Esta reacciébn ya se habia detectado durante el desarrollo del método
espectrofotométrico, y se denominé aparente hidroperoxidacion espontanea. En el método de medida
de actividad por HPLC, se observé que en ausencia de enzima, en el plazo de 60 min se producia
una formacion de hidroperéxidos que era del orden de un 10% de la que se obtenia en presencia de
la enzima. Con los resultados ahora encontrados, se confirma con una tercera técnica que existe la
reaccion de hidroperoxidacion espontanea ya que se exalta la co-oxidacion de pigmentos en
presencia de acido linoleico, que solo puede afectar a la estabilidad de los pigmentos carotenoides si
con anterioridad experimenta una hidroperoxidacion espontanea de su sistema de dienos conjugados.
En la Figura 31 se puede apreciar como a pH 7 se alcanzaron los valores significativamente
superiores de velocidad de degradacion, tanto en presencia como ausencia de acido linoleico. La
reaccion de co-oxidacion de pigmentos carotenoides presenta un Optimo de pH distinto, aunque

cercano al de actividad de las enzimas lipoxigenasa empleadas en este estudio.
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Tabla 31. Constantes de velocidad de degradacion de una disol  ucion de [-caroteno en
medio acuoso a diferentes valores de pH y en presen  cia y ausencia de acido linoleico.

Acido linoleico Ausencia de &cido linoleico
Orden 0 Orden 1 Orden 0 Orden 1
pH k RzAdj. k R2Adj. k RzAdj. k RZAdj.
3 3,72 0,956 0,079 0,988 2,76 0,990 0,053 0,994
5 10,2 0,950 0,240 0,989 4,27 0,966 0,122 0,947
6 17,4 0,914 0,337 0,853 2,26 0,809 0,094 0,978
7 22,2 0,977 0,544 0,950 13,4 0,968 0,326 0,973
8 15,0 0,963 0,364 0,982 8,73 0,990 0,162 0,971
9 15,0 0,990 0,344 0,910 10,3 0,993 0,238 0,925

Valores medios (n=3).

Concentracion B-caroteno en el medio de reaccién 5 uM. Concentracion de acido linoleico en el medio de reaccion 0,715
mM. Reaccioén llevada a cabo en oscuridad a 35 °C y empleando como medio de reaccién tampén fosfato sédico 50 mM
a diferentes valores de pH.
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Figura 31.- Evolucion de la constante cinética de degradacion de (3-caroteno (orden 0
y 1) en funcién del pH del medio de reaccion y presencia o ausencia de &cido
linoleico.
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La presencia de acido linoleico en el medio de reaccion incrementa notablemente la velocidad
de degradacion B-caroteno, a todos los pH estudiados y bajo ambos modelos cinéticos la
presencia de acido linoleico duplica la velocidad de degradacion del pigmento excepto a pH 7
en donde llega a multiplicarse por 3-4 la constante cinética.

Los dos modelos cinéticos empleados explican matematicamente el progreso de la
reacciéon de forma aceptable, aunque formalmente uno u otro tienen implicaciones distintas. En
el modelo de orden 0 la velocidad de la reaccion transcurre al margen de la concentracién de
pigmento en el medio, mientras que bajo el modelo de orden 1 la velocidad de la reaccion
depende de la concentracion del pigmento. En ninguno de los dos modelos interviene la
concentracién de la especie oxidante. Para conocer la implicacién de la concentracion de acido
linoleico en la velocidad de la reaccién, se realiza un estudio de oxidacion de B-caroteno en
presencia de diferentes concentraciones de acido linoleico. La Tabla 32 muestra los resultados.
La degradacién de B-caroteno transcurre a velocidad similar, independientemente de la
concentracidon de acido linoleico. Los resultados indican que el aumento de pro-oxidante en el
medio no incrementa la constante de velocidad de reaccién y que ésta, con la menor de las
concentraciones, ya ha alcanzado su maximo. Con la concentracion minima de acido linoleico
la velocidad de la reaccion de degradacion se hace por tanto ya independiente de su

concentracion.
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Tabla 32. Constantes de velocidad de degradacién de una disol ucién de
B-caroteno en presencia de distintas concentraciones de &cido linoleico.

