PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS PRODUCTOS
DE LA REACCION DE MAILLARD Y SU INFLUENCIA
EN LA ABSORCION DE HIERRO Y COBRE. RELACION
CON LA CAPACIDAD QUELANTE DE METALES






PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LOS
PRODUCTOS DE LA REACCION DE
MAILLARD Y SU INFLUENCIA EN LA
ABSORCION DE HIERRO Y COBRE.
RELACION CON LA CAPACIDAD
QUELANTE DE METALES

TESIS DOCTORAL

Departamento de Fisiologia Unidad de Nutricién Animal
Facultad de Farmacia Estacion Experimental del Zaidin
Universidad de Granada CSIC, Granada
BEATRIZ RUIZ ROCA

Granada, 2009



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: Beatriz Ruiz Roca

D.L.: GR. 1775-2009

ISBN: 978-84-692-1435-0






Los trabajos de investigacion que constituyen la Memoria de Tesis Doctoral
“Propiedades antioxidantes de los productos de la reaccion de Maillard y su
influencia en la absorcién de hierro y cobre. Relacion con la capacidad quelante
de metales”, han sido realizados bajo nuestra direccion por la Licenciada Beatriz
Ruiz Roca, en las instalaciones de la Unidad de Nutricion Animal de la Estacion
Experimental del Zaidin (CSIC), de Granada, para aspirar al grado de Doctora en

Farmacia. Esta Memoria refleja fielmente los resultados obtenidos.

Dra. Isabel Seiquer Gbmez-Pavon Dra. M*® del Pilar Navarro Martos

Granada, 2009



Esta Memoria de Tesis Doctoral se ha llevado a cabo gracias a una beca
predoctoral I3P, concedida por el Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC) y forma parte del proyecto de investigacion:

“Capacidad quelante de los productos de la reaccion de Maillard: efectos

sobre la actividad antioxidante y la absorcion y metabolismo de hierro y cobre”

(AGL2003-06327)

Bajo la direccién de:

Isabel Seiquer Gomez-Pavon y M? del Pilar Navarro Martos

Licenciada Beatriz Ruiz Roca

Granada, 2009



Parte de los resultados expuestos en la presente Memoria de Tesis Doctoral
han sido presentados y publicados en:
Congresos:

e COST ACTION 927- IMARS JOINT WORKSHOP. “Thermally
processed foods: possible health implications™.

“In vitro antioxidant activity of diets rich in Maillard Reaction
Products”.
Napoles (Italia), 24-27 de Mayo de 2006

e COST ACTION 927- IMARS JOINT WORKSHOP. “Thermally
processed foods: possible health implications™.

“Studies on the antiradical activity and iron chelating power of
glucose-lysine Maillard Reaction Products”.
Napoles (Italia), 24-27 de Mayo de 2006

e “X Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricion (SEN) y ler Simposio
de la Fundacion Espafiola de la Nutricion (FEN)”: “Malnutricion en los
paises industrializados, un reto para el siglo XXI”

“Estudio de las propiedades antioxidantes de mezclas calentadas de
glucosa-lisina”. Nutriciéon Hospitalaria, 2008. Vol. 1 (2); S125.
Segovia (Espana), 21-24 de noviembre de 2007.

e “X Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricion (SEN) y ler Simposio
de la Fundacion Espafiola de la Nutricion (FEN)”: “Malnutricion en los
paises industrializados, un reto para el siglo XXI”

“Modificaciones de la absorcion de cobre en presencia de productos
de la reaccion de Maillard: estudios en células Caco-2”. Nutricion
Hospitalaria, 2008. Vol. 1 (2); S125.

Segovia (Espana), 21-24 de noviembre de 2007.



Publicaciones:

“The antioxidant effect of a diet rich in Maillard reaction products is
attenuated after consumption by healthy male adolescents. In vitro and in
vivo comparative study”. Seiquer I, Ruiz-Roca B, Mesias M, Galdo G,
Muioz-Hoyos A., Ochoa JJ, Navarro MP. J. Sci. Food Agric. 2008 May;
88 (7): 1245-1252.

“Antioxidant properties and metal chelating activity of glucose-lysine
heated mixtures: relationships with mineral absorption across Caco-2 cell
monolayers”. Ruiz-Roca B, Navarro MP, Seiquer I. J. Agric. Food Chem.
2008 Oct 8; 56 (19): 9056-9063.



A mis padres

A mi hermana






La diferencia entre pasado, presente y futuro es s6lo

una ilusion persistente

A. Einstein

Estando siempre dispuestos a ser felices, es

inevitable no serlo alguna vez

B. Pascal






AGRADECIMIENTOS







Agradecimientos

Me parece mentira que hayan pasado cuatro afos. Al principio parecian
muchos y ahora noto que han pasado muy rapido, quiza demasiado. Dicen que
puede ser porque el balance ha sido positivo y porque los buenos momentos
siempre pasan sin que te des cuenta... Sin duda, ese es mi caso y ha ocurrido
gracias a todos los que, durante este tiempo, han estado a mi lado ayudandome y

trabajando conmigo.

En primer lugar, quiero agradecérselo a mis directoras Isabel y Pilar, por
darme la oportunidad de realizar esta Tesis, por la confianza que depositaron en
mi desde el primer dia que llegué al Departamento, por su paciencia, por los
consejos “cientificos” y por los “empiricos”... Por su amistad y su carifio, miles

de gracias.

A Paloma Cabo, por orientarme dentro de este campo y ponerme en contacto

con el mundo de la ciencia.

Al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas por concederme la beca
que me ha permitido llevar a cabo este trabajo, a la Estacion Experimental del
Zaidin y sobre todo al Departamento de Nutricion Animal que ha puesto a mi

alcance todos los medios necesarios para conseguir este objetivo.

A mis padres y a mi hermana, por su constante apoyo en los momentos mas
dificiles, por sus consejos...simplemente, por estar a mi lado siempre, por estar
ahi. A Juande por resolver mis interminables dudas informaticas y por estar

siempre dispuesto a echar una mano en todo.



Agradecimientos

Sin duda, y esperando no olvidar a nadie, debo darle las gracias a todo el
personal del Departamento de Nutricion Animal por ayudarme en cualquier

momento que lo he necesitado, y en especial:

A mis compis de minerales: Marta, Luisa y Ginesa, por su acogida durante los

: o S : .
primeros meses, y, como no, por el “mejor imposible” ambiente de trabajo; a
Cristina, “mi traductora e interpréte personal”; gracias por tus consejos y, sobre
todo, por tu apoyo y por los momentos de risas tan necesarios durante la escritura
de esta Tesis; a Ana Haro por ser una amiga con la que se puede contar y confiar

en todo momento.

A los veteranos de la sala de becarios: Gloria, Eva, Rosa G., Jose Ramon,
Carlos, Julia y Gonzalo por su apoyo durante el comienzo que siempre resulta
dificil; y a los mas jovencitos: Tamara, Rosa y Manolo a los que espero seguir

conociendo.

A Arancha, Ana y Mari Luz, amigas de verdad desde el principio y para
siempre. A Alicia y Eva, mis compis de marcha nocturna; a Lucrecia, Jose y
Virginia por trabajar siempre con una sonrisa, a Fran por ser tan original y a Julio

por serlo aun mas.

A Roberto, por la cerveza, las tapitas y el rioja (siempre en ese orden, por
supuesto) y como no podria ser menos, por las largas y divertidas conversaciones
durante “la menta poleo-time” en las que, como no, debo incluir a Alberto (y a

Patroclo...).

A Alejandro, por su inmensa paciencia y su ayuda para escribir esta Tesis y,

sobre todo, por sus consejos y sus &nimos.



Agradecimientos

A Luis Lara, por su ayuda tan estadisticamente significativa.

A Raquel, Encarnita y M* Angeles por los ratillos de charla y de risas.

A todos los que han pasado por el Departamento y me han dedicado aunque

sea un minuto de su tiempo ha hacerme sonreir... Gracias por todo.






INDICE GENERAL







indice General

INTRODUCCION Y OBJETIVOS....ouuuimennscnnscnsnscasassssassassssassssesses 3
REVISION BIBLIOGRAGICA .....uucuiuennsinscnscssssnssensscsssssssssssosseses 9
1. REACCION DE MAILLARD ...uccvuiisesseeseesecsessassuesasssessessessessessassassassassasssssssssesssssassasasses 9
1.1. Descripcion y aspectos GENETalES........cevuiierieeeriieeiiieecieeeieeeireeeeveeenreeenaee e 9
1.2. Factores que afectan a la reaccion de Maillard .............ccoooeeeviiiniiiinninen. 15
1.2.1. Naturaleza y estructura quimica de los reactantes.............ccoceevuervenuenne. 15

1.2.2. Contenido en humedad y estado fisico-quimico del sistema.................. 18

12,3, PH e ettt 19

1.2.4. Temperatura y tiempo de calentamiento ...........ccceeveeerieenieenieenieenieene. 20

1.2.5. Presion hidroStAtiCa .........ooeevirierierieniieieeieseeeeeeee e 22

1.2.6. Presencia de minerales...........coeceereerierieniieienienieeieseeie e 23

1.3. Absorcion y metabolismo de los productos de la reaccion de Maillard............ 24
1.4. Consecuencias y efectos de los productos de la reaccion de Maillard.............. 27
1.4.1. Modificacion de las caracteristicas organolépticas del alimento............ 27

1.4.2. ASPECLOS NULTTEIVOS .uuvveeiireeeiiieeiiieeriteeesiteeeireeenreeeareesseeesnseeesnseesnnseens 30

a. Efectos sobre la ingesta y €] PeSO ....cccuveeeciiieiiiieiiieeeie e 30

b. Efectos sobre las proteinas y aminodcidos .........ccceveeeeeenieriieenieenieennen. 31

c. Efectos sobre los carbohidratos............ceceveevirienienieieniencceceneee, 33

d. Efectos sobre las vitaminas ..........cccceeveevienieniniienieeeeeee e 34

e. Efectos sobre 10s minerales ...........ccoceeieiiiiiiiniiiiieneeeeeeeeeen 35

1.4.3. Capacidad quelante de metales de los productos de la reaccion de
MATIATA ... 35

1.4.4. Aspectos fiSIOPatOlOZICOS ...eevvrieriiieeiieeriieeiee ettt eaee e 41

a. Efectos sobre 10S MiCroorganismos .........ccceeeveeerveeerveeerveessveeeeeeeesnnns 42

b. Efectos mutagénicos, antimutagénicos y cancerigenos..........ccceeeuvennee. 42

c. Efectos alérgicos y antialerg€nicos..........cocueeveerieeniienieenienieesieeeeee 44

d. Reaccion de Maillard IN VIVO ........coveieienienieninicceeeeeee e 45

e. Actividad antioXidante.............ccoeoeerieiiiniienieiene e 46



indice General

2. ESTRES OXIDATIVO cuecvueerecsecsensunsassacssessessessessessassassassssssssssssassassassassassssssssssssssassass 47
2.1, Generalidades ........coeuiiiiiiiiieee e e 47
2.1.1. Radicales IIDIes.......cceeeiiieiiiiiieie e 48

a. Fuentes de produccion celular o endogena de radicales libres............... 51

b. Fuentes de produccion exdgena de radicales libres..........cccecvveveennnennnen. 54

2.2. Papel de los metales (hierro y cobre) en el estrés oxidativo ........cccceeeeveeennnenn. 55

2.3. Efectos de los radicales libres y de las especies reactivas sobre los sistemas

DIOLOZICOS ..ttt ettt e ettt e et eesaeebeeeabe e s enne 59
2.4. Prevencion y reparacion del dafio oxidativo: ANTIOXIDANTES................... 66
2.4.1. MecaniSmoS ENZIMAICOS .....cc.uerueeruierrieeniieetieeteenieesreesieeeteeseeeeeesaeeans 66
2.4.2. Mecanismos N0 €NZIMALICOS ........eerureerueeruieetieneeenteesteenieeeteeseeeeeesaeeens 72

3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION DE MAILLARD

(PRIM) couuiiiiiinecnicnnsuecsisnsssecssesssssncsssssssssessssssssssessssssesssessssssssssssssessassssssasssssssssns 81
3.1. Estudios de la actividad antioxidante de los PRM de sistemas modelo............ 81
3.2. Estudios de la actividad antioxidante de los PRM de alimentos....................... 85
3.3. Estudios de la actividad antioxidante de 1o0s PRM INVIVO ..........cccccveeveennennenne. 88

4. HIERRO.uuiisiereeruessuessnsssessaessasssessassssssssssssssasssassasssssssssssessasssassasssssssssssessassssssasssassane 91
4.1. ASPECLOS ZENETALES ...cuvviieiiieeiiieeiie ettt et 91
4.2. Absorcion, transporte y eliminacion ...........ccccueeeeveeerieeesieeerieeeiieesieeesneeeennns 93
4.2.1. ADSOICION ...ueiiiiiiiieiieeeiie ettt et e et e e e tae e e aae e s aee e e aaeeesareeessreeennns 94

4.2.2. TTANSPOTLC ....eeeiiiieeiieeeiie e ettt e eteeesteeesteeesibeeeeaeesebeesnteesaeeesabeeesaseeenanes 96

4.2.3. ElMINACION....cc.tiitiiiiiiieiieteeie sttt ettt ettt ettt eee st e seeenee 98

4.3. Factores que afectan la absorcion de hierro ...........ccccveeeviieeciiiecieeeie e, 98
4.3.1. Factores fiISI0lOZICOS ....ccuuiriiiiiieiieiie ettt 98

4.3.2. Factores alimentarios. ........ceecuereeruerienieenienienieeie ettt 99

5. COBRE uoueeeeenennessesssensnessnnssessasssssssssssessassssssassssssssssassssssasssassssssssssassssssassssssssssassss 102
5.1, ASPECOS ENETAIES ....veieeiiieiiieeiie ettt et tee e e e s e e nreeenees 102
5.2. Absorcion, transporte y eliminacion ...........ccecveerueerieeriieniiieniie e 104
5.2.1. ADSOTCION ...ttt sttt ettt 104

I | ¢ 1 1] o103 4 £ TSR 106

5.2.3. ElMINACION. .....oiiiiiiiiiiiiiiieeiteee ettt s 107

il



indice General

5.3. Factores que afectan la absorcion de cobre..........ccoevveeeieriieniieniiciiecieeiee 107
5.3.1. Factores fiSI0lOZICOS .....ccvuiiiriieeciie ettt ettt 107

5.3.2. Factores alimentarios..........cccvueeeiureeeiuieeeiieeeieeeeieeeereeeereeeseveeeeeeeeeaenes 108
MATERIAL Y METODOS ..ooueeeeeeencseseresenesessssssesessssssssssssssssssssseses 115
1. DISENO EXPERIMENTAL uuueerseesssesssnsssnssssnsssssssassssasssansssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 115

2. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS OBJETO DE ESTUDIO. 116

2.1. Preparacion de 1as MUESIIAS .........cccvieruieeiieriieeiieeie ettt 116
2.2. Caracterizacion de 1as MUESIIAS ..........cceevierieriieiienieieee e 119
2.2.1. Descripcion del aspecto........ccceeeeiieeiiieiiieeeiie et 119
2.2.2. Determinacion del PeSO ........ccueeiueeriieriieniierie et 119
2.2.3. Determinacion del pH.........cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 120
2.2.4. Determinacion del porcentaje de lisina libre..........ccocceevveeiiienieenenen. 120

2.2.5. Desarrollo del pardeaminento y determinacion del rango de absorcion
€SPECLTOTOtOMELIICO ... vieeutieeeiiieeiieeeiee et e et e e eteeesreeeere e e eaeesaaeesnaee e 120

3. MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-

LISINA TN VITFO ..ottt bbbt 121
3.1. Capacidad para retardar la peroxidacion lipidica (TBARS) ........cccceevvennennne. 121
3.2. Actividad antiradical o neutralizadora de radicales libres (DPPH)................. 125

4. MEDIDA DE LA CAPACIDAD QUELANTE DE METALES DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA c.cutiiieruensuessnessensuessncssessaessnssssssasssasssessassssssssssassssssassssssssssssssassases 126
4.1. Determinacion de la capacidad quelante de hierro..........ccceecveevveeciieneeeneenen. 126
4.2. Determinacion de la capacidad quelante de cobre ..........cccveeecveeiiiieenieecnnnenn, 127

5. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA EN CULTIVOS CELULARES (Linea celular Caco-2) ..........c.... 129
5.1. Siembra y MantenimiNto. .......cccuveeeruieeeieieeeireeeitieeeireeeireesteeesaeeesaeeesnneeennnes 129
5.2. Ensayos de viabilidad celular.............coccuereoiieeiiieeiieeeeeeeee e 132
5.2.1. Me¢étodo de tincidon con azul tripan...........cceeeeeveeeriieiieniieeniieeieeiee e 132
5.2.2. M¢étodo de tincion Con rojO NEULTO ......eeveeeevierureeieeriieeieeniieereenieeeneeans 134
5.3. Ensayos de CitotoXicidad .........cocueervieriieiiierieeieeeie e 136

il



indice General

5.4. Induccion del dano 0XidatiVo .........eecuevierieriieienieeee e 136
5.5. Evaluacion del dafio 0Xidativo ........ccceeviiiiieiiieniiiieeeeeeee e 138
5.5.1. Determinacion de lipidos peroxidados (dienos conjugados)................ 139
5.5.2. Determinacion de la actividad enzimatica...........cccceeeveveevieriencenennene 140

a. Técnica de determinacion de la catalasa (CAT)....cccoevveeveeviieeieennnnne 140

b. Técnica de determinacion de la superoxido dismutasa (SOD)............. 141

c. Ténica de determinacion de la glutation peroxidasa (GPy) .................. 143