Orden O Orden 1
Concentracion acido linoleico k R%adi. k R%adi
0,715 mM 11,7 0,914 0,337 0,853
1,788 mM 16,0 0,984 0,283 0,940
3,575 mM 14,8 0,981 0,244 0,948
7,150 mM 14,2 0,986 0,229 0,953

Valores medios (n=3).

Concentracién B-caroteno en el medio de reacciéon 5 pM. Reaccién llevada a cabo en
oscuridad a 35 °C y empleando como medio de reaccién tampén fosfato sédico 50 mM a
pH 6.
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El estudio cinético de oxidacion de carotenoides en presencia de fracciones sub-celulares
empleando tejido epitelial de intestino animal se realizé en diferentes situaciones experimentales
(expuestas en la Tabla 5). El planteamiento del estudio va encaminado a conocer como el potencial
oxidante creado en el medio por actuacion de LOX puede ser amortiguado por la presencia de
pigmentos carotenoides que retiran, a costa de su oxidacién, los hidroperéxidos generados
espontanea y enziméaticamente y que serian los responsables de la puesta en marcha de la cascada
de reacciones que culminan con la respuesta inflamatoria. El estudio se realiza con desarrollo
factorial multivariable, combinando diferentes fuentes posibles de LOX, distintos sustratos y
pigmentos carotenoides, y todos combinados permitiran conocer los factores que pueden afectar a la
degradacion de los pigmentos carotenoides en presencia de LOX. Los distintos extractos enzimaticos
se preparan de forma que todos alcanzan una actividad LOX similar. Se emplean extractos de LOX
de soja tipo V en concentracion 0,72 pg/mL, extracto de fraccion citosolica con una concentracion
proteica de 58,7 pug/mL y de fracciébn microsomal con una concentracién proteica de 14,9 pug/mL.
Estos datos son consistentes con los presentados en la Tabla 28, en cuanto a que la actividad tipo
LOX de la fraccion microsomal es significativamente superior a la que presenta la fraccion citosélica.
Tomando como referencia la concentracién de LOX de soja tipo V el 4,8% de la fraccién microsomal
presenta actividad tipo LOX mientras que el 1,2% de la fraccion citosélica presenta actividad tipo
LOX.

En las Tablas 33 y 34 se exponen los datos de las constantes cinéticas de degradacion para
cada pigmento y en cada situacibn. En todos los casos, la reaccién parece ajustarse
matematicamente mejor al modelo de orden 1. En la Tabla 33 se puede observar como en ausencia
de enzima y sustrato, la constante de velocidad de degradacién de licopeno es la menor, seguida de
la de B-caroteno y finalmente de la correspondiente a luteina, pigmento mas hidrofilico de todos los
empleados y que probablemente se encuentre mas expuesto al medio externo mientras que los otros
dos, absolutamente lipofilicos se encuentren mas resguardados dentro de las micelas donde se
encuentran emulsionados. La adicién al medio de la fraccién citosélica protege a todos los pigmentos
de su degradacién, excepto a licopeno que no modifica su constante de velocidad de degradacion.

Con la fraccién microsomal, todas las constantes de velocidad disminuyen, incluida la de licopeno.
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Por tanto de los resultados encontrados se puede deducir que las fracciones subcelulares, en
ausencia de cualquier sustrato adicionado, actian protegiendo a los pigmentos carotenoides de su
degradacion.