5.5.3. Determinacion cuantitativa de proteinas ...........cccceevveevieenieenieeniennean. 145

5.6. Evaluacién del papel protector de las mezclas de glucosa-lisina ante la

presencia de agentes ProoXidantes ..........ccccecveeereierieeeniieeenieeeriee e 146

6. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA EN LA
ABSORCION DE HIERRO Y COBRE .....coieeinnsnisuessessessessessessassasssssssssessesssssssasasses 147
6.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro y cobre ..........ccceevvvienieeieennnnne. 147
6.1.1. Integridad y confluencia de la monocapa............ccoeeveeirenieniienieennnnn. 148

6.1.2. Desarrollo de 10S €NSAYO0S ....ccuveeeeriieriieeiie ettt 149

6.2. Determinacion analitica de hierro y CODTE .........ocveviiiriieniiieiieiiceieceee 151
6.3. Precision y exactitud de 10s andliSis..........cccveeieeriieiiieniieniieieecieeee e 152

7. RESUMEN DE LAS DETERMINACIONES REALIZADAS ...ccueeuesueesnesncsanssaessassssssnenns 154
8. TRATAMIENTO ESTADISTICO .uccuiruiruisuesrececsunsunsensansanssessessessessassassssssessesesssssses 155
RESULTADOS ...tteeeiiiiiccnsnnssssssssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssne 159
1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS ..ccccecesuisuesressessessussessassassassssssessessesssssassans 160
1.1. Medida del pH y de la pérdida de peso de las mezclas de glucosa-lisina tras el

(o] (<3 11720101 (o211 (0 ORISR 160

1.2. Medida del COLOT....c.uiiiiiiiiiiieieeeeee e 161
1.3. Espectros de absorcion UV-Visible .........c.cccvveviiiiriieiiieniieiesieeieecie e 163
1.4. Porcentaje de 1iSina 1T .........ceovvieiiiieciieeeiieeee e e 165

2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITROuucccceessseessesssncsssncsssscsassssaenne 167
2.1. Determinacion del porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica......... 167

v



indice General

2.2. Determinacion del porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica en

presencia de compuestos con reconocida actividad antioxidante ................... 171

2.3. Determinacion de la actividad neutralizadora del DPPH................c.coonne. 172

. MEDIDA DE LA CAPACIDAD QUELANTE DE METALES (hierro y cobre) ............. 177
3.1. Determinacién de la capacidad quelante de hierro..........cccveveeeeiieniecieennnnne, 177
3.2. Determinacion de la capacidad quelante de cobre .........cccoeevveeeiieieiieenieee, 179

. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD PROTECTORA DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA FRENTE A UN DANO OXIDATIVO INDUCIDO EN CULTIVOS

CELULARES (Linea celular Caco0-2) .....cccccevvnricsssrnnniccsssnssccssssnssessssssssssssssssscssnnes 182

4.1. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
€N CEIUIAS CACO-2...cuiiiiiieiie et 182
4.2. Evaluacion de la actividad antioxidante de las mezclas de glucosa-lisina en
CEIULAS CACO-2 ..ttt sttt st 184
4.2.1. Efectos sobre la viabilidad celular..............cccooeeiinininiiniieeee, 184
a. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de
glucosa-1iSiNa ¥ hI€TTO ...cc.eeeiiiiiieiiiicee e 184

b. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de
ElUCOSA-11SINA ¥ CODTEC ...covviiiiiiiiieiieiie ettt 186

c. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno............cccceeeveeviieiiienieenieenees 188

4.2.2. Efectos sobre la peroxidacion lipidica.........ccceevieriiienieniienieeiieienne, 190
a. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de
ElUCOSA-IISING ....eeeiiiieeiie e e e 190

b. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de
€lucosa-11SINa ¥ hICTTO ...ocuvieiiiiiieiiiciiee e 192

c. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de
glucoSa-1iSINA Y CODIC ....cocuviieiiiieiiiecie et 194

d. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y per6xido de hidrogeno............cccceeevveviieniienieeniienenes 196

4.2.3. Efectos sobre la actividad enzimatica (catalasa, superdxido dismutasa y

lutation PETOXIAASA) ....cccvvvririiieiiieeeiieecieeesteeesteeeeeeeetreeereeesbeeesereeenes 198



indice General

a. Ensayos sobre la actividad CATALASA .....cccooviiiiieiieeeeeeeee 198
a.l. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
ElUCOSA-TISINA ...ttt 198

a.2. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-1iSina ¥ hierro .......coovieviiriiiiieeieceeccce e 200

a.3. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
gluco8a-11SINA ¥ CODTE ...coueiiiiiiiiieiieiie e 202

a.4. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno............cccceeevvveeveecieennneennen. 204

b. Ensayos sobre la actividad SUPEROXIDO DISMUTASA.................. 206
b.1. Ensayos sobre la actividad superdxido dismutasa en presencia de
las mezclas de glucosa-1isina..........cccceevevveniieciieniiiciieeiceceeeee, 206

b.2. Ensayos sobre la actividad superoxido dismutasa en presencia de
las mezclas de glucosa-lisina y hierro ..........cccceeveveeiieniieieennennen. 208

b.3. Ensayos sobre la actividad superdxido dismutasa en presencia de
las mezclas de glucosa-lisina y cobre.........cccceeveeriiienieniieenienae, 210

b.4. Ensayos sobre la actividad superdxido dismutasa en presencia de
las mezclas de glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno.................. 212

c. Ensayos sobre la actividad GLUTATION PEROXIDASA ................. 214
c.1. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-1iSina .........cceeveeeiieniieiiienicceee e 214

c.2. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y hi€rro.......ccccecvveeviieeiiieccieeeieeeieee 216

c.3. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-1isina y CoObIe .........covvviienieeiienieeiieeieeiee, 218

c.4. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y peréxido de hidrogeno....................... 220

5. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA SOBRE LA

DISPONIBILIDAD IN VITRO DE HIERRO Y COBRE (Linea celular Caco-2)........... 222
5.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro ..........ccceeevveeiieriieiciieniiecieeiene, 222
5.2. Ensayos de captacion y transporte de CODIE........uevvuiieriiieriieeniieeeiee e 224

vi



indice General

5.3. Medida de la absorbancia de las muestras tras los ensayos de captacion y

18111 010 ) 1 USRS 226
DISCUSION...cucumnremrennrensesssssnsscnssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssassssssasssssass 235
1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS «.cccueruissesscssessecsecsessessassassasssesssessesessassass 235

1.1. Eleccién de los reactantes y condiciones de la reaccion ..........ccccceeveeeniiennnenne 235
1.2. Determinacion del PESO .......ccuieriieeiiirieeiieeie ettt 239
1.3. Determinacion del PH .........oocuiiiiiiiiiiiiicce e 240
1.4. Determinacion de 1a 1isina lbre...........cooooeiiiiiiiiiiiiiceeeeeee 242
1.5. Determinacion de la absorbancia ...........c..cecveeeeieeeciieecieeceeeee e 245
2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO .ucevveecsuersnccseecsnecsaesssnnenee 249
2.1. Determinacion de la reduccion de la peroxidacion lipidica..........ccccveeeveennnenn. 250
2.2. Determinacion de la actividad neutralizadora del DPPH...............c..ccooeie. 259
3. CAPACIDAD QUELANTE DE HIERRO Y COBRE....ccccoovvuneecsssrnsresssssssscssssssssssssssssacs 266
4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA EN CULTIVOS CELULARES.....cccuerueruenesnsnssassnesassssssssassssssassnes 276
4.1. Ensayos de viabilidad celular............ccceeviiieiiiieiiieceeeeeeeeee e, 277
4.1.1. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina ........ 277

4.1.2. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
adicionadas de hierro 0 CODIE........uevieiiriinieieeceeeeeeeee e 279
4.1.3. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
adicionadas de perdxido de hidrogeno.........coceeveeiiiiiiiniiiiiienieeieee 281

4.2. Efectos sobre la peroxidacion lipidica..........ccceeeevievieniienieeiieieciieeeeeeee, 284
4.2.1. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas
de glucoSa-11SINA......cccuiieiiieecieecee e e 284
4.2.2. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas
de glucosa-lisina adicionadas de hierro o cobre..........ccceecveerieriiennennnn. 287
4.2.3. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas
de glucosa-lisina adicionadas de peréxido de hidrégeno......................... 290

4.3, Efectos sobre la actividad €NZIMAtICA ......eeeeeeeeeeeeeeee e 294

Vil



indice General

4.3.1. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad catalasa,
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa .........cccceecveeerveeeeieescneeennne. 295
4.3.2. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad catalasa,

superoxido dismutasa y glutation peroxidasa en presencia de hierro o

4.3.3. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad catalasa,

superoxido dismutasa y glutation peroxidasa en presencia de peroxido de

RIATOZENO. ...t et 305

5. INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA EN LA ABSORCION DE
HIERRO Y COBRE ...cceeeueeecccceceereesnsesecccccssssssssssssscssssssssssssssssssessssssssssssssssasssssssssses 310
5.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro y cobre ..........occeevveeenienieeninnnne. 310
I8 B T & 5135 (o T 312

I IV e o) (S 317
RESUMEN Y CONCLUSIONES .....oottuceerteeceseecccssecssssessosssssssssssosssssosse 325
BIBLIOGRAFTA ...aeoeieeeeeeeeeeeeeeenessnesssssssssssssssssssssssssssasasasasssssssssssssssens 331

viii



indice General

X






LISTADO DE ABREVIATURAS







Listado de Abreviaturas

4-HNE: 4- hidroxinonenal

AA: actividad antiradical

AOX: actividad antioxidante

Abs: absorbancia

AAPH: 2,2’-azobis-(2-aminopropano)dihidroclorhidrico

ABTS: 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazol-6-sulfonico)

ACG: acido clorogénico

ADN: 4cido desoxiribonucleico

ADP: adenosin difosfato

AGE: advanced glication end products (productos finales avanzados de la
glicacion)

AQ: actividad quelante

ARN: 4cido ribonucleico

ATP: adenosin trifosfato

BHA: butilhidroxianisol

BHT: butilhidroxitolueno

CAT: catalasa

CML: carboximetil-lisina

DBM: dibenzoilmetano

DCYTB: duodenal cytochrome b (citocromo duodenal b).

DMEM: Dubelcco’s modified minimal essentials medium (medio de
cultivo Dubelcco)

DMT-1: divalent metal trasporter 1 (transportador divalente de metales)
DPPH: 1,1-difenil-2-picril-hidracilo

EAA: espectrofotometria de absorcion atdmica

ECACC: coleccion Europea de cultivos celulares

EDTA: acido etilendiaminotetracético

xiil



Listado de Abreviaturas

Xiv

ER: especie reactiva /especies reactivas

ERO: especie reactiva del oxigeno/ especies reactivas del oxigeno

FL: fructosil-lisina

G-L: glucosa-lisina

GP: galato de propilo.

GP;: glutation peroxidasa

GR: glutation reductasa

GSH: glutation reducido

GSSG: glutation oxidado

GST: glutation-S-transferasa

HBSS: Hank’s balanced salt soluction

hCTR1/CTR-1: human copper transporter 1 (transportador humano de
cobre)

HDL.: lipoproteinas de alta densidad

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HMF o 5-HMF: hidroximetilfurfural

HPLC: High performance liquid chromatography (Cromatografia liquida
de alta eficacia)

[FN-y: interferon y

IL-12: interleucina 12

IMAC: Immobilized metal ion affinity chromatography (cromatografia de
1ones metalicos inmovilizados)

LDL.: lipoproteinas de baja densidad

LH: 4cido linoleico

LOOH: hidroperéxido lipidico

MT: melatonina

MDA: malondialdehido

NAD'/NADH: nicotinamida adenin dinucleétido oxidado/reducido



Listado de Abreviaturas

NADPH: nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato

NOS: 6xido nitrico sintasa

NTA: nitrilotriacetato

ORAC: oxigen radical absorbance capacity

PBS: phosphate buffer solution (tampo6n fosfato)

PRM: productos de la reaccion de Maillard

PUFAs: 4cidos grasos poliinsaturados

RAGE: advanced glication end products receptors (receptores de los
productos finales avanzados de la glicacion)

RL: radical libre/radicales libres

RM: reaccion de Maillard

RPL: reduccidén de la peroxidacion lipidica

SH: sulfidrilo

SOD: superoxido dismutasa

STEAP: six-transmembrane epithelial antigen of the prostate
TBA: 4cido tiobarbitlrico

TBARS: sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico
t-BOOH: terbutilhidroperoxido

TEER: resistencia eléctrica transepitelial

TF: transferrina

TGN: trans Golgi network

TOPO: trioctilfosfina 6xido

UV: ultravioleta

XV






INTRODUCCION Y OBJETIVOS







Introduccidén y Obijetivos

Existen multitud de tratamientos culinarios domésticos e industriales que se
emplean en el procesado de los alimentos con la finalidad de hacerlos
comestibles y agradables al consumidor. Entre ellos destaca el tratamiento
térmico (horneado, tostado, fritura, etc.) durante el cual se originan diversas
reacciones que dan lugar a una serie de compuestos que confieren a los alimentos
una adecuada textura, aromas y sabores agradables, destruyen microorganismos y
factores antinutritivos y que, en definitiva, los convierten en comestibles y
apetecibles.

Entre estas reacciones una de las mas frecuentes es la reaccion de Maillard,
que se origina, tipicamente, en alimentos que forman parte de nuestra dieta
habitual ricos en proteinas y azlcares reductores, tanto durante su procesado
como durante su conservacion y almacenamiento. Como consecuencia, se forman
los denominados productos de la reaccion de Maillard (PRM) o de pardeamiento
no enzimatico que, en la mayoria de los casos, proporcionan caracteristicas
organolépticas deseadas y buscadas, pero que, ademads, tienen repercusiones
nutricionales que, en algunos casos, pueden ser positivas, y en otros negativas.
La presencia en la dieta de este tipo de productos ha sufrido un aumento
importante en los Ultimos afios en los paises desarrollados debido a las
modificaciones en los hébitos alimentarios, que muestran un aumento en el
consumo de precocinados, comidas rapidas o fast foods, snacks, etc., alimentos
todos ellos ricos en PRM. Por estos motivos estos compuestos son, actualmente,
objeto de estudio de numerosos investigadores y existe una creciente necesidad
de conocer sus efectos en profundidad.

Uno de los aspectos positivos mas novedosos de los productos de la reaccion
de Maillard es la actividad antioxidante. Es conocido que el estrés oxidativo,
caracterizado por una sobreproduccion de radicales libres o una disminucion de
las defensas antioxidantes, estd implicado en multitud de patologias, tales como
enfermedades cardiovasculares, diabetes, Alzheimer, cancer, y en procesos como

el envejecimiento, por lo que la busqueda de compuestos con propiedades
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antioxidantes es hoy dia un reto para mejorar la salud y el bienestar de la
poblacion. El hecho de que los PRM se generen de manera natural en los
alimentos, podria convertirlos en antioxidantes de eleccion que incluso
sustituirian a los compuestos antioxidantes sintéticos que se utilizan normalmente
y cuya inocuidad, hoy dia, aun es discutida. Los mecanismos de accion por los
que actuan de esta forma todavia son desconocidos pero, el hecho de que se
comporten como polimeros anidénicos capaces de quelar metales como el hierro y
el cobre, implicados en reacciones de oxidacion en las que se generan multitud
de radicales libres y especies reactivas muy nocivos para la célula, podria estar
implicado. Se han propuesto, ademds, otras vias de actuacion como la
neutralizacion de radicales libres o la modulacion de la actividad de ciertas
enzimas antioxidantes implicadas en procesos de detoxificacion.

Sin embargo, el hecho de que los PRM sean capaces de atrapar metales,
implicados en procesos de oxidacion, aumentando, asi, la proteccion frente al
dafio oxidativo, podria suponer la aparicion de ciertas modificaciones sobre la
absorcion mineral, alterandose la biodisponibilidad y el metabolismo de ciertos

nutrientes minerales en el organismo.

Por todos los antecedentes descritos, el objetivo de esta Tesis fue evaluar in
vitro y ex vivo la capacidad antioxidante de compuestos de la reaccion de
Maillard procedentes de un sistema modelo aminoécido-azicar y estudiar
ademas, si €sta capacidad estaba relacionada con su habilidad quelante de hierro
y cobre y si afectaba de algin modo la captacion y el transporte intestinal de

dichos minerales.



Introduccidén y Obijetivos







REVISION BIBLIOGRAFICA







Revision Bibliografica

1. REACCION DE MAILLARD
1.1. Descripcion y aspectos generales

La reaccion de Maillard, también conocida como de pardeamiento no
enzimatico, es una de las reacciones que se dan con mas frecuencia durante el
procesado de los alimentos, principalmente en el calentamiento pero también
durante el almacenamiento a temperatura ambiente o incluso, aunque de forma
mucho més moderada, a bajas temperaturas (Mlotkiewicz, 1998; Somoza, 2005).

Se origina entre el grupo amino de un aminoacido, péptido o proteina y el
grupo carbonilo de un azucar reductor o un lipido oxidado que sufren una serie
de complejas reacciones quimicas, originando los denominados productos de la
reaccion de Maillard (PRM) (Baxter, 1995; Ho, 1996), compuestos presentes en
la mayoria de los alimentos que se consumen diariamente en la dieta habitual
(Koschinsky y col., 1997).