Cuando en el medio de reaccién esta presente el sustrato (Tabla 34), las constantes de
degradacion de B-caroteno se duplican, sin que existan grandes diferencias entre la presencia acido
linoleico o acido araquidénico. Con luteina y licopeno, la presencia de acido linoleico no modifica la
constante de velocidad de degradacién del pigmento, pero el &cido araquidénico si las incrementa
significativamente sélo en el caso de licopeno. La presencia de LOX de soja tipo V no incrementa las
constantes de velocidad, dejandolas practicamente iguales a la encontradas en ausencia de la
enzima, lo que hace pensar que las tasas de auto-oxidacion de los pigmentos en las condiciones
experimentales empleadas, asi como la inducida por la presencia de un sustrato con capacidad de
formar en el medio hidroperdxidos de forma espontanea, sitia los niveles oxidantes del medio por
encima de los que impondria lipoxigenasa. Las fracciones sub-celulares, y muy especialmente la
fraccién microsomal, disminuyen notablemente la destruccion de los pigmentos carotenoides con
ambos sustratos. Se puede concluir por tanto que, aun existiendo actividad de lipoxigenasa en dichas
fracciones y teniendo capacidad de formar hidroperéxidos, la presencia de estos extractos no solo no

potencia la destruccion de pigmentos sino que los protege frente al ambiente oxidante del medio.
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Luteina [B-Caroteno

Licopeno

Tabla 33. Constante cinética de la reaccion de oxid  acion/co-
oxidacién de p-caroteno, luteina y licopeno en ausencia de
cualquier fuente de enzima LOX y sustrato y en pres  encia de
distintas fuentes de LOX sin adicion externade sus  trato.
Condiciones enzimaticas k RzAdj_
Ausencia enzima-sustrato 0,097 0,992
LOX de soja tipo V 0,176 0,980
F. citosolica 0,037 0,964
F. microsomal 0,009 0,988
Ausencia enzima-sustrato 0,305 0,958
LOX de soja tipo V 0,277 0,985
F. citosélica 0,037 0,952
F. microsomal 0,010 0,961
Ausencia enzima-sustrato 0,003 0,972
LOX de soja tipo V 0,004 0,925
F. citosélica 0,003 0,979
F. microsomal 0,001 0,972

Valores medios (n=3). Los valores del estadistico p son inferiores a
0,01. Concentracion de pigmento en el medio de reaccion 5 pM.
Reaccién llevada a cabo en oscuridad a 37 °C y empleando como

medio de reaccién tampén fosfato sédico 50 mM a pH 6.
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Tabla 34. Constante cinética de la reaccidn de oxidacion/co-o  xidacion de [-caroteno,
luteina y licopeno en presencia de distintas fuente s de lipoxigenasa y distintos sustratos.

Acido linoleico Acido araquidonico

Condiciones enziméaticas k R%.q k R%ag;,

° Sustrato 0,176 0,992 0,200 0,990
gcg LOX de soja tipo V y sustrato 0,171 0,992 0,192 0,991
§ F. citosdlica y sustrato 0,065 0,889 0,046 0,968
@ F. microsomal y sustrato 0,014 0,988 0,035 0,993
Sustrato 0,288 0,997 0,303 0,991

g LOX de soja tipo V y sustrato 0,293 0,990 0,259 0,986
% F. citosdlica y sustrato 0,211 0,966 0,034 0,968
F. microsomal y sustrato 0,053 0,962 0,012 0,963
Sustrato 0,003 0,995 0,016 0,985

% LOX de soja tipo V y sustrato 0,004 0,925 0,016 0,977
_é' F. citosdlica y sustrato 0,003 0,930 0,015 0,974
- F. microsomal y sustrato 0,001 0,976 0,007 0,970

Valores medios (n=3). Los valores del estadistico p son inferiores a 0,01.

Concentracion de sustrato en el medio de reaccién: &cido linoleico 0,715 mM; acido araquidénico 0,715
mM. Concentracion de pigmento en el medio de reaccién 5 pM. Reaccion llevada a cabo en oscuridad a
37 °C y empleando como medio de reacciéon tampén fosfato sédico 50 mM a pH 6.
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Parece por tanto que los pigmentos no actlan como secuestrantes del potencial oxidante
generado en el medio, sino todo lo contrario, utilizan sustancias que acomparfan a las fracciones
subcelulares para protegerse de su auto-oxidacion. Las experiencias de co-oxidacién con distintas
fuentes de LOX se han realizado a distintos tiempos de tratamiento, en todos los casos muy
superiores a los empleados para la medida de actividad enzimética tanto por el método
espectrofotométrico como por el método de HPLC. Se plantea la duda si realmente LOX esta activa
durante todo el tiempo empleado para la experiencia de co-oxidacion y para ello se ha realizado una
incubacion de LOX en idénticas condiciones a las empleadas para la co-oxidacion y periédicamente
se han tomado alicuotas y se ha medido la actividad enzimatica especifica. Los valores encontrados a

los distintos tiempos de incubacién se muestran en la Tabla 35.
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Tabla 35. Actividad enzimatica especifica  (AEE) de las fracciones
microsomal y citosélica ( pmoles de hidroperoxido formado/ s x mg
proteina) en funcién del tiempo de incubacién.

AEE

Tiempo transcurrido (umoli(s x mg))

(horas)
Fraccién microsomal Fraccion citosolica
0 31,00 x 10°® 171,52 x 10"
4,25 17,21 x 10° 56,60 x 10
20,75 15,26 x 10°° 15,06 x 10™
28,25 17,09 x 10° -6,55 x 10
44,75 11,15 x 10°° 7,91 x 10™
52,25 13,96 x 10° 15,98 x 10"
68,75 10,15 x 107 -0,273 x 10™
92,75 8,72 x 10 5,07 x 10
116,75 5,20 x 10°° -3,76 x 10
124,25 5,15 x 107 3,44 x 10™

Valores medios (n=3).
Concentracion de sustrato en el medio de reaccion: &cido linoleico 0,715 mM. Reaccién
llevada a cabo en oscuridad a 37 °C y empleando como medio de reacciéon tampén fosfato
sédico 50 mM a pH 6.
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La actividad enzimatica de la fraccion microsomal desciende progresivamente con el tiempo de
incubacion, por lo que la enzima esta presente durante la experiencia de co-oxidacién y en presencia
de su sustrato, pero el hidroperéxido que genera, por alguna razén, no hace diana en el carotenoide
presente en el medio, que en vez de degradarse por la presencia de este compuesto, se protege a
costa de algun otro compuesto que acompafie a la fracciébn sub-celular. En el caso de la fraccion
citosdlica, con mucha menor actividad de entrada, en 24 h pasa a tener actividad virtualmente 0, que
oscila con el tiempo entre valores positivos y negativos, debido a que solo se estd midiendo el ruido
de la reaccion.

La actividad LOX de las fracciones sub-celulares empleadas no se manifiesta en una co-
oxidacién de pigmentos carotenoides, probablemente por la presencia de compuestos con alta

capacidad antioxidante que amortiguan la capacidad oxidante generada.
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Conclusién

Del estudio de las cinéticas de degradacion de pigmentos carotenoides se concluye con que en
el metabolismo de los pigmentos influyen las caracteristicas intrinsecas de los mismos. Esto se
observa mas notoriamente en la comparacion entre luteina, una xantofila hidroxilada, y licopeno, un
hidrocarburo de estructura lineal, que son el pigmento de méas rdpida degradacion y el mas estable,
respectivamente. Por otro lado, la actividad lipoxigenasa y la co-oxidacion de pigmentos son procesos
relacionados pero independientes, que no tienen por qué darse de manera consecutiva, ya que se
pueden determinar hidroperéxidos formados por dicha actividad sin que a partir de estos se generen

productos de degradacién avanzada directamente responsables de la co-oxidacion de pigmentos.
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Primera. De los estudios de capacidad antioxidante sobre digestatos de matrices vegetales
ricas en carotenoides, se concluye con que la capacidad antioxidante no solo depende de la
presencia de los pigmentos, sino que existen otros componentes del digestato que modulan la
concentracién de hidroperdxidos. A la visibn quimica de los estudios de capacidad antioxidante
realizados debe sumarse el aspecto fisioldgico, dando importancia a la matriz que contiene a los
supuestos compuestos antioxidantes, a los procesos fisiolégicos que estos atraviesan antes de poder
ser absorbidos por el organismo, y a otra serie de factores que modulan la capacidad antioxidante de

los carotenoides.