Ya en 1908 fue descrita por Ling y Malting (1908), quienes estudiaron la
aparicion y formacion de color en el proceso de fermentacion de la cerveza, pero
sin percatarse que durante el mismo se producia pérdida de agua, se formaba
anhidrido carbonico y que el nitrogeno estaba presente en los productos de la
reaccion.

Fue Louis-Camille Maillard quién en 1912 publicé un articulo sobre lo que ¢l
denominaba pigmentos melanoides que se formaban como resultado de la
reaccion entre la glucosa y el aminoacido glicina, observando ademas que uno de
los productos finales era el anhidrido carbonico (Maillard, 1912a, 1912b). La
importancia de sus investigaciones fue postular que estas reacciones se producian
tanto en el procesado de los alimentos como a nivel biolégico. Posteriormente, se
describieron las primeras etapas de la reaccion, visualizdndose la formacion de
una serie de productos intermedios denominados “compuestos de Amadori” en
honor al quimico italiano Mario Amadori que determiné el proceso que lleva su

nombre (Amadori, 1925).
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En el organismo, la reaccién de Maillard es muy parecida a la que ocurre en
el procesado de los alimentos, pero transcurre mas lentamente y generalmente se
relaciona con ciertas patologias como la diabetes y procesos de envejecimiento.
El estudio de la formacion de productos de la reaccion de Mailard in vivo es de
actual interés. Es conocido que la generacion de enlaces cruzados entre proteinas
como el colageno y carbohidratos origina una serie de PRM que al generarse en
el organismo son denominados productos avanzados de la glicacion (AGE, del
inglés advanced glycation end products), y pueden contribuir a la degeneracion
de los tejidos (Baynes y Monnier, 1989). Muchos de estos productos pueden ser
reconocidos por las defensas del organismo, siendo eliminados por los
macrofagos (Vlassara y col., 1989) o degradados por las enzimas (Thornalley,
1998).

La gran complejidad quimica que entrafia esta reaccion (Finot y col., 1990),
asi como la frecuencia con la que se produce en los alimentos, ha suscitado un
enorme interés (Labuza y col., 1994; O’Brien y col., 1998). Esta reaccion es
especialmente importante para la industria alimentaria, ya que se da
frecuentemente en los alimentos durante procesos como el horneado, tostado,
fritura, etc., confiriéndoles nuevos colores, olores, sabores y texturas agradables
para el consumidor (Rizzi, 1994), aunque también pueden originarse sustancias
aromaticas y compuestos pardos indeseados (Baltes, 1982). Ademas la reaccion
de Maillard puede disminuir el valor nutritivo de los alimentos, principalmente al
afectar la calidad de las proteinas, debido a la destruccion de aminodcidos o
disminucidn de su disponibilidad (Catrillon y col., 1996), y la de otros nutrientes
(Finot, 1993). Sin embargo, las consecuencias nutritivas de la reaccion no estan
estandarizadas debido a que varian en funcion de una serie de pardmetros como
la estructura quimica de los reactantes, sus concentraciones, la temperatura, el
pH, la presion, el tiempo y la actividad de agua (Friedman, 1996; Wijewickreme

y Kitts, 1997; Naranjo y col., 1998).
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La reaccion de Maillard puede dividirse en tres etapas (Mauron, 1981)

(Fig.1):

Etapa temprana: esta etapa corresponde a una serie de reacciones
quimicas, conocidas y caracterizadas, en las que aun no se produce
pardeamiento. Comienza con la condensacién entre el grupo carbonilo del
azucar reductor o un lipido oxidado y el grupo amino de un aminoécido,
péptido o proteina, originando la base de Schiff, que sufre una
reorganizacion llamada de Amadori. Esto origina ya una pérdida de valor
nutritivo, porque el grupo amino queda bloqueado y no es disponible. El
producto que se obtiene se llama compuesto de Amadori (N-sustituido-1-
amino-1-deoxi-2-cetosa) (Hodge, 1953; Yaylayan, 1997), y se ha
detectado en alimentos calentados, liofilizados y almacenados.
Etapa avanzada: en condiciones de temperatura mas extremas se forman
gran cantidad de compuestos que son los responsables de los olores que
desprenden los alimentos cocinados. En esta etapa se produce la
fragmentacion de los azucares y la degradacion de los aminodcidos,
formandose compuestos coloreados y fluorescentes. El pH influye
decisivamente en el desarrollo de la reaccion, de manera que pueden
seguirse tres rutas diferentes a partir del compuesto de Amadori:

v Pérdida de moléculas de carbono por escision que da lugar a la
formacion de compuestos que pueden contener nitrogeno y reaccionar
con otros productos intermedios de la reaccion, responsables de los
aromas caracteristicos.

v" Deshidratacion media dando reductonas y dihidrorreductonas que
pueden reaccionar con aminoacidos que sufren la denominada
degradacion de Strecker dando lugar a piracinas y aldehidos
componentes del olor y sabor de los alimentos cocinados (Cremer y
Eichner, 2000). El compuesto de Amadori puede degradarse mediante

reacciones de enolizacion, dando compuestos como las 1- o 3-

11
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deoxisonas (Namiki, 1988) y deoxihexosulosas como la 1-deoxi-2,3-
hexosulosa y la 3-deoxi-2-hexosulosa (procedentes de una hexosa) que
pueden fragmentarse al sufrir reacciones de condensacion via
retroaldol o PB-eliminacion dando compuestos a-dicarbonilicos y a-
hidroxicarbonilicos bastante reactivos como el gliceraldehido,
metilglioxal o hidroxiacetona que son considerados precursores de los
PRM (Weenen, 1998). En concreto la hidroxiacetona es un precursor
de la piracina mientras que el gliceraldehido y el metilglioxal son mas
propensos a participar en los mecanismos de pardeamiento (Weenen y
Tjan, 1994). La 3-deoxi-2-hexosulosa, el glioxal y metilglioxal son
considerados precursores responsables de la formacion de productos
avanzados de la glicacion (AGE) (Biemel y Lederer, 2003). Parece ser
que la formacion de estos compuestos carbonilicos esta modulada
mediante ciclos redox (Yaylayan, 2003).
v" Deshidratacion fuerte que produce furfural y derivados responsables
del aroma.
Etapa final: envuelve una serie de reacciones de condensacion,
originando oligdmeros y polimeros insolubles de elevado peso molecular.
Se trata de pigmentos pardos llamados melanoidinas, dificiles de aislar y
cuya estructura y caracterizacion todavia son objeto de estudio. Estas
macromoléculas pueden tener distinta estructura dependiendo de las
condiciones en las que haya tenido lugar la reaccion (Tressl y Rewicki,

1999; Andriot y col., 2004).
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Son muchos los autores que han intentado dilucidar la posible estructura de
las melanoidinas. Ya en 1981, Kato y Tsuchida propusieron como férmula
general la siguiente: Azlcar + aminoacido = 2-3 H,0O, mientras que Motai e
Ioune (1974) establecieron como férmula empirica general CgH;;NOg. Mas
recientemente se han propuesto tres posibles estructuras:

e Sustancias coloreadas de bajo peso molecular capaces de enlazar grupos
amino libres de lisina o arginina de las proteinas dando lugar a la
formacion de melanoidinas coloreadas de elevado peso molecular
(Hofman, 1998).

e Unidades de furanos y/o pirroles que a través de reacciones de
policondensacion dan lugar a la formacion de melanoidinas constituidas
por las unidades repetidas de los productos iniciales (Tressl y col., 1998).

e Melanoidinas cuya formacion se produce a partir de los productos de
degradacion de un azucar durante las primeras etapas de la reaccion, que
sufren una serie de polimerizaciones mediante reacciones de condensacion
alddlica y se unen o ligan mediante grupos amino (Cammerer y Kroh,

1995).

La formacion de productos pardos y, por tanto, el desarrollo del color, es una
de las consecuencias mas buscadas de la reaccion. Asi, se han llevado a cabo
algunos estudios relacionados con la formacion de productos coloreados con
propiedades fluorescentes (Morales y col., 1996), que pueden ser los precursores
de los pigmentos pardos (Baisier y Labuza, 1992; Morales y Van Boekel, 1998),
aunque tanto la fluorescencia como el pardeamiento pueden darse

simultaneamente (Tarassuk y Simonson, 1950).
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Un esquema general de la reaccion seria el siguiente:

Grupo carbonilo
(azucar o lipido oxidado)

+
Grupo amino
(aminoacido, péptido o DI
. TEMPRANA
proteina)
Condensacion
BASE DE SCHIFF
Reorganizacion de Amadori (pérdida valor
nutritivo)
ETAPA
COMPUESTO DE AMADORI AVANZADA
pH
Reductonas, Deshidratacién Escision
dihidrorreduc . - Pequeﬁas moléculas
or U | —edia carbohidratadas
Deshidratacion fuerte
Degradacion
de Strecker
Furfural y dvdos.
Piracinas y aldehidos (olor y (aroma)
sabor de los alimentos cocinados) i
ETAPA
Aldoles, Aldiminas, Cetimi
oles, Aldiminas, Cetiminas FINAL
MELANOIDINAS

Figura 1. Esquema de la reaccion de Maillard (Mauron, 1981)
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1.2. Factores que afectan a la reaccion de Maillard

El desarrollo de la reaccién depende de una serie de factores como son la
estructura quimica de los reactantes y su concentracion, la actividad de agua, el
pH, la temperatura y tiempo de calentamiento, la presion hidrostatica, etc.,

(O’Brien y Morrisey, 1989b; Wijewickreme y Kitts, 1997).

1.2.1. Naturaleza y estructura quimica de los reactantes

La intensidad de la reaccion, asi como el tipo de productos que se obtienen,
dependen en gran medida de la naturaleza del azicar implicado en el proceso.
Determinados estudios han demostrado que el tipo de azlcar no solo afecta a las
caracteristicas espectroscopicas, como el desarrollo del pardeamiento o color de
los productos que se forman, sino que también podria estar asociado a las
propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de estos productos (Jing y Kitts, 2004a).
Las cetosas favorecen la formacion de productos intermedios de la reaccion
como los productos de Heyns (Krause y col., 2008), mientras que las aldosas
favorecen la formacion de productos de Amadori (Hodge, 1953). Los primeros
suelen ser menos coloreados que los segundos, de ahi que los PRM obtenidos
tras el calentamiento de sistemas modelo que contienen fructosa presenten menor
grado de pardeamiento que los que contienen glucosa (Pilcova y col., 1990) y
diferente composicion, como un mayor contenido en piracina (Rewicki y col.,
1994). Sin embargo, otros autores han observado que en ambos casos los
productos obtenidos poseian un elevado grado de pardeamiento
independientemente del tipo de azuicar utilizado (Baxter, 1995; Wijewickreme y
col., 1997).

La glucosa es un azucar reductor que muchos autores consideran mas reactivo
que otros azucares como la fructosa, debido a que contiene un grupo carbonilo
aldehidico mas hidratado (O’Brien y Morrisey, 1989b), de naturaleza mas

reactiva que el grupo cetonico de la fructosa (Wijewickreme y Kitts, 1997,
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Morales y Jiménez Pérez, 2001), en contra de otros autores que afirman que la
fructosa es mas reactiva (Hollnagel y col., 1998; Leong y Wedzicha, 2000). En
un estudio en el que se calentaron dos mezclas de glucosa y fructosa con caseina
en idénticas condiciones (120°C, 60min, pH 6.7), se observd que la cetosa se
pardeaba mucho mas rapido que la aldosa (Jing y Kitts, 2002).

Durante las distintas etapas de la reaccién se forman compuestos de bajo y
alto peso molecular, que absorben la luz a distintas longitudes de onda. El rango
comprendido entre 280-290nm esta relacionado con la formaciéon de compuestos
de bajo peso molecular (Jing y Kitts, 2004a), mientras que la absorbancia a
420nm es un indice de la formacidon de compuestos de elevado peso molecular y
coloreados (Ajandouz y col., 2001). Muchos autores han comprobado que el tipo
de aztcar utilizado también afecta la absorbancia de estos compuestos, en
concreto la de los compuestos de elevado peso molecular, observandose que
aumenta de acuerdo con el siguiente orden: ribosa > glucosa > fructosa (Jing y
Kitts, 2004a). En un estudio realizado por Kwak y Lim (2004) se analizo la
influencia de cinco azicares unidos a lisina en el desarrollo del pardeamiento,
siendo el orden establecido el siguiente: xilosa- >arabinosa- >glucosa- >maltosa-
>fructosa-. Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los de otros autores
(Kato y col., 1968; Hayashi y Namiki, 1986) que consideran que las pentosas
(xilosa) forman compuestos con un mayor grado de pardeamiento que las
hexosas (glucosa) (Lingnert, 1990), debido a que son mucho mas reactivas
(Reynolds, 1963).

La cinética de la reaccion también puede verse afectada por la estructura
quimica del azucar, de manera que la isomaltosa produce mayor coloracion
respecto a la maltosa (Kato y col., 1989). La sacarosa no es un azucar reductor
que pueda participar propiamente en la reaccion de Maillard, pero cuando es
sometido a un calentamiento por encima de los 130°C, se hidroliza liberando
glucosa y fructosa, que si pueden hacerlo (Hurrel y Carpenter, 1977). No

obstante, es dificil comparar el grado de pardeamiento producido por
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monosacdridos y disacéaridos (Hollnagel y Kroh, 1998; Morales y Jiménez-Pérez,
2001).

En cuanto a la cantidad de los reactantes, un exceso de azucares reductores
con respecto a los aminoacidos, favorece y promueve el desarrollo de la reaccion
segin algunos autores (Lea y Hannan, 1951; O’Brien y Mortrisey, 1989b). En
algunos casos, sin embargo, se han establecido las proporciones de azicar y
aminoacidos que producen mayor pardeamiento (Wolfrom y col., 1974b;
Warmbier y col., 1976).

La naturaleza del componente amino también afecta al desarrollo del
pardeamiento (Hayashi y Namiki, 1986; Ajandouz y Puigserver, 1999). La lisina
es un aminoacido que se encuentra en muchos alimentos, siendo uno de los mas
sensibles al tratamiento térmico y de los més reactivos en la reaccion (Ashoor y
Zent, 1984; Delgado-Andrade y col., 2004a). Esta reactividad se ha comprobado
en diversos estudios como el que la compara con otros once aminoacidos: acido
aspartico, acido glutdmico, alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, serina,
cisteina, fenilalanina y arginina que formaban parte de un sistema modelo unidos
a diferentes azucares calentados a 100°C durante 3 horas (Kwak y Lim, 2004). La
intensidad del color de los PRM formados a partir de aminoacidos basicos y no
polares como arginina, fenilalanina, leucina, isoleucina y valina, fue superior a la
de los formados a partir de aminoacidos acidos como el acido aspartico y el acido
glutdmico, mientras que los PRM constituidos a partir de cisteina presentaban el
menor grado de pardeamiento, lo cual puede deberse a que los aminoacidos
azufrados son capaces de inhibir las reacciones de pardeamiento no enzimatico
(Adrian, 1974). La intensidad del color de los PRM procedentes de la lisina, lo
que estaria relacionado con su reactividad, fue de 2 a 3 veces mayor que para el
resto de aminodacidos. Otro estudio determind que la lisina era incluso de 5 a 15
veces mas reactiva que el resto de aminodcidos (Adrian, 1974), lo cual se ha
atribuido a la presencia en su estructura de dos grupos amino (a, €) (Miller y col.,

1984; Ashoor y Zent, 1984; Ajandouz y Puigserver, 1999).
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Cuando la reaccion tiene lugar con aminodcidos incluidos en una cadena
proteica, no todos son capaces de reaccionar con los azucares por encontrarse
ocultos en la estructura tridimensional, siendo el grupo amino terminal el mas
reactivo, seguido de los aminoacidos bdsicos y, por ultimo, los azufrados
(O’Brien y Morrisey, 1989b). Cuando se trata de péptidos, cuanto mayor sea la
longitud de sus cadenas mas reactivos serdn y mas aumentara el pardeamiento
(de Kok y Rosing, 1994), aunque algunos como el glutation actian del mismo

modo que la cisteina, inhibiendo el desarrollo de la reaccion (Adrian, 1974).

1.2.2. Contenido en humedad y estado fisico-quimico del sistema

Uno de los factores que mas influencian el desarrollo de la reaccion de
Maillard es el agua presente en los alimentos, expresada normalmente como
actividad de agua (a,) (Labuza y Saltmarch, 1981; Ames, 1990).

La velocidad de la reaccién aumenta de manera exponencial con el contenido
de humedad del sistema (Labuza y col., 1970) hasta un maximo de actividad de
agua entre 0,3 y 0,7 (Karel, 1960; Heiss, 1968). A partir de 0,8, la velocidad de la
reaccion disminuye, debido a la dilucion del soluto en la fase acuosa, ya que
cuanto mas diluido esté mas dificil serd la reaccion entre sus moléculas (Kane y
Labuza, 1989). Algunos autores han indicado que el grado de pardeamiento se
incrementa al aumentar la actividad de agua sin llegar a un maximo (Jones, 1954;
1956), mientras que otros consideran que aumenta al descender el contenido de
humedad del alimento (Rosen y col., 1953; Loncin y col., 1965; Reineccius,
1990) excepto en sistemas en los que la movilidad de los reactantes se encuentre
limitada por el aumento de la viscosidad (Eichner y Karel, 1972).