Segunda. En cuanto al transporte y la absorcion de los hidroperéxidos, el modelo de estudio
utilizado permite determinar que sdélo aquellos factores que inciden en la concentracion de GSH
tisular son los que afectan significativamente a la asimilacién y el metabolismo de hidtroperéxidos,
como es el caso de la quercetina, que produce un efecto positivo en la sintesis de GSH contribuyendo
asi a una mayor eficiencia en el control de los hidroperéxidos del lumen. Sin embargo, en contra del
modelo experimental usado esta lo estacionario del mismo ya que, en una situacion real, los
hidroperoxidos asimilados y transportados hacia la linfa son movilizados hacia el higado mientras que
en el modelo de celdas Ussing los hidroperoxidos se acumulan en la zona basolateral pudiendo esto
disminuir la eficiencia del transporte. Aunque el modelo experimental ex vivo que utiliza celdas tipo
Ussing permite medir el transporte de ciertos componentes a través del epitelio intestinal, los
resultados obtenidos solo suponen aproximaciones a la situacion real en que un tejido forma parte de

un organismo Vvivo.

Tercera. En lo referente a la cantidad de hidroperéxidos formados durante la actividad
lipoxigenasa, destaca la correlacion entre la medida espectrofotométrica y la estimaciéon por HPLC.
Con el andlisis cromatografico se verifica ademas la existencia de la hidroperoxidacion espontanea.
Sin embargo, la determinacién espectrofotométrica es una técnica cuya aplicacion es mas rapida que

la deteccion cromatografica.
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Cuarta. La actividad lipoxigenasa, que queda patente mediante el analisis espectrofotométrico,
cromatografico y a través de la co-oxidaciéon de pigmentos, puede ser paralizada con la utilizacion de
agentes quimicos que, ademas, consiguen la estabilizacion de los hidroperéxidos formados durante la
reaccion y los debidos a la hidroperoxidacion espontanea. El agente utilizado como paralizador la de
actividad lipoxigenasa y estabilizador de los hidroperéxidos formados es una disolucién de hidréxido

potéasico en metanol al 20% (p/v).

Quinta. La determinacion de la actividad lipoxigenasa en el epitelio intestinal puede justificar la
implicacion de enzimas tipo lipoxigenasa en los procesos de estrés oxidativo en la mucosa intestinal.
Que la actividad lipoxigenasa sea mayor en la fraccion microsomal que en la citosélica ratifica el

hecho de que la actividad enzimatica depende del anclaje de la enzima a la membrana.

Sexta. Las cinéticas de degradacion de licopeno, B-caroteno y luteina (de mas a menos
estable) muestran que en el metabolismo de los pigmentos influyen las caracteristicas intrinsecas de
los mismos. Por ejemplo, que la luteina sea el pigmento de mas rapida degradacion puede deberse a
que es una xantofila con dos grupos hidroxilos, mientras que el compuesto mas estable es el licopeno
que es un caroteno de estructura lineal con dobles enlaces conjugados, lo que promueve la existencia

de electrones deslocalizados, confiriendo mayor estabilidad frente a la degradacion.

Séptima. La actividad lipoxigenasa y la co-oxidacion de pigmentos son procesos relacionados
pero independientes. Estos dos procesos no tienen por qué darse de manera consecutiva, ya que se
pueden determinar hidroperéxidos formados por dicha actividad sin que a partir de estos se generen
productos de degradacién avanzada directamente responsables de la co-oxidacién de pigmentos.
Ademas, las fracciones sub-celulares usadas no son extractos purificados y se obtienen a partir de
epitelio intestinal sano, lo que hace pensar que hay un equilibrio oxidante-antioxidante establecido v,

por tanto, la actividad lipoxigenasa esta controlada.
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