Estudios mas recientes indican que cuando los alimentos ricos en proteinas,
como la soja, son almacenados a una temperatura inferior a 4°C y con un
contenido de humedad por debajo de 0,3, se frena el desarrollo de la reaccion de
Maillard. Por el contrario, cuando las proteinas se conservan a una temperatura

de 30°-45°C y una actividad de agua entre 0,33 y 0,75, el pardeamiento y la
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fluorescencia aumentan linealmente en el tiempo hasta alcanzar un maximo, que
es favorecido, ademas, por la presencia en el sistema de azucares como la
glucosa (Davies y col., 1998). Determinados estudios indican que actividades de
agua entre 0,07 y 0,22, en un sistema modelo constituido por glucosa-asparagina,
no aumentan la formacion de compuestos volatiles de la reaccion como la
acrilamida, es decir, su formacion y, por tanto, el desarrollo de la reaccion, no
esta relacionado con la actividad de agua en los rangos ensayados (Robert y col.,
2005). Estos resultados sefialan que la aparicion de compuestos como la
acrilamida no se produce en sistemas extremadamente viscosos, del mismo modo
que desaparece en caso de soluciones extremadamente diluidas (Adrian, 1974).
Por tanto, podria decirse que el estado fisicoquimico influye ya que, por ejemplo,
en los estados amorfos se acumula mas cantidad de agua que en un estado
cristalino en el que la actividad de agua es menor y la reaccidon se ve menos

favorecida (Cremer y Eichner, 2000; Robert y col., 2005).

1.2.3. pH

El desarrollo de la reaccion de Maillard estd fuertemente condicionado por el
pH inicial de los reactantes asi como por la capacidad tampon del sistema. En
general, un incremento en el pH favorece su desarrollo y la aparicion de color
(Ames, 1990), mientras que a pH &cido, cercano a un valor de 3, la velocidad de
la reaccidon es minima y su desarrollo escaso (Lea y Hannan, 1949).

Segun Alais y Linden (1990), la zona comprendida entre pH 6 y 8 es la més
favorable para el desarrollo de la reaccion, mientras que otros autores amplian el
rango hasta 10, valor a partir del cual la relacion con el desarrollo del color se
invierte (Wolfrom y col., 1974b; Ashoor y Zent, 1984). Ashoor y Zent (1984)
observaron que cuando el pH desciende por debajo de 6 en un sistema
aminodcido-azicar no se produce pardeamiento, siendo maximo a un pH

proximo a 10.
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Lee y col., (1984) demostraron que en un sistema modelo glucosa-lisina,
calentado a 100°C, el aumento del pH de 4 a 8 era directamente proporcional al
desarrollo del pardeamiento. Sin embargo otros autores han comprobado que en
un sistema aminoacido-azucar calentado a diferentes temperaturas (40°-60°C),
bajo una presion atmosférica de 600mPa, el inicio de la reaccion se retarda
cuando el pH esta comprendido entre 5,1 y 6,5, aumentando significativamente
entre 8 y 10,1 (Hill y col., 1996).

El pH también tiene una fuerte influencia en el desarrollo de los compuestos
volatiles y de los productos intermedios de la reaccion (Apriyantono y Ames,
1993), pudiendo determinar la aparicion de determinadas caracteristicas
organolépticas en los alimentos. Por ejemplo, los principales productos volatiles
obtenidos tras el calentamiento del sistema glutation-glucosa en condiciones
acidas, pH 3-6, suelen ser furanos, mientras que a medida que aumenta este
valor, entre 6 y 8, se forman principalmente compuestos carbonilicos, sulfurados

y heterociclos nitrogenados (Tai y Ho, 1998).

1.2.4. Temperatura y tiempo de calentamiento

Como ya se ha comentado, uno de los factores que afecta el desarrollo de la
reaccion de Maillard es la temperatura, cuyo aumento favorece de forma
exponencial el pardeamiento (Shallenberger y Birch, 1975; Vernin, 1980). Esto
ha sido comprobado en sistemas modelo aminodcido-azucar (Anet 1959; Miller y
col., 1980; Masayo y Toshiharu, 1982). Ya en 1916, Maillard estudio la
influencia del aumento de la temperatura (34°, 40°, 100°C) en la aparicion de
color en el sistema xilosa-glicina.

En estudios posteriores se vido que cuando el sistema constituido por
cantidades equimolares de xilosa-glicina era calentado a 22° 68° y 100°C, la
formacion de productos pardos de alto y bajo peso molecular era superior a la
temperatura intermedia de 68°C (70%), mientras que a 100°C fue del 46%,

posiblemente debido a que a elevadas temperaturas se favorece la formacion de
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compuestos volatiles. Cuando se calento a 22°C, la mezcla permanecid
practicamente intacta (Benzing-Purdie y col., 1985).

En sistemas modelo aminoécido-azucar constituidos por glucosa-lisina o
fructosa-lisina calentados a 90°-110°C/40-45 minutos, se ha visto que la cantidad
de PRM formados es escasa. Sin embargo, cuando la temperatura asciende hasta
los 125°-160°C y se aplica durante 45-120 minutos, se observa como se
incrementa la formacion de productos pardos (Wijewickreme y col., 1997).

El efecto de la temperatura también se ha estudiado en alimentos.
Concretamente en zumos almacenados durante 14 dias a dos temperaturas
diferentes, 30° y 50°C. En ambos casos se produjo pardeamiento o color debido a
la degradacién de los aminoacidos presentes en el zumo de naranja, pero se
observo como a 50°C la aparicion de productos pardos aumentd bruscamente,
mientras que a 30°C solo se origind un ligero pardeamiento. Durante el
almacenamiento se produjeron reducciones considerables de aminoéacidos y
azucares lo cual es indicativo de que la reaccion estaba teniendo lugar a pesar de
no manifestarse coloracion (del Castillo y col., 1998).

Ya en 1990, Kennedy y col., observaron que el almacenamiento del zumo de
naranja a elevada temperatura producia desarrollo del pardeamiento. Este se veia
incrementado al afiadirle aditivos tales como el acido ascorbico que, al
degradarse, puede actuar como posible precursor del inicio de la reaccion (Roig y
col., 1999).

El desarrollo de la reaccion puede tener lugar también durante el
almacenamiento de los alimentos a temperatura ambiente, aunque de forma mas
lenta, como en el caso de la leche en polvo (Villamiel y Corzo, 2000). El elevado
contenido en lactosa y proteinas ricas en lisina de la leche y otros productos
derivados, con una actividad de agua intermedia, los convierte en alimentos muy
sensibles al desarrollo de la reaccion de Maillard (Morales y col., 1997). Cuando
la leche en polvo se almacena a 37°, 45° y 55°C durante intervalos de tiempo

diferentes, se observa que la concentracion de productos tempranos de la
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reaccion como la furosina, y de productos intermedios, como el
hidroximetilfurfural (HMF), se incrementa gradual y casi linealmente, a pesar de
seguir una cinética de orden cero. No obstante, los procesos a los que es sometida
la leche antes de su liofilizacion pueden tener cierta influencia en la formacion de
furosina (Van Renterghem y De Block, 1996). El incremento en la actividad del
agua que se produce como consecuencia de la cristalizacion de la lactosa,
también influye e induce la formacion de productos avanzados de la reaccion

(Thomsen y col., 2005).

1.2.5. Presion hidrostatica

La aplicacion de elevadas presiones (100-1000mPa) es un procedimiento muy
utilizado a nivel industrial en diversos tratamientos tecnoldgicos de los
alimentos, que estd ganando gran importancia en la tecnologia alimentaria
(Tewari y col.,, 1999). Su combinacion con la aplicacion de temperaturas
moderadas (30°-60°C) puede favorecer el desarrollo de la reaccion de Maillard vy,
por tanto, la aparicion de nuevos y mejores sabores, colores y olores. Sin
embargo, s6lo unos pocos estudios han evaluado los efectos que la presion tiene
en el desarrollo de ésta reaccion. Tamaoka y col., (1991), indicaron que la
aplicacion de presion no tiene efectos importantes en las etapas tempranas de la
reaccion, mientras que Isaacs y Coulson (1996) establecieron que la presion
aceleraba las reacciones de condensacion caracteristicas del inicio del proceso de
pardeamiento. Respecto a las etapas avanzadas de la reaccion, se ha descrito que
la formaciéon de compuestos heterociclicos, volatiles y melanoidinas se ve
ampliamente suprimida bajo presion, debido a que se retarda la degradacion del
compuesto de Amadori (Isaacs y Coulson, 1996; Tewari y col., 1999; Bristow e
Isaacs, 1999). Otros autores han postulado que el efecto de la presion en el
desarrollo de la reaccidén estd intensamente influenciado por el pH, de manera
que a pH acido se reduce el desarrollo del pardeamiento, mientras que a valores

proximos a la neutralidad, el pH del sistema se hace independiente de la
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aplicacion de presion y se favorece la aparicion de melanoidinas (Hill y col.,
1996). El rendimiento més bajo en la produccién de compuestos volatiles se ha
encontrado en sistemas incubados bajo presion a pH 10,1, quizés debido a que
estas condiciones aceleran las reacciones de condensacion aldolica (Hill y col.,
1999). Sin embargo, la formacion de pentosidina, un marcador avanzado de la
reaccion de Maillard, se incrementa en funcion del aumento de presion a pH
neutro (Schwarzenbolz y col., 2000).

Los efectos de la aplicacion de presion en el desarrollo de la reaccion de
Maillard, se han estudiado recientemente en un sistema modelo glucosa-lisina
calentado a 60°C durante 1-3 horas, en un rango de pH de 5-10 (Moreno y col.,
2003). Los resultados obtenidos indicaron que elevadas presiones afectan el
desarrollo del pardeamiento en sus distintas etapas y tales efectos estan
influenciados por los cambios de pH ocasionados por la aplicacion de dichas
presiones. Por otra parte, cuando el medio no estd tamponado y el pH es inferior
o igual a 8, la presion no retrasa significativamente el inicio de la reaccion pero si
el desarrollo de las etapas intermedias y avanzadas, debido posiblemente a que se
retarda la degradacion de los productos generados a partir del compuesto de
Amadori. Sin embargo, si el pH aumenta por encima de 8 la presion acelera la
reaccion desde las etapas iniciales, coincidiendo con los resultados obtenidos en

un sistema tamponado y a pH elevado (pH 10,2) (Hill y col., 1996).

1.2.6. Presencia de minerales

La presencia de cationes metélicos influye de manera importante en la
reaccion de Maillard, ya que mediante reacciones de oxidacion, pueden favorecer
la formacion de compuestos dicarbonilicos que participan en la reaccién (Wollf,
1996), o bien de complejos capaces de catalizarla (Kato y col., 1981; O’Brien y
Morrisey, 1997) y, por tanto incrementar el desarrollo del pardeamiento. Tal es el
caso de metales como el hierro (III) y el cobre (II) que favorecen su desarrollo

(Kato y col., 1981; Alais y Linden, 1990). Sin embargo, en algunos casos los
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metales como el manganeso (II) o el selenio (II) pueden inhibirlo, otros como el
calcio (II) minimizarlo (Kwak y Lim, 2004), o incluso producir la
insolubilizacion de las melanoidinas (Gomyo y Horikoshi, 1976).

Kwak y Lim (2004) determinaron que cuando mezclas aminoacido-azlcar se
incubaban durante 3h en presencia de hierro (II) y cobre (II), el pardeamiento
aumentaba en un 80 y 90% respectivamente si el aminoacido utilizado era
cisteina. Cuando se trataba de valina y fenilalanina asi como del resto de
aminodacidos ensayados, los valores obtenidos se incrementaron entre un 10-40%,
mientras que en presencia de arginina la intensidad del color se inhibi6 en torno a
un 5-15%.

Por el contrario la adicion de FeCl, a un sistema modelo glucosa-fenilalanina,
pH 5, calentado durante 30 minutos a 140°C, produjo una inhibicion del
desarrollo del color. No obstante, ¢l nivel de 5-hidroximetilfurfural (5-HMF) se
incrementd (Fallico y Ames, 1999). Resultados similares se han obtenido al
adicionar otras sustancias minerales como NaCl, el cual puede llegar a disminuir
la intensidad del color desde un 15 hasta un 50% en funcién del aminodcido

utilizado (Kwak y Lim, 2004).

1.3. Absorcion y metabolismo de los productos de la reaccion de Maillard

Diariamente consumimos cantidades siginificativas de melanoidinas y otros
PRM procedentes de los alimentos que forman parte de la dieta habitual, sin
embargo se sabe muy poco acerca de su metabolismo en humanos (Somoza,
2005). Los productos de Amadori suelen estar presentes en casi todos los
alimentos que consumimos diariamente (Delgado-Andrade y col., 2005b) y su
ingesta ha sido estimada por algunos autores en aproximadamente 1g al dia,
siendo los mas abundantes la N-g-fructosil-lisina, N-g-maltulosil-lisina y N-¢-
lactulosil-lisina (Henle, 2003). AGn no esté claro si estos y otros PRM pueden ser
absorbidos en el intestino totalmente intactos o sufren alguna modificacion por

los microorganismos presentes en el colon (Erdersdobler y col., 1970).
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En diferentes estudios en humanos, relacionados con el transito metabolico de
la N-e-fructosil-lisina, se ha comprobado que tras la posible accion de los
microorganismos de la flora intestinal, solamente el 3% de la proteina
alimentaria modificada unida a este compuesto es excretada por orina, mientras
que el 1% se excreta por heces. Estudios similares realizados en ratas muestran
una excrecion fecal del 1,5% y urinaria del 9,7% (Erbersdobler y Faist, 2001).
Otro estudio realizado en humanos que ingirieron una dieta rica en PRM, ha
indicado que la excrecion urinaria de estos productos depende estrechamente del
tipo de alimentos que compongan la dieta diaria. Se comprobd que la mayor
parte de los productos de Amadori consumidos se reabsorbieron durante la
digestion y/o fueron degradados mediante mecanismos aun desconocidos, y
menos de un 3% se eliminaron por orina sin apenas transformacion (Forster y
col., 2005).

Estudios en ratas han mostrado que al administrar mediante una inyeccion
intravenosa N-g-fructosil-lisina marcada radiactivamente, ésta se acumulaba
principalmente en los rifiones y cerca del 6% era eliminada por orina. Menos del
10% en estdbmago, pulmones, higado e intestino, un 8% en la sangre y el resto en
el musculo. La cantidad excretada por orina lo hizo sin sufrir modificaciones de
acuerdo con otros autores (Perkins y col.,, 1981), y so6lo un tercio fue
metabolizada (Hultsh y col., 2006). Sin embargo, distintos estudios indican que
generalmente la principal via de eliminacion de los PRM es la fecal (Valle-
Riestra y Barnes, 1969; Homma y Fujimaki, 1981).

Finot y Mangnenat (1981) estudiaron ampliamente el transito metabolico de
los PRM en ratas, comprobando que cerca de un 27% se eliminaba por orina. La
porcion absorbida fue mayor para los PRM de bajo peso molecular que para las
fracciones de elevado peso molecular. En otros estudios se ha comprobado que
tanto los compuestos de bajo peso molecular como los productos resultantes del
metabolismo intestinal de las melanoidinas son absorbidos en una proporcién que

ronda el 30% (Henle y col., 2000; Erbersdobler y Faist, 2001; Bergmann y col.,
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2001; Foerster y Henle, 2003). Otros autores reflexionan sobre la posibilidad de
que los PRM de elevado peso molecular de la dieta sean degradados en
compuestos de menor peso por accion de la flora intestinal y que muchos de
estos metabolitos puedan ser absorbidos en el intestino (Homma y Fujimaki,
1981). Buetler y col., (2008) han observado en ratas, que la biodisponibilidad de
ciertos PRM es distinta segun se trate de compuestos menos o mas procesados,
observando que los primeros se excretan mayoritariamente con las heces (85%) y
que so6lo un 3% es absorbido. Compuestos tempranos como la fructosil-lisina se
excretan tanto por via fecal (40%) como por via urinaria (30%), mientras que
otros como la glucosa unida a [-lactoglobulina y la carboximetil-lisina se
eliminan principalmente por orina (26% y 51% respectivamente frente al 14% y
23% recogido en las heces).

En un estudio realizado en células Caco-2, se investigd el transporte y la
disponibilidad del HMF, producto intermedio de la reaccidn, tras la digestion
gastrointestinal in vitro de distintos cereales de desayuno y del medio de cultivo
enriquecido con HMF. Los resultados indicaron que parte de dicho compuesto
pudo ser transformado durante la digestion y retenido en la fraccion no soluble,
ya que la cantidad disponible para ser absorbida no era directamente proporcional
al contenido inicial. En general, la disponibilidad del HMF presente en los
cereales de desayuno fue baja, entre 4,98% y 12,99%. Las variaciones que se
observaron posiblemente estan relacionadas con la composicion particular de los
cereales donde la fibra puede tener un efecto directo en la disminucion de su
disponibilidad (Delgado-Andrade y col., 2008b).

Por ultimo, otros autores han estudiado la posibilidad de que compuestos de
la reaccion como la fructosil-lisina, la carboximetil-lisina, la hiperil-fructosil-
lisina y la hiperil-carboximetil-lisina, puedan entrar en el enterocito a través de
transportadores de péptidos y aminoacidos como los de la L-lisina o la L-leucina,
situados en la membrana apical de la célula. Los resultados indican que el flujo

transepitelial de estos compuestos a través de la monocapa de células Caco-2 es
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muy bajo y que los transportadores antes mencionados no participan en este
proceso, de manera que la entrada en el enterocito podria producirse por difusion

simple (Grundwald y col., 2006).

1.4. Consecuencias y efectos de los productos de la reaccion de Maillard
1.4.1. Modificacion de las caracteristicas organolépticas del alimento

Como se ha comentado anteriormente, la reaccion de Maillard participa en la
formacion de productos coloreados, como las melanoidinas, y en la generacion
de aromas, sabores y nuevas texturas durante el procesado doméstico e industrial
de los alimentos que mejoran sus caracteristicas organolépticas y resultan
agradables para el consumidor.

Los productos que confieren olor y sabor son muy variados y suelen
desarrollarse en las etapas intermedias y avanzadas de la reaccion, dando lugar al
aroma y sabor tipico de alimentos y bebidas como la carne asada, el pescado al
vapor, las patatas fritas, el chocolate, el cacao, el pan tostado, el café, té, cerveza
y whisky (Cerny, 2008).

Los compuestos de Amadori suelen ser incoloros, pero se consideran
precursores de las melanoidinas responsables del color de algunos alimentos
como el pan. Durante el horneado, el contenido de agua de la superficie del pan
disminuye con respecto al de su interior, y ésta pérdida de agua, unida a las
elevadas temperaturas, son factores responsables de que la corteza del pan se
oscurezca lo cual es un efecto deseado durante su fabricacion (Thorvanldsson y
Skjoldebrand, 1998). Durante las primeras etapas de la reaccion se forman
compuestos de Amadori como la N-g-fructosil-lisina, N-¢-lactulosil-lisina y N-¢-
maltulosil-lisina que por hidrolisis dcida dan lugar a la furosina (Erbersdobler y
Hupe, 1991), la cual ha sido determinada en otros alimentos como en la pasta

(Resmini y Pellegrino, 1994), en productos de panaderia como el pan de molde
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(Ramirez-Jiménez, 1998) o en cereales infatiles (Guerra-Hernandez y col., 1999),
etc.

El hidroximetilfurfural es un producto intermedio de la reacciéon (Morales y
col.,, 1997), formado también a partir de la degradacion de los azlcares a
elevadas temperaturas (Kroh, 1994). Se encuentra en la corteza del pan y puede
generarse durante la fabricacion de otros alimentos como los cereales infantiles
(Guerra-Hernandez y col., 1999; Garcia-Villanova y col., 1993), los cereales de
desayuno (Delgado-Andrade y col., 2008a) o en la pasta liofilizada (Resmini y
col., 1993).

Otra reaccion responsable de la coloracion de los alimentos que puede darse
simultdneamente con la reaccion de Maillard, es la caramelizacion a partir de la
degradacion de los azucares que existe en condiciones mas drésticas: temperatura
superior a 120°C, pH inferior a 3 o superior a 9 y baja actividad de agua (Kroh,
1994).

Por otra parte, los compuestos volatiles son los responsables de la aparicion
de nuevos aromas y olores y determinan el flavor de los alimentos. Generalmente
se encuentran a bajas concentraciones entre 1ug-1mg/kg (Cerny, 2008). Dentro
de este grupo se incluyen aldehidos, cetonas, furanos, piracinas, furfurales y
reductonas, responsables del aroma de alimentos como las patatas fritas
envasadas (Wagner y Grosch, 1998; Van Loon y col., 2005) en las que se han
identificado hasta 429 sustancias volatiles responsables de su flavor (Carlin,
1983), o en el pollo asado (Kerscher y Grosch, 1998; 2000). En el café y el té
(Semmerlroch y col., 1995; Czerny y Grosch, 2000) se han detectado unas 570 y
mas de 800 sustancias volatiles respectivamente (Nijssen y col., 1996). Otros
alimentos en los que se ha estudiado la formacidén de estos compuestos son la
leche desnatada liofilizada (Karagiil-Yiiceer y col., 2001; 2002) o pescados como
el salmoén (Methven y col., 2007), etc.

En la carne se ha analizado ampliamente la formacién de compuestos

aromaticos debidos a la reaccion de Maillard (Gasser y Grosch, 1990; Guentert y
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col., 1993; Grosch y col., 1993). Durante su cocinado, tanto la tiamina como la
ribosa y cisteina juegan un papel importante en la produccion de aromas y
flavores caracteristicos, dando lugar a la formacion de tioles como el 2-metil-3-
furantiol, el 2-furfuritiol o el 3-mercapto-2-pentanona, que han sido identificados
en la carne cocinada (Evers y col.,, 1976; Gasser y Grosch, 1988; Gasser y
Grosch, 1990). También se ha analizado en derivados de la carne como el jamon
y el lomo la formacién de aldehidos ramificados, compuestos nitrogenados y
azufrados a partir de aminoacidos que se degradan en la reaccion de Strecker, y
confieren nuevos olores a los alimentos (Ramirez y Cava, 2007).

En general, la formacion de aromas depende de muchos factores como
temperatura, tiempo, pH, contenido de agua y naturaleza o tipo de aminoacido
implicado en la reaccion. La cisteina y la tiamina estan relacionados con el sabor
de la carne mientras que la prolina estd asociada al sabor del pan, del arroz o de
las palomitas (Van Boekel, 2006). El tipo de azicar utilizado tiene menor
influencia en este sentido.

Los estudios realizados sobre los cambios en la textura que sufren los
alimentos debido a la reaccion de Maillard son escasos y han recibido muy poca
atencion (Hill y Easa, 1998; Gerrard y col., 2002a). Los mecanismos implicados
en la modificacion de la textura no son bien conocidos, sin embargo, algunos
estudios sugieren que la formacion de enlaces cruzados entre compuestos
dicarbonilicos y las proteinas del alimento la afecta profundamente,
especialmente en alimentos como el pan y productos de panaderia como los

croissant (Gerrard y col., 2000; 2001; 2002b).
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1.4.2. Aspectos nutritivos
a. Efectos sobre la ingesta y el peso

A pesar del efecto positivo que tienen los productos pardos sobre el consumo
de los alimentos por la mejora de sus caracteristicas organolépticas, algunos
estudios in vivo, realizados en animales, han mostrado que la presencia de PRM
en la dieta afecta negativamente a la ingesta y al peso, produciendo su
disminucion con respecto a los que no los consumen. Delgado-Andrade y col.,
(2006) compararon el efecto del consumo en ratas de PRM procedentes de
mezclas de glucosa-lisina y glucosa-metionina calentadas a distintos tiempos y
observaron que el consumo de glucosa-lisina solo deprimia la ingesta alimentaria
si las mezclas se calentaban durante un tiempo prolongado, coincidiendo con
autores como Abu-Dweih y col., (2000), quienes indican que la disminucion del
consumo alimentario aumenta paralelamente al incremento del pardeamiento.

Otros autores también han observado una disminucién de peso en ratas
alimentadas con formulas infantiles liquidas esterilizadas con respecto a las que
consumieron las férmulas en polvo. Esto puede deberse a que durante la
esterilizacion de la leche, la lactosa se hidroliza dando lugar a la formacion de un
aztcar denominado lactulosa (Sarrid y col., 2001; Sarrid y Vaquero, 2004) que
puede modificar el flavor y olor de la leche haciéndola menos aceptable (Burton,
1984). De igual modo, Navarro y col.,, (2000) observaron que en ratas
alimentadas con dietas que contenian una mezcla calentada de caseina, glucosa y
fructosa se producia una disminucién en la ingesta con respecto a la mezcla no
calentada.

En la mayoria de los estudios descritos, realizados en animales, se ha visto
una reduccioén del crecimiento asociada al consumo de PRM procedentes de
sistemas modelo aminoacido-azicar incluidos en la dieta (Furniss y col., 1989;
Chuyen y col., 1991), aunque existen datos que indican una ausencia en la

variacion del peso (Kitts y col., 1993). Los efectos que el consumo de PRM tenga
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en este sentido dependen de las dosis consumidas (Abu-Dweih y col., 2000), del
tipo de reactantes utilizados y del tiempo durante el que se consumen (Friedman,
1996).

Sin embargo, estudios realizados en humanos, no muestran diferencias
significativas en la ingesta alimentaria ni en la evolucion ponderal de los
individuos tras el consumo de dietas ricas en PRM, comparado con dietas pobres

en PRM (Seiquer y col., 2006).

b. Efectos sobre las proteinas y aminoacidos

Una de las consecuencias mas importantes de la reaccion de Maillard es la
degradacion de las proteinas producida durante el calentamiento de los alimentos,
ya que supone la interaccion de grupos amino terminales con grupos carbonilo
asociados a aztcares reductores o lipidos oxidados, produciéndose, por tanto, el
bloqueo del aminodcido (Hurrell, 1984; Alkanhal y col., 2001; Somoza, 2005).
La disminucion en la calidad nutritiva de la proteina se produce debido a la
reduccion de la disponibilidad de aminoacidos (Moughan y col, 1996; Rerat y
col.,, 2002), ya que éstos pueden quedar retenidos por muchos compuestos
derivados de la descomposicion de los productos de Amadori impidiendo su
absorcion (Mauron, 1981; Ledl, 1990); también por la inhibicion de la actividad
de determinadas enzimas implicadas en su digestion (Schumacher y Kroh, 1996;
Simonato y col,. 2002), o por la reduccion de la digestibilidad de la proteina
debido a cambios estructurales de la misma (Kato y col., 1986).

Aminoacidos como la metionina, el triptéfano, la arginiga e histidina pueden
afectarse durante el tratamiento térmico de los alimentos (Bjorck y col., 1983;
Finot, 1993), pero el aminoacido més sensible es la lisina, debido a la reactividad
de su grupo e-amino incluso cuando forma parte de una cadena peptidica. Aun
cuando el calor aplicado no sea excesivo, la pérdida de lisina disponible puede
traducirse en una disminucion del valor bioldgico (Mauron, 1982; Bjorck y col.,

1983; Finot, 1993). Sin embargo, cuando la intensidad del tratamiento térmico es
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maxima, la reduccion de la calidad de la proteina puede ser mayor que la
consecuente a la pérdida aparente de lisina disponible (Adrian, 1982; Bjorck y
col., 1983, Erbersdobler, 1989). Estudios en alimentos como la leche y sus
derivados con un elevado contenido en lisina, indican que cuando este
aminodcido reacciona con el grupo carbonilo de la lactosa, queda bloqueado vy,
por tanto no es biodisponible, de manera que el valor nutricional de este alimento
desciende considerablemente (Van Boeckel y Brands, 1998). Rerat y col., (2002),
evaluaron las consecuencias de la ingesta de leche con un alto contenido en
lactulosil-lisina en la dieta de los cerdos, pudiendo comprobar que la lisina unida
a la lactosa no era biodisponible y que la pérdida del valor nutritivo de la proteina
era proporcional al deterioro de la lisina durante el calentamiento de la leche v,
en menor grado, a la disminucion de su digestibilidad.

La disponibilidad de la lisina también puede afectarse durante el tratamiento
térmico de otros alimentos como el pan, las galletas, las pastas, formulas
infantiles, etc. (Finot, 1993; Rerat y col.,, 2002). No obstante, el grado de
reduccion del valor nutricional de la proteina depende de muchos factores
comentados anteriormente, tales como la naturaleza de los azlicares y proteinas,
temperatura, tiempo, actividad de agua, etc. (Dworschak, 1980; Mauron, 1982).

Existen numerosos estudios in vivo encaminados a dilucidar los posibles
mecanismos implicados en la disminucion de la digestibilidad de la proteina
(Oste y Sjodin, 1984; Erbersdobler y col., 1990; Rerat y col., 2002). Adrian
(1982) indicdé que las melanoidinas procedentes del sistema modelo glucosa-
glicina pueden modificar la absorcion de algunos aminoécidos y reducir la
digestibilidad de la proteina y, otras veces ésta reduccion puede deberse a la
inhibicion de determinadas enzimas implicadas en su digestion, como las
enzimas pancreaticas (Valle-Riestra y Barnes, 1969), o las enzimas proteoliticas

intestinales como la aminopeptidasa N (Oste y col., 1986).
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Estudios recientes realizados en humanos manifiestan que la ingesta de dietas
ricas en PRM afecta negativamente la digestibilidad de la proteina, y tiende a

mermar la utilizacion global del nitrégeno de la dieta (Seiquer y col., 2006).

c. Efectos sobre los carbohidratos

El desarrollo de la reaccion de Maillard produce también el bloqueo
progresivo de los azlicares presentes en los alimentos y ademds afecta a enzimas
intestinales implicadas en su digestion.

Oste y col. (1984) observaron como los PRM de bajo peso molecular,
procedentes de mezclas calentadas de glucosa-lisina, inhiben débilmente la
actividad de enzimas como la lactasa, invertasa, maltasa y trealasa, mientras que
los PRM de elevado peso molecular se comportan como potentes inhibidores de
esas disacaridasas, a concentraciones de 1,4-2,8mg/ml, siendo las més afectadas
la sacarasa y lactasa. Por el contrario la a-amilasa no se ve afectada, indicativo de
que la digestion intestinal de almidon no suele modificarse en presencia de los
productos de la reaccion de Maillard.

Cuando estos ensayos se realizaron in vivo, se comprobd que a pesar de
incluir en la dieta de las ratas una elevada concentracion de PRM de alto peso
molecular (>40mg/Kg), no se produjo una disminucién en la actividad de la
lactasa o sacarasa y, por tanto, la absorcion de lactosa y sacarosa no se vio
afectada (O’Brien y Morrissey, 1989a). Otros, incluso han comprobado un
incremento en la actividad de ciertas enzimas, como en el caso de las
disacaridasas en presencia de melanoidinas procedentes del sistema modelo
glucosa-glicina (Gomyo y Miura, 1986). Sin embargo, se ha observado una
reduccion significativa de la actividad de lactasa, sacarasa y maltasa en la
mucosa de ratas consumiendo una dieta que contenia albaricoques pardos,
albiimina de huevo con pardeamiento o una mezcla de glucosa-triptéfano (Lee y

col., 1977a).

33



Revision Bibliografica

Se ha visto que la inhibicién de la actividad de estas enzimas por parte de los
PRM, con la consecuente disminucion en la absorcion de los hidratos de carbono,
puede causar diarrea y un descenso en el peso de ratas alimentadas con dietas
ricas en PRM (Lee y col., 1977b), debido posiblemente a un efecto osmotico de
los carbohidratos no absorbidos en el intestino (Pergolizzi y col., 1977). Estos
efectos varian en funcion de la naturaleza de los productos de la reaccién, y
pueden ser mas pronunciados cuanto mayor sea su grado de pardeamiento.

Ademas de la influencia de los PRM sobre la actividad de las enzimas
citadas, se ha visto que en la elaboracién y almacenamiento de formulas enterales
se producen cambios en la composicion de los carbohidratos, con la consiguiente
disminucion de la biodisponibilidad de nutrientes esenciales para el organismo
(Lowry y col., 1989). Su almacenamiento durante 6 meses a 30°C produjo una
disminucién en el contenido total de carbohidratos, sobre todo al final del
periodo de almacenamiento, mucho mas rapida y acusada cuando se almacenaron

a 50°C (Garcia-Bafos y col., 2005).

d. Efectos sobre las vitaminas

Son escasos los estudios realizados sobre este tema aunque se ha observado
que durante el calentamiento de alimentos como la leche, en la que se forman
PRM, se produce un aumento en la destruccion y pérdida de vitaminas como es
el caso de algunas del grupo B y el acido pantoténico mientras que otras como el
acido nicotinico y la biotina apenas se afectan (Finot y Furniss, 1989).

La destruccion de vitaminas también se ha estudiado en alimentos
almacenados a elevadas temperaturas como la leche en polvo, en la que se
observaron pequefias pérdidas de tiamina, vitamina B6 y B12, descensos que
aumentaron con el avance del pardeamiento (Ford y col., 1983). De igual modo,
determinados procesos utilizados en la tecnologia alimentaria como la extrusion,
en la que llegan a aplicarse temperaturas superiores a 200°C, favorecen el

desarrollo de la reaccion de Maillard generando productos que pueden reducir la
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biodisponibilidad de las vitaminas (Singh y col., 2007b). La vitamina A, E, C,
tocoferoles y P-caroteno pueden degradarse durante la aplicacion de un calor

excesivo en el proceso de extrusion (Anderson y Hedlund, 1990; Killeit, 1994).

e. Efectos sobre los minerales

Son muchos los factores que pueden influenciar la disponibilidad mineral
siendo especialmente importantes aquellos que actiian a nivel digestivo, ya que
pueden modificar la captacion y absorcion por el enterocito. Durante la digestion
tienen lugar una serie de reacciones quimicas y fisicas en las que los minerales
pueden interaccionar con otros componentes de la dieta viéndose modificada su
solubilidad y, por tanto, su utilizacion posterior (Delgado-Andrade y col.,
2004a); tal es el caso de los productos de la reaccion de Maillard.

Dada la importancia del efecto de los PRM sobre la biodisponibilidad mineral
en el desarrollo de ésta memoria de Tesis Doctoral, su estudio se va a tratar a

continuacion.

1.4.3. Capacidad quelante de metales de los productos de la reaccion

de Maillard

Numerosos autores han sugerido que la capacidad quelante de los PRM se
debe a que estos compuestos se comportan como polimeros anidénicos capaces de
formar complejos con ciertos iones metalicos (Rendleman 1987; 1990; Migo y
col.,, 1997; Delgado-Andrade y col., 2001b) pudiendo modificar su forma
fisicoquimica (especie) en la dieta o en el lumen intestinal, alterar el proceso de
absorcion o afectar su normal metabolismo y excrecion (Andrieux y Saquet,
1984; Navarro, 2003), alterando, en definitiva, la biodisponibilidad de los
mismos (Navarro y col., 2000; Seiquer y col., 2000).

Son muchos los métodos propuestos con el fin de conocer la habilidad de los

PRM para quelar metales, por ejemplo la titracién potenciométrica, la didlisis y

35



Revision Bibliografica

la espectrofotometria (Gomyo y Horikoshi, 1976; Homma y col., 1986). Otros
autores han propuesto la cromatografia de iones metélicos inmovilizados (IMAC,
del inglés Immobilized Metal Ion Affinity Chromatography) como técnica para
dividir las melanoidinas en fracciones homogéneas en funcién de su habilidad
quelante de metales (Terasawa y col., 1991; Wijewickreme y col., 1997; Borrelli
y col., 2002).

Hashiba (1986) indico que los grupos cetona e hidroxilo de los residuos de
piranona y piridona, presentes en las melanoidinas, actian como grupos
donadores de protones participando asi en la quelacién de metales y afirmo6 que
la unién de los iones metélicos a las melanoidinas se produce de acuerdo con la
hipotesis del desplazamiento de los hidrogeniones propuesta por Rendleman e
Inglett (1990), los cuales determinaron que los H' son sustituidos por un ion
cobre o calcio uniéndose asi a la melanoidina. Ademas, estos autores indicaron la
cantidad de metal que puede unirse a la melanoidina en funcion de su contenido
de nitrogeno. El desplazamiento de protones es evidente en la mayoria de los
sistemas, utilizando para estas reacciones la denominacién de “reacciones de
protonizacién”. Asi, O’Brien y col., (1994) ordenan los minerales en funcion de

la fuerza de formacion de los complejos de la siguiente forma:
magnesio > cobre = calcio < zinc
Esta secuencia discrepa de la sugerida inicialmente por Irving-Williams
(1953), que propuso la siguiente:

cobre > zinc >magnesio > calcio

La capacidad quelante de los PRM ha sido estudiada tanto en alimentos como
en sistemas modelo. Ya en 1976, Hrdlicka mostrd in vitro que los productos
resultantes del calentamiento de mezclas de glucosa-glicina o fructosa-lisina eran
capaces de actuar como agentes quelantes en presencia de hierro y cobre,

originando pigmentos insolubles que podian influir en la utilizacion digestiva de

36



Revision Bibliografica

estos minerales (Hrdlicka, 1976). Posteriormente, Stegink y col., (1981)
observaron que tras la administracién intravenosa de soluciones parenterales
esterilizadas que contenian PRM, se producia un aumento en la excrecidon
urinaria de cobre, hierro y zinc en humanos mientras que la administracion oral
de las soluciones aparentemente no influia en la excrecion urinaria de estos
minerales. Por el contrario, Johnson y col., (1983) comprobaron en humanos la
influencia del consumo de dietas que contenian PRM en la excrecion urinaria del
6571, observando una reduccion en la retencién del mineral, relacionada con la
presencia en la orina de compuestos pardos de elevado peso molecular capaces
de quelarlo. Estudios en ratas demostraron que la excrecion urinaria de zinc
aumentd significativamente tras la ingesta de dietas que contenian una mezcla
calentada de caseina-glucosa (Furniss y col., 1989), glucosa-glutamato (O’Brien
y col., 1994), 6 caseina-glucosa-fructosa (Navarro y col., 2000). Estudios de
solubilidad, tras digestion in vitro, de mezclas de caseina-glucosa-fructosa han
demostrado que la cantidad de zinc precipitado es significativamente mayor en
presencia de la mezcla calentada frente la no calentada, produciendo cambios en
la solubilidad que disminuyen la disponibilidad del elemento en células Caco-2
(Navarro y col., 2000). Melanoidinas obtenidas tras esterilizar mezclas de
glucosa y diferentes aminoacidos como prolina, leucina, glicina, 4cido glutdmico
o lisina son capaces de quelar zinc y disminuir su disponibilidad aparente, siendo
los productos derivados de la lisina los que lo atrapan en mayor medida
(Whitelaw y Weaver, 1988).

Se ha observado que tanto las melanoidinas solubles como las insolubles,
obtenidas tras el calentamiento de diferentes sistemas modelo aminoacido-
azucar, son capaces de quelar minerales como calcio y cobre (Rendleman, 1987;
Moon y col., 1994; Wijewickeme y Kitts, 1997). PRM derivados de mezclas
constituidas por glucosa y glutamato monosodico pueden quelar calcio, zinc,

cobre y magnesio (O’Brien y Morrisey, 1997).
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Estudios realizados en el café¢ han demostrado la capacidad quelante de las
melanoidinas que contiene y su afinidad por metales como el hierro, cobre y zinc
(Hashiba, 1986; Homma y col., 1986; Homma y Murata, 2001). Resultados
parecidos se han observado para el calcio, el cual puede ser quelado débilmente
por los productos pardos presentes en el pan tostado. La adicidon de lactosa al pan
y su posterior tostado incrementa la afinidad de estos PRM por el calcio,

llegando a afectar significativamente su solubilidad (Rendleman, 1987).

El hierro es uno de los minerales mas sensible a la presencia de los PRM,
tanto de bajo como de elevado peso molecular y su habilidad para quelarlo ha
sido previamente demostrada (Tonkovic y col., 1996; Yoshimura y col., 1997).
En un estudio, realizado por nuestro grupo de investigacion (Seiquer y col.,
2001), se intentd determinar si los PRM procedentes de mezclas de glucosa con
lisina o metionina modificaban la solubilidad del hierro en condiciones
intestinales y, por tanto, su disponibilidad. Los productos tempranos formados al
inicio de la reaccidon cuando el calentamiento era moderado (30 minutos) lo
acomplejaban y favorecian su solubilidad, pero a medida que aumentaba el
tiempo de calentamiento la solubilidad disminuia (Delgado-Andrade y col.,
2004a). Un estudio posterior corrobor6 que los PRM obtenidos tras el
calentamiento moderado de mezclas de glucosa-lisina, aumentaban la solubilidad
y biodisponibilidad del hierro tanto in vitro como in vivo. Mediante ensayos in
vitro, realizados en cultivos celulares utilizando células Caco-2, se observo que la
mezcla cruda (GLO) aument6 ligeramente el transporte de hierro a través de las
células sin alterar significativamente su captacion intestinal. En presencia de la
mezcla calentada en condiciones suaves (30 minutos) se observo un aumento de
la solubilidad del hierro, lo cual pudo deberse a la formacién de complejos
solubles con las melanoidinas que, ademas, favorecieron la captacion del mineral
por el enterocito (Delgado-Andrade y col., 2004b). De acuerdo con el estudio

comentado anteriormente, el incremento del tiempo de calentamiento de la
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mezcla se tradujo en una disminucion de la lisina libre y en la formacion de
melanoidinas insolubles. Estos dos factores podrian explicar la progresiva
disminucion de la solubilidad de hierro en relacién con el calentamiento
(Delgado-Andrade y col., 2004b).

Con la finalidad de establecer un procedimiento util que permita analizar la
capacidad quelante de hierro de los productos de la reacciéon de Maillard,
Morales y col., (2005) estudiaron la quelacion del mineral mediante la
incubacion de FeCl, con las melanoidinas obtenidas tras el calentamiento durante
24 horas a 100°C de diferentes sistemas modelo aminoacido-azicar,
comparandolas con las procedentes de bebidas como el café, vino y cerveza.
Mediante ensayos de saturacion se analizo la afinidad por el hierro (II) de cada
una de las melanoidinas obtenidas, y se observd que las procedentes de sistemas
modelo tienen mucha més habilidad para quelarlo que las procedentes del cafg,
cerveza o vino dulce. De todas formas, casi todos los sistemas modelo fueron
capaces de quelar mas del 85% del hierro presente al inicio del periodo de
incubacidn, excepto aquellos que contenian cisteina. Las melanoidinas obtenidas,
al tener diferente origen, pueden tener diferente estructura y en funcion de ella su
capacidad quelante de hierro puede variar. Por ejemplo, es conocido que las
fracciones de bajo peso molecular son las principales responsables de Ia
quelacion del mineral en el café (Nakamura-Takada y col., 1994). Se piensa que
la estructura de las melanoidinas procedentes de alimentos es mas compleja que
las obtenidas a partir de un sistema modelo.

Por otra parte se determin6d que las melanoidinas poseen en su estructura al
menos dos sitios diferentes de union para el hierro en funcién de la fuerza de
coordinacion hacia el mismo. De acuerdo con esta determinacion, se calcularon
los miligramos de hierro quelados por gramo de melanoidina, clasificandolas en
melanoidinas con baja, media y alta capacidad quelante de hierro,
determindndose, ademds, que no existe relacidn entre este parametro y el

pardeamiento de los PRM expresado como absorbancia a 420nm. Asimismo, se
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observo que las melanoidinas de sistemas modelo constituidos por glucosa tienen
mas capacidad quelante de hierro que las obtenidas de un sistema que contenga
lactosa, independientemente del tipo de aminoacido usado (Morales y col.,

2005).

Es conocida la afinidad de los PRM para quelar al cobre (O’Brien y
Morrissey, 1997). En concreto Wijewickreme y col., (1997) indicaron que ésta
capacidad de las melanoidinas viene influenciada por el tipo de azucar y las
condiciones de la reaccion utilizadas para su sintesis. La cantidad de cobre
quelada por PRM obtenidos en el calentamiento de mezclas de glucosa-lisina y
fructosa-lisina es muy parecida y varia en funcion de las condiciones
experimentales de la reaccion. Diversos autores han mostrado que el cobre puede
unirse a PRM solubles (Adikari y Tappel, 1973; Moon y col., 1994), mientras
que otros indican que es capaz de unirse fuertemente a PRM insolubles
procedentes del sistema modelo glucosa-glicina (Rendleman e Inglet, 1990) y
glucosa-lisina (Wijewickreme y Kitts, 1998). La fuerza con la que estos
compuestos forman complejos con el cobre (II) puede variar, y se ha estudiado
en concreto para los PRM denominados N-g-fructosil-lisina y N-g-carboximetil-
lisina unidos a un péptido llamando N-o-hipuril-lisina que como tal no forma
complejos con el cobre, pero si tras su glicacion, debido posiblemente a que se
forman nuevos centros de coordinacién para el metal dentro de la cadena
proteica. A la vez se observd que la estabilidad de los complejos formados con el
mineral es superior para N-a-hipuril-lisina-N-g-carboximetil-lisina, lo cual puede
deberse a que el cobre (II) se une, no sélo al nitrégeno del grupo g-amino, sino
también al dtomo de oxigeno del grupo carboxilo (Seifert y col., 2004). Esta
capacidad quelante también se ha observado en otros PRM derivados del sistema
modelo glucosa-histidina (Bersuder y col.,, 2001) y de distintos sistemas
constituidos por D-glucosa y aminoacidos como glicina y valina entre otros

(Gyurcsik y col., 1993).
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Estudios en alimentos como el tomate, indican que determinados productos
de Amadori como la D-fructosa-L-histidina, se comportan como potentes
quelantes de cobre (II) a pH fisioldgico, capaces de formar complejos mas
estables que otros ligandos de reconocida actividad quelante y antioxidante como
la L-histidina y la L-carnosina (Mossine y Mawhinney, 2007).

Estudios in vivo pueden sugerir la capacidad quelante de cobre de los PRM, al
observar que en ratas alimentadas con dietas ricas en estos compuestos, se
incrementa la cantidad de cobre absorbido cuando las necesidades lo requieran,
lo cual puede ser favorable (Delgado-Andrade y col., 2001a; Sarriad y Vaquero,
20006).

Esta quelacion tiene un significado importante, ya que, por un lado, puede
alterar, aumentar o disminuir la biodisponibilidad de metales in vivo y, por otro,
resultaria beneficiosa como antioxidante al retardar muchas reacciones de
oxidacion que son catalizadas por este mineral y por el hierro (Wijewickreme y

Kitts, 1998).

1.4.4. Aspectos fisiopatologicos

Dada la escasa informacioén disponible sobre la relacion entre estructura-
efecto de los PRM de la dieta tanto en el propio alimento como en el organismo
humano, se han llevado a cabo una serie de investigaciones cientifico-técnicas
financiadas a nivel nacional y europeo denominadas acciones COST que
desarrollan su investigacion sobre esta temdtica. Ya en 1999, la accion COST
919 llamada “Melanoidins in Food and Health” comenzé a investigar la
formacion de las melanoidinas en los alimentos y, sus efectos en la salud.
Actualmente, en la accion COST 927 denominada “Thermally Processed Foods:
possible health implications™ participan 20 paises europeos, entre ellos Esparia,
cuyo objetivo principal es el de investigar los métodos para obtener alimentos

procesados mas saludables y conocer mas ampliamente los riesgos y beneficios
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de los compuestos que se forman durante el tratamiento térmico de los mismos,

como son los productos de la reaccién de Maillard (Somoza, 2005).

a. Efectos sobre los microorganismos

La mayoria de las investigaciones realizadas sobre melanoidinas y
microorganismos estan orientadas hacia el estudio de cémo afectan los PRM al
crecimiento bacteriano, incluyendo un posible incremento en su vida media
(Viswanathan y Sarma, 1957; de Lara y Gilliland, 1985), la habilidad de los
microorganismos para degradar o decolorar a las melanoidinas (Murata y col.,
1992; Terasawa y col., 1996) y el efecto de las mismas en la composicion de la
flora intestinal (Jemmali, 1969; Horikoshi y col., 1981). Segun algunos autores,
melanoidinas procedentes de sistemas modelo glucosa-lisina estimulan el
crecimiento de bacterias intestinales beneficiosas (Ames y col, 1999;
Dell’ Aquila, 2003) y se ha comprobado el efecto prebiotico de las melanoidinas
procedentes de bebidas como el café (Borrelli y col., 2004) y la corteza del pan
(Borrelli y Fogliano, 2005). Sin embargo otros estudios sugieren la actividad
antibidtica (de Lara y Gilliland, 1985; Einarsson y col., 1988) y antibacteriana de
algunos PRM, como los procedentes de mezclas de lactosa-caseina, capaces de

inhibir a la urcasa del Helicobacter pilory ¢ impedir su adherencia a la mucosa

gastrica (Hiramoto y col., 2004).

b. Efectos mutagénicos, antimutagénicos y cancerigenos

Determinados factores relacionados con la dieta han sido asociados con el
desarrollo de diversos tipos de cancer en humanos. Algunos de estos factores
pueden ser potentes compuestos quimicos capaces de actuar como mutagenos;
entre estas sustancias destacan las aminas heterociclicas procedentes de la
reaccion entre aminoacidos, monosacaridos y creatinina durante el tratamiento
térmico de los alimentos (Skog y col., 1998). Seglin algunos autores (Bogen,

1994; Starvic y col., 1995) estos compuestos representan un potencial factor de
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riesgo en la etiologia del cancer en humanos, en concreto, los procedentes de las
carnes rojas asadas o del pescado a la parrilla (Johansson y Jagerstad, 1994) que
se han relacionado, junto con otros metabolitos toxicos, con el incremento en el
riesgo de desarrollar cancer de colon (Sugimura y col., 2004; Vulevic y col.,
2004) y cancer hepatico (Itoh y col., 2000). Ademas, estas aminas, una vez
absorbidas pueden ser transformadas a nivel hepatico en compuestos incluso méas
toxicos y reactivos y ser reabsorbidos por la microbiota intestinal (Boobis y col.,
1994). Otro compuesto clasificado como carcindgeno en ratas y ratones es la
acrilamida formada mediante la reaccion de Maillard, especialmente en alimentos
ricos en almidén (Eckburg y col., 2005), cuya actividad y riesgo para la salud en
humanos aun estan siendo evaluados (Dybing y col., 2005).

Muchos datos de la bibliografia sugieren efectos mutagénicos o genotoxicos
de diferentes mezclas de PRM o melanoidinas capaces de inducir aberraciones
cromosomicas en las células ovaricas de hamster (Powrie y col., 1981),
conversion de genes en levaduras (Rosin y col.,, 1982) y mutaciones en

Salmonella typhimurium producidas por PRM procedentes de un sistema

glucosa-lisina calentado a 100°C durante 10 horas (Shinohara y col., 1980) o a
121°C durante 1 hora (Kitts y col., 1993). Los PRM procedentes de sistemas
constituidos por glucosa y otros aminoacidos también muestran esta actividad,
pero no es tan marcada como con la lisina, dada la reactividad de sus grupos e-
amino (Powrie y col., 1981; Shinohara y col., 1983). El tipo de azicar utilizado
también influye en este sentido y se ha visto que las diferencias en su
mutagenicidad vienen determinadas por las variaciones existentes entre sus
mecanismos de reaccion. Brands y col., (2000) han mostrado que la glucosa y
galactosa exhiben una elevada actividad mutagénica relacionada con su
participacion en la reaccion de Maillard. Disacéridos como la lactulosa mostraron
una ligera actividad mutagénica o incluso nula en el caso de la lactosa en

comparacion con sus correspondientes monosacaridos, mientras que la
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mutagenicidad de cetosas como la fructosa y tagatosa fue notablemente mas alta
en comparacion con la de sus isomeros, glucosa y galactosa.

Por otro lado, se ha propuesto que ciertas melanoidinas podrian disminuir la
absorcion de compuestos toxicos con actividad mutagénica y cancerigena, como
son las aminas aromaticas heterociclicas (Somoza, 2005), mediante la quelacion
de las mismas (Solyakov y col, 2002). La actividad antimutagénica de los PRM
ha sido estudiada en sistemas modelo glucosa-lisina, glucosa-glicina, sacarosa-
glicina y xilosa-lisina (Chan y col., 1979; Kato y col., 1985; Kim y col., 1986;
Yamaguchi e Iki, 1986; Yen y col., 1992), estableciéndose que esta capacidad
puede deberse a la presencia de sustancias reactivas en la melanoidina que actian
como neutralizadores de radicales libres, inactivadores de mutagenos o

inhibidores de enzimas (Kim y col., 1986; Hayase y col., 1989).

c. Efectos alérgicos y antialergénicos

Son numerosos los estudios que han demostrado la asociacion entre los
productos de la reaccion de Maillard y el desarrollo de alergias alimentarias,
especialmente en la leche (Bleumink y Young, 1968; Mukoyama y col., 1977,
Kaminoagawa y col., 1984) y en los cacahuetes (Chung y Champagne, 1999),
sugiriéndose que los productos formados durante el tratamiento térmico al que
son sometidos los alimentos pueden aumentar la alergenicidad de ciertos
nutrientes que los constituyen (Maleki y col., 2000).

Sin embargo, estudios en alimentos como la soja (Babiker y col., 1998) y en
sistemas modelo reconocen el papel antialergénico de estos productos, de tal
modo que se ha visto que PRM procedentes de mezclas de glucosa-acido-6-
aminocaproico ejercen un efecto supresor de la reaccion alérgica, ya que inducen
la expresion del IFN-y y de la IL-12 en células de bazo de ratdon expuestas a un
alérgeno como la ovoalbumina y en macrofagos de la linea celular J774.1
(Hayase y col., 2005; 2006). Algunas proteinas presentes en frutas como la

cereza, la manzana y en vegetales como el apio pueden perder su alergenicidad
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debido a su unién con carbohidratos reductores durante su tratamiento térmico
(Vieths y col., 1998; Gruber y col., 2004). Estudios realizados en alimentos como
el pescado han sefialado que la alergenicidad de la tropomiosina del calamar, el
mayor alergeno presente en invertebrados marinos, disminuye al reaccionar con
la ribosa durante la reaccion de Maillard (Nakamura y col., 2006), en contra de
los resultados obtenidos en un estudio previo en el que la alergenicidad de esta
proteina en las vieiras se incrementd durante el progreso de la reaccion de

Maillard con glucosa y ribosa (Nakamura y col., 2005).

d. Reaccion de Maillard in vivo

La reaccion de Maillard in vivo da lugar a compuestos conocidos como
“productos de glicacion avanzada” 6 AGE (del inglés, advanced glication end-
products), que serian realmente los homologos endogenos de los PRM de la
dieta. La formacidon de estos compuestos en el organismo se produce de forma
mucha mas lenta, debido a las menores temperaturas, viéndose favorecida por la
presencia de hidratos de carbono y proteinas endogenas como el coldgeno y las
enzimas (Somoza, 2005). Su presencia ha sido relacionada con ciertas
enfermedades como diabetes (Bucala y col, 1994; Stitt y col, 2002),
neuropatias, retinopatias (Forbes y col., 2003; Stitt y col., 2004), desordenes
oculares como formacion de cataratas, glaucoma y degeneracion macular (Stitt,
2005), impotencia (Jiaan y col., 1995; Seftel y col., 1997), fibrosis pulmonar
(Matsuse y col., 1998), enfermedades vasculares (Wautier y Guillausseau, 1998),
aterosclerosis (Stitt y col., 1997), o enfermedades neurodegenerativas,
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Munch y col., 2003). Se postula que
inducen el estrés oxidativo con el consecuente dafio neuronal (Yan y col., 1994),
provocan la muerte celular programada o apoptosis (Min y col., 1999) y estan
relacionados con el envejecimiento (Monnier y Sell, 1994). La relacion entre los
PRM de la dieta y los AGE enddgenos es hoy dia motivo de estudio, ya que atn

se desconoce si poseen efectos sinérgicos o antagonicos.
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e. Actividad antioxidante

A pesar de lo que se ha comentado en el apartado anterior sobre el posible
papel de los AGE relacionado con el desarrollo de situaciones de estrés
oxidativo, uno de los aspectos mas interesantes y novedosos de los PRM es la
actividad antioxidante que se les atribuye, actualmente objeto de estudio de

muchos investigadores, tema que sera abordado en el capitulo siguiente.
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2. ESTRES OXIDATIVO
2.1. Generalidades

El oxigeno puede considerarse un nutriente esencial para los mamiferos, ya
que a partir de €l obtienen la energia necesaria para satisfacer sus necesidades en
la respiracion celular. Ademads, no puede ser sintetizado ni ser sustituido por otro
elemento. A pesar de ser esencial, puede resultar toxico suministrado en
concentraciones elevadas e incluso en concentraciones similares a las del aire.
Carl Wilhem Scheele describi6 en 1777 por primera vez los efectos negativos del
oxigeno sobre los seres vivos, solo dos afios después de que Sheele y Joseph
Priestley (1775) descubrieran a la vez e independientemente esta molécula.
Aunque inicialmente se pens6é que la toxicidad del oxigeno se debia a que
inactivaba directamente las enzimas celulares, posteriormente Gershman y
Gilbert propusieron que los efectos nocivos del oxigeno se debian a los radicales
libres y a otras especies reactivas del oxigeno (ERO) que se originaban a partir
de ¢l (Gershman, 1964). Esta hipdtesis fue desarrollada y totalmente aceptada
cuando se descubri6 la superdxido dismutasa (SOD), una enzima que cataliza la
reaccion de dismutacion del radical superoxido (O7,) para formar perdxido de
hidrégeno (H,0,) (Fridovich, 1975).

Los combustibles biologicos son oxidados por el oxigeno que se reduce
escalonadamente en la cadena respiratoria liberando energia gradualmente. Esta
reduccion es completa en su mayor parte, pero hay una pequefia proporcion (2-
5%) en que se produce de manera incompleta, formadndose moléculas con
electrones no apareados en su ultima capa electronica, que son extremadamente

reactivas y se denominan radicales libres (Mataix y Battino, 2002).
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2.1.1. Radicales libres

Un radical libre (RL) se define como cualquier especie quimica capaz de
existir de forma independiente y que presenta uno o mas electrones desapareados
en su estructura (Halliwell y col, 1992); como consecuencia son
extremadamente reactivos y, por tanto, tienen una semivida corta y una
concentracion baja en situacion estacionaria (Pryor, 1986; Cadenas, 1989).
Pueden ser catidnicos, anidnicos o neutros y normalmente son muy nocivos para
la célula (Fig. 2).

Dependiendo del elemento al que pertenezca el electron desapareado, seran
radicales libres del carbono, azufre, oxigeno...etc., siendo, estos ultimos, los mas

abundantes y de mayor importancia bioldgica.
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Figura 2. Ataque de los radicales libres a la célula (Austad, 1997)
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En este contexto son también interesantes las denominadas especies reactivas
(ER), entre las que se incluyen tanto los radicales libres propiamente dichos
como compuestos con gran reactividad. Destacan las especies reactivas del
oxigeno (ERO) donde se engloban radicales libres como: el anion superoxido
(07), el anién perdxido (0,%), el radical perhidroxilo (HO,) y el radical
hidroxilo (OH) y compuestos no radicales, tales como el perdxido de hidrogeno
(H,0,), el oxigeno singlete ('O,), el ozono (O;) y el acido hiplocoroso (CIOH)
(Mataix y Battino, 2002). Estas moléculas se estan produciendo continuamente
en los sistemas bioldgicos, muchas son productos intermedios en diferentes
reacciones enzimaticas y algunas resultan beneficiosas para el organismo
(Southorn y Powis, 1988; Chanock y col., 1994). No obstante, también algunas
de estas especies tan reactivas pueden provocar graves dafios celulares (Halliwell
y Gutteridge, 1999). Asi, el radical supero6xido que se genera principalmente en
la mitocondria de las células, afecta a enzimas como la xantino oxidasa y
aldehido oxidasa y se ha observado su participacion en numerosos procesos
citotoxicos, a pesar de ser una especie menos reactiva que otros radicales
(Fridovich, 1976; McCord, 1979); parece que es un agente que no acta
directamente, sino que, al metabolizarse por la superoxido dismutasa a peroxido
de hidrégeno, puede actuar como fuente del mismo o de otros radicales libres y
como reductor de iones metalicos de transicion (Cheeseman y Slater, 1993).

El peroxido de hidrégeno se produce principalmente en los peroxisomas
(35%), en las mitocondrias (15%) y en el citosol (5%) y, debido a su capacidad
para atravesar las membranas bioldgicas (Chance y col., 1979), puede producir
lisis eritrocitaria, inactivacion de enzimas como la gliceraldehido-3 fostato
deshidrogenasa en células de mamifero, oxidacion de acidos grasos
insaturados...etc., (Halliwell y col., 1992). Al igual que el anién superoxido
presenta una reactividad quimica limitada. La importancia de la generacion del
radical superoxido y del perdxido de hidrogeno se centra en su capacidad para

generar especies mucho mas reactivas y peligrosas como el radical hidroxilo
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que ataca practicamente a todas las moléculas biologicas mediante reacciones en
las que se ven implicados metales de transicion, principalmente hierro y cobre
(Halliwell y Gutteridge, 1989; 1990). Su reactividad es alta y practicamente
indiscriminada considerandosele uno de los principales iniciadores de la

peroxidacion lipidica (Ursini y col., 1982).

Los radicales libres se producen generalmente en la célula a través de
reacciones de transferencia de electrones, con o sin participacion enzimatica,
pero si mediatizada por iones metalicos de transicion. En células animales ésta
produccion puede ser derivada del cumplimiento de la funciones fisiologicas o
bien producirse de manera accidental.

Los mecanismos de formacion de los RL son tres:

1. Transferencia electronica, en la que se produce la cesion de un electron
a una molécula.

2. Pérdida de un protén de una molécula.

3. Rotura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula, de
manera que cada fragmento obtenido conserva uno de los electrones

apareados del enlace.

Una vez que se ha formado el radical libre en la reaccion de iniciacion, éste
tiene la capacidad de ceder el electron a cualquier otro compuesto, originandose
nuevos radicales en cadena, lo cual constituye la reacciéon de propagacion que
puede amplificarse tanto que llegue a afectar a los tejidos corporales (Fig. 3).

A continuacion se expone el mecanismo de formacion de radicales libres

derivados del oxigeno:
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Figura 3. Radicales oxigénicos (Nevado, 2000)

a. Fuentes de produccion celular 6 endogena de radicales libres

Las principales fuentes de produccidon de radicales libres a nivel celular se
describen a continuacion:

e Cadena de transporte de electrones mitocondrial: en condiciones
fisiologicas es considerada como la mayor fuente de formacion de
radicales libres de caracter accidental. Del total del oxigeno que llega a
la mitocondria, el 5-10% se reduce por la accidon de los electrones
procedentes de los transportadores de la cadena respiratoria que
escapan de ésta (Borevis y Chance, 1973), siendo responsable de la
formacion del anion superoxido que por accién de la superdxido
dismutasa pasa a peroxido de hidrogeno (Boreris y Cadena, 1975) y
¢éste a radical hidroxilo mediante la reaccion de Fenton o de Haber-

Weiss (Fig. 3). Cualquier situacion que produzca un aumento en el

51



Revision Bibliografica

52

consumo de oxigeno aumentard de forma proporcional la generacion
del radical superoxido, debido a que su formacion es flujo dependiente
de la cadena respiratoria mitocondrial.

Sistema xantina-oxidasa: la xantina-oxidasa es la primera oxidasa
identificada como productora de radicales libres. Estd ampliamente
distribuida en distintos tejidos de los mamiferos (Woolfolk y Downard,
1977). En el hombre se encuentra en el higado, yeyuno, glandulas
mamarias, musculo esquelético y riflones (Linder y col., 1999).
Aunque esta enzima cataliza la oxidacion de un variado niimero de
sustratos endogenos como las purinas, pirimidinas, pterinas y
aldehidos, y exogenos como el etanol, estd considerada como una
enzima constituyente del catabolismo de las purinas en la mayoria de
las células, que cataliza los pasos terminales de la via de degradacion
de la purina y la oxidacion de hipoxantina a xantina y de ésta a acido
urico, acoplando a dicha oxidacion una reduccidon monovalente del
oxigeno molecular (Roy y McCord, 1983). Como consecuencia se
producen peroxido de hidrogeno y anion superdxido, el cual solo se
forma cuando se altera la homeostasis celular, por ejemplo en
situaciones de isquemia (Bracci, 1992). En condiciones fisioldgicas se
encuentra como xantina deshidrogenasa, la cual utiliza NAD" como
aceptor de electrones produciendo NADH (Parks y Granger, 1986).
Metabolismo del acido araquidoénico: el 4dcido araquidonico es un
acido graso insaturado de cadena larga que posee cuatro dobles enlaces
(C20:406). Es un precursor esencial de las prostaglandinas,
leucotrienos y tromboxanos, en cuya sintesis se oxida por accion la
ciclooxigenasa y lipooxigenasa, generandose anion superéxido cuando
hay NADH o NADPH disponibles (Kukreja y col., 1986). La actividad
hidroperoxidasa también conduce a la formaciéon del radical

superdxido y la lipooxigenasa parece estar involucrada en la sintesis de
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oxigeno singlete (Duran y col., 1984). A la vez, tanto por la via de la
ciclooxigenasa como de la lipooxigenasa pueden generarse perdxidos
intermedios (Flitter, 1993).

Fagocitos y otras fuentes de radicales: las células fagociticas
constituyen otra fuente bioldgica importante de radicales libres,
principalmente de anion superdxido. Su formacion se produce durante
la fagocitosis de los microorganismos cuando su membrana plasmatica
entra en contacto con ellos, provocando un aumento en el consumo de
oxigeno (Babior, 1984). El anion superdxido pasa a peroxido de
hidrogeno por la superdxido dismutasa y éste a 4cido hipocloroso por
accion de la mieloperoxidasa. En los fagolisosomas el peroxido de
hidrégeno puede dar lugar a la formacién del radical hidroxilo a través
de la clasica reaccion de Fenton (Winrow y col., 1993). Otro de los
radicales libres que pueden formarse durante la fagocitosis es el 6xido
nitrico, cuya reaccion con el superoxido produce la formacién de
peroxinitrilos que al descomponerse dan lugar a hidroxilo.
Autooxidacion de pequeiias moléculas: iones divalentes, tioles,
quinonas, catecolaminas, tetrahidropterinas y flavinas pueden sufrir
reacciones de oxidacion generando radicales libres, principalmente
anion superoxido. Cuando estas moléculas oxidadas se vuelven a
reducir, se establece un ciclo redox que puede implicar un consumo
desproporcionado de oxigeno molecular y equivalentes redox
(Freeman y Grapo, 1982; Proctor y Reynolds, 1984).

Oxidacion de hemoglobina y mioglobina: la oxidacion de estas
hemoproteinas puede producir radicales libres de oxigeno. Cuando el
hierro en forma ferrosa de la hemoglobina liga oxigeno molecular, se
forma una molécula de hemoglobina oxigenada que puede

*r r . +
descomponerse dando lugar a anién superdxido y hemo-Fe’*, pasando
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a metahemoglobina por accion de las metahemoglobina reductasas
(Valenzuela y Videla, 1989; Halliwell y Gutteridge, 1999).

e Peroxisomas: estos organulos tienen una gran capacidad para producir
perdxido de hidrogeno debido a la gran concentracion de oxidasas que
contienen, las cuales catalizan la reduccion divalente del oxigeno sin
formacion de radical superéxido (del Rio y col., 1988).

e Transporte electronico microsomal: el denominado citocromo Pys
es, en realidad, un conjunto de citocromos localizados en el reticulo
endoplasmico y en otros orgdnulos implicados en la oxidacion de
sustratos a expensas de oxigeno que requiere poder reductor en forma
de NADPH, aportado por la NADPH-citocromo P45, reductasa,
liberandose perdxido de hidrogeno y anidon superoxido (Sevanian y
col., 1990).

o Metales: la génesis de derivados oxigénicos reactivos mas agresivos
que el anidén superdxido o que el peroxido de hidrégeno suponen
normalmente la participacion de metales de transicion disponibles
como el hierro y el cobre. Dada su importancia y la relacién con el
objetivo de esta tesis, se mencionaran detalladamente en un capitulo

aparte.

b. Fuentes de produccion exdgena de radicales libres

Dentro de este grupo destacan las radiaciones ionizantes, radiaciones
ultravioleta, luz visible en presencia de fotosensibilizadores y activacion de
xenobidticos que ejercen su accion toxica mediante su metabolizacion a
productos intermedios reactivos considerados como radicales libres. Entre ellos
se encuentran diversos pesticidas, el humo del tabaco, antimicrobianos como la
adriamicina, capaz de incrementar el estrés oxidativo y la formacion de
productos derivados de la peroxidacion lipidica (Nevado, 2000), farmacos

anticancerigenos y otros medicamentos (Martinez-Cayuela, 1998).
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2.2.Papel de los metales (hierro y cobre) en el estrés oxidativo

Numerosos estudios indican la evidente participaciéon de los metales de
transicion como catalizadores de los procesos oxidativos a nivel biologico y, por
tanto, su toxicidad puede estar en parte relacionada con el dafio oxidativo celular
y tisular. Metales como el hierro, cobre, cadmio, cromo, plomo, mercurio, niquel
y vanadio entre otros, exhiben la habilidad de producir especies reactivas del
oxigeno que intervienen en procesos de peroxidacion lipidica, dafio en el ADN,
deplecion de proteinas con grupos sulfidrilo (SH), alteraciones en la homeostasis
del calcio, nefrotoxicidad, hepatotoxicidad y neurotoxicidad. No obstante,
existen diferencias en cuanto a estos efectos en funciéon de su solubilidad,
absorcion, transporte, reactividad quimica y capacidad para formar complejos
con otras moléculas (Stocs y Bagchi, 1995).

Algunos metales tienen un doble papel en situaciones de estrés oxidativo, por
un lado su participacion como promotores en las reacciones de oxidacioén, y, por
otro, su papel en la defensa antioxidante al formar parte de enzimas
antioxidantes, como son la catalasa y la superoxido dismutasa. Por ejemplo, la
estructura de la catalasa contiene hierro, mientras que el zinc y el cobre forman
parte de la superoxido dismutasa citosolica. El zinc, ademads, tiene actividad
antioxidante por si mismo, habiéndose propuesto dos mecanismos de accidon
diferentes: por un lado, protege los grupos sulfhidrilo de las proteinas de la
oxidacion (Gibbs y Jordan, 1981) y, por otro, previene la generacion de especies
reactivas del oxigeno mediante competencia por los sitios de unidon con metales
como el hierro y el cobre, de los que se diferencia por tener un solo estado de
oxidacidn, impidiendo su participacion en la reaccion de Fenton (Bray y Bettger,
1990; Zago y Oteiza, 2001).

La versatilidad del hierro y del cobre en el metabolismo oxidativo confiere a
estos metales la capacidad de ejercer funciones prooxidantes y/o antioxidantes
segin el complejo o la estructura de la que formen parte. Son nutrientes

esenciales para el ser humano y tanto su sobrecarga como su deficiencia,

55



Revision Bibliografica

controlada mediante la alimentacion, afectan a la salud (Cardoso y Galleano,
pag.web). Una gran variedad de estudios han demostrado la habilidad del hierro
en forma de quelatos o complejos para catalizar la formacion de radicales libres y
estimular la peroxidacion lipidica en cuyo desarrollo juega un papel crucial, tanto
en forma ferrosa como férrica, formando parte de un complejo dioxigeno-Fe.
Este proceso también se ve favorecido cuando el hierro se encuentra unido a
otros quelantes como el ADP, histidina, &cido etilendiaminotetraacético (EDTA)
o citratos (Alleman, 1985; Minotti y Aust, 1987; Aust, 1989; Ryan y Aust, 1992).
Ligandos como el nitrilotriacetato (NTA) y ATP quelan al hierro favoreciendo la
oxidacion de los lipidos y dafios en el ADN (Igbal y col., 2003); la union del
hierro al EDTA puede provocar un dafio oxidativo a través de su participacion en
la reaccion de Fenton (Engelmann y col.,, 2003). Se ha observado que la
autooxidacion del hierro (II) se ve incrementada por el EDTA y el NTA. El NTA
permite al hierro (II) reaccionar con el peroxido de hidrégeno con la consiguiente
formacion de radicales hidroxilo. La actividad redox del complejo EDTA-Fe
puede deberse a que este ligando no satura completamente los sitios de
coordinacion del hierro, de manera que aquellos que quedan libres pueden ser
ocupados por el agua y otros reductores celulares.

El cobre actia de una forma similar al hierro catalizando estos mismos
procesos (Chan y col., 1982).

Como ya se ha comentado, un ejemplo conocido es la implicacion de estos
dos metales en la reaccion de Fenton, en la que actian como agentes cataliticos
promoviendo la formacidn del radical hidroxilo (Nevado, 2000).

La reaccion de Fenton (1) se ve favorecida por la presencia de agentes
reductores como el ascorbato (2) y el anidén superoxido (3) que reducen el 16n
férrico (Fe’) a ferroso (Fe®"), el cual reacciona con el peroxido de hidrogeno

iniciandose el proceso.
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Fe’" + Ascorbato — Semihidroascorbato + Fe* (2)

Fe'" + 0,” —» 0, + Fe*" (3)

Fe" + H,0, —» OH + OH + Fe’" (1) Reaccion de Fenton

Cuando el agente reductor es el anidon superdxido se inicia la denominada
reaccion de Haber- Weiss o “reaccion de Fenton conducida por el O, (Halliwell
y col., 1992) (5), siendo ésta, la suma de la reaccion de Fenton (1) y la capacidad

del anién superédxido para reducir metales de transicion (4).

Fe' +0,” —» Fe*" + 0, (4)

H,0, + O, —— OH + OH  + O, (5) Reaccion de Haber-Weiss (1 + 4)

Por otra parte, los complejos de hierro son considerados como los auténticos
iniciadores de la peroxidacion lipidica que consiste en un dafio oxidativo de
acidos grasos poliinsaturados producido mediante un proceso autocatalitico e
incontrolable. A pesar de que se observa una tendencia a favor de las especies
ferrilo (6) y perferrilo (7), se cree que es realmente un complejo Fe**-Fe’*-0, el
que inicia el proceso (Shaich, 1992). Los hidroperéxidos lipidicos (LOOH) que
se forman en esta etapa son muy inestables en presencia de hierro y de cobre. Las
sales ferrosas, reaccionan rapidamente con estos productos, generando radicales

alcoxilo lipidicos y sales férricas que pueden generar radicales peroxilo (8).

Fe (I) + H,0, —» [FeOH *" (6 FeO*")] ——» OH’ + Fe (III) (6)
Fe(IlH)+ 0, —» (Fe -0, *> Fe,-0,) —» Fe (1) + 0, (7)
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LOOH + Fe" — LO + OH + Fe’" (8)
LOOH + Fe** —— LOO +OH" + Fe**

El cobre (Cu®") participa como catalizador de las reacciones de
lipoperoxidacion (9) en presencia de trazas de peroxidos lipidicos. Por este
motivo es utilizado frecuentemente in vitro para estimular la lipoperoxidacion
(Estrebauer y col., 1992), observandose que tanto en forma clprica como cuprosa
posee mayor capacidad que el hierro para formar especies reactivas del oxigeno,
produciendo un dafio mayor a bases del ADN, asi como la rotura de sus hebras
(Guyton y Kensler, 1993; Brezova y col., 2003). Ademas, a diferencia del hierro,
la peroxidacion lipidica catalizada por el cobre puede ocurrir sin la produccion de
radical superdxido y es independiente del perdxido de hidréogeno y del radical

hidroxilo (Lynch y Frei, 1993).

Cu’*+LOOH — LOO +H' ] (9)
Cu”'+LOOH — LO +Cu’’ }

Por otra parte, determinados estudios in vitro han demostrado el papel del
cobre en la oxidacioén de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Haidari y col.,
2001; Burkitt, 2001), e incluso mas en las de alta densidad (HDL) (Raveh y col.,
2000). No soélo los iones de cobre libres intervienen en la oxidacion de las LDL,
sino que también lo hacen enzimas como la ceruloplasmina que actia como una
fuente de cobre que puede ser atacada por radicales libres como el peroxinitrato
favoreciéndose de un exceso del mineral (Mukhopadhyay y Fox, 1998). No
obstante, también se ha observado que una deplecion en los niveles de cobre
puede disminuir la capacidad de las células de producir enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa (SOD), con lo que se produciria un incremento en

el dafio oxidativo provocado por radicales oxigénicos (Pan y Loo, 2000) que
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también se ha comprobado cuando se origina una sobreexpresion de la Cu-Zn

superdxido dismutasa (Lombardi y col., 1998).

2.3.Efectos de los radicales libres y de las especies reactivas sobre los

sistemas bioldgicos

La capacidad de cada radical libre o especie reactiva como agentes
prooxidantes esta determinada por factores como su reactividad, especificidad,
selectividad y difusibilidad. De este modo, el radical hidroxilo reaccionara con
cualquier molécula cercana, dada su elevada reactividad y baja especificidad, y
su peligro dependera del compartimento celular en el que se origine o las
moléculas a las que ataque. Especies menos reactivas, como el anion superdxido,
reaccionaran menos indiscriminadamente pero de forma mucho mas especifica y
selectiva, teniendo incluso mayores consecuencias biologicas.

El orden creciente de reactividad es O, < H,O, < OH'. Estos tres compuestos
pueden introducirse en determinados compartimentos celulares dada su habilidad
para atravesar las membranas e interaccionar con pequefias biomoléculas de bajo
peso molecular como las vitaminas, hidratos de carbono, aminoacidos y lipidos,
con macromoléculas como las proteinas y acidos nucleicos o con estructuras
supramoleculares como las membranas y lipoproteinas, produciendo los efectos
que se describen a continuacion:

e Hidratos de carbono: son dafiados en menor proporcidon que otras
moléculas. Monosacaridos como la glucosa, el manitol y ciertos
desoxiazlcares pueden reaccionar con el radical hidroxilo produciéndo
sustancias reactivas (Sies, 1985; Blake y col., 1987). En dicha reaccion se
produce la pérdida de un hidrogeno, generandose una desoxirribosa con
un radical centrado en el cuarto carbono. Reacciones sucesivas de este
radical pueden producir roturas del ADN, liberandose la base intacta o el

azucar modificado (Mataix y Battino, 2002). Los polisacaridos pueden ser
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atacados por las ERO fragmentandose en unidades mas sencillas. Asi, el
acido hialurénico puede despolimerizarse en presencia de una elevada
concentracion de radicales hidroxilo, produciéndo un descenso en la
viscosidad del liquido sinovial de las articulaciones, lo que justificaria el
desarrollo de la artritis (Greenwald y Moy, 1980).

Aminoacidos: los radicales libres pueden reaccionar con aminoacidos que
contengan grupos insaturados o azufre como la fenilalanina, histidina,
triptéfano, cisteina, tirosina o metionina sufriendo modificaciones
oxidativas que producen alteraciones en su papel fisiologico que pueden
ser reversibles como la 6xido-reduccion de los tioles o irreversibles como
la rotura del anillo de histidina o triptofano (Mataix y Battino, 2002).
Colesterol: a partir de ¢l pueden formarse hidroperoxidos de colesterol,
oxiesteroles oxidados y derivados oxidados implicados en enfermedades
como la aterosclerosis o la enfermedad cardiovascular (Mataix y Battino,
2002).

Proteinas: las consecuencias bioldgicas mas graves son la oxidacion de
enzimas, con la consiguiente pérdida de funcionalidad y de las proteinas
estructurales, lo que produce alteraciones graves en la arquitectura celular.
El hecho de que una proteina sea atacada por un RL o ERO depende de la
composicion en aminodcidos y de la accesibilidad a los mismos. Estos RL
o ERO pueden modificar el estado redox de los ligandos metélicos de
muchas metaloproteinas, iniciando una reaccion en cadena de formacion
de mas RL y formando complejos en el interior del ambiente proteico. Tal
es el caso de la oxihemoglobina que se convierte en metahemoglobina al
reaccionar con el anion superdéxido o con el perdxido de hidroégeno
(Freeman y Grapo, 1982; Valenzuela y Videla, 1989) y de una
hemoproteina como la catalasa que es inhibida por los radicales
superdxido, convirtiéndola en sus formas inactivas ferrilo y ferroxi

(Halliwell y Gutteridge, 1999). El resultado es la conversion de algunos
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residuos aminoacidicos en derivados carbonilos. La concentracion de
grupos carbonilo es una buena medida de la oxidacion proteica mediada
por las especies reactivas de oxigeno. Estos grupos pueden reaccionar con
carbohidratos durante la reaccion de Maillard generando los denominados
productos avanzados de la glicacion (AGE), la mayoria inestables y
reactivos (Dalle-Donne y col., 2005). Los AGE mejor caracterizados
quimicamente encontrados en humanos son la pentosidina y la
carboximetil-lisina.

Otras enzimas que pueden verse afectadas por los RL al reaccionar con
ellos sus aminoacidos constituyentes son la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, papaina y superoxido dismutasa. Estas interacciones
pueden dar lugar a alteraciones estructurales en las proteinas, provocando
entrecruzamientos y fenomenos de agregacion favorecidos por la
formacion de puentes disulfuro intra e intermoleculares (Stadtman, 1992;
Gebicki y Gebicki, 1993). Los enlaces peptidicos también pueden ser
dafiados por las ERO y como consecuencia pueden romperse tras la
oxidacion de residuos de prolina por accion de los radicales hidroxilo y
peroxido (Wolf'y Dean, 1986).

Por otra parte la proteina puede ser atacada por radicales secundarios
procedentes de la peroxidacion lipidica o incluso por subproductos
obtenidos por la propia interaccion de los RL con las proteinas (Stadman,
1992).

Acidos nucleicos: tanto el ARN como el ADN son objetivos de los RL y
ERO. El radical hidroxilo puede reaccionar tanto con bases puricas como
pirimidinicas asi como con las pentosas ribosa y desoxirribosa (Halliwell
y Gutteridge, 1999). Esto se traduce en aberraciones cromosomicas,
reacciones de entrecruzamiento y, en muchos casos, la ruptura de las
hebras del ADN (Demple y Linn, 1982; Harman, 1992; Higuchi y Linn,

1995). Los dafios producidos pueden escapar a los mecanismos de

61



Revision Bibliografica

reparacion, dando lugar a mutaciones, cancer o a la muerte celular
(Cerutti, 1985; Davies y col., 1990).

e Lipidos y peroxidacion lipidica:

La peroxidacion lipidica es un mecanismo bien conocido de dafio celular,
siendo por ello utilizado en ocasiones como indicador del estrés oxidativo y
como biomarcador de contaminacion ambiental (Di Giulio, 1991). Los acidos
grasos poliinsaturados (PUFAs) son fundamentales en la célula ya que forman
parte de los fosfolipidos de las membranas celulares y son responsables de su
fluidez. Su funciébn es mantener la integridad celular (Muriel, 1997)
encontrandose en la membrana plasmadtica, la membrana celular del reticulo
endoplasmico y la membrana mitocondrial. Los PUFAs son las moléculas
biologicas mas susceptibles al estrés oxidativo y su degradacion se denomina
peroxidacion lipidica. Esto se debe a que poseen dobles enlaces C=C de tipo cis
separados por un CH, alilico lo que les hace especialmente susceptibles al ataque
de los RL. Tal es el caso, por ejemplo, del acido linoleico (C18:2n6), el
araquidonico (C20:4n6) y el docosahexaenoico (C22:6n3). Los acidos grasos
monoinsaturados son madas resistentes, mientras que los saturados solo son
oxidados bajo condiciones extremas (Cheeseman, 1993). Esta peroxidacion es el
efecto mas importante de los radicales libres en la célula, ya que la destruccién
de los PUFAs, junto con la formacion de puentes disulfuro en las cadenas
proteicas y su ruptura, provoca un desmoronamiento de la estructura de
membrana que conduce a una pérdida de la permeabilidad y, por tanto, a la
muerte celular. La susceptibilidad de las membranas biologicas a la peroxidacion
lipidica depende del grado de instauracion de los 4cidos grasos de las mismas, de
la posicién de los dobles enlaces y de la presencia de iones hierro (Ursini y col.,
1989), que, como se ha comentado previamente, participa en numerosas
reacciones de oxidacion. Una vez iniciado, el proceso adquiere forma de cascada
de produccion de radicales libres hasta la formacion de perdxidos organicos y

otros productos como los hidroperoxidos de acidos grasos y una serie de
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metabolitos, algunos muy toxicos como el malondialdehido (MDA) y el 4-
hidroxinonenal (4-HNE) (Diaz y col., 1998) (Fig. 4).

En general, la peroxidacion lipidica se divide en tres fases: iniciacion,
propagacion y terminacion.

a. Iniciaciéon: las reacciones de iniciacion dan lugar a la formaciéon de
radicales libres a partir de los PUFAs y/o peroxidos lipidicos o
hidroperéxidos. El comienzo consiste en el ataque de las especies
radicales capaces de sustraer un atomo de hidrogeno del metilo de la
cadena del acido graso, formandose un radical lipidico centrado en el

carbono (10) (Halliwell y Chirico, 1993; Cheeseman, 1993).
RH + Iniciador (RL/ERO) — R’ (10)

Existe una baja probabilidad de que este proceso se realice
espontdneamente, surgiendo la duda sobre la via a través de la cual se
inician los procesos de propagacion de la peroxidacion lipidica. Dentro
de las ERO, el radical hidroxilo se considera como iniciador, dado que
puede atacar todas las moléculas bioldgicas como los lipidos de

membrana (11) y la forma protonada del anion superdxido (12).
L-H+ OH — H,0+L (11)

L-H + H,O' — H,0,+L 12)
LOOH + HzO — H,O, + L02

Ademas, los metales de transicion juegan un papel central en la
génesis de los radicales libres que actian como iniciadores de la
peroxidacion lipidica, ya que pueden ejercer como catalizadores en la

formacion de las ERO (Aust y col., 1985), tal y como se ha indicado en
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el apartado 2.2. Los sistemas experimentales utilizados para generar la
peroxidacion lipidica suelen usar sales de hierro y cobre como metales
catalizadores (Aust y Svingen, 1982). Existen estudios que indican que
tanto el hierro libre (Gutteridge y col., 1982) como unido a proteinas,
como la ferritina, pueden inducir la peroxidacion lipidica (Gutteridge y
col., 1983). La quelacién del hierro por sustancias como EDTA
(Pucheu y col., 1993), ADP y ATP (Hochstein, 1981) produce un
potencial redox que favorece su acoplamiento con las reacciones de

reduccién de oxigeno y, por tanto, el inicio de la peroxidacion.

. Propagacion: se trata de la activacion de la peroxidacion lipidica por

un radical lipidico con la consiguiente acumulacion de peroxidos
lipidicos (Cheeseman, 1993), siendo muchos los factores que influyen
en la extension de la cadena de propagacion. En esta etapa, los
hidroperoxidos formados durante la iniciacion, suelen reaccionar con
metales como hierro y cobre, cuya presencia es casi imprescindible
para romperlos, generando nuevos radicales capaces de iniciar nuevas
cadenas de lipoperoxidacion (apartado 2.2., reacciones 8 y 9), siendo
dificil distinguir entre la iniciacion por complejos metalicos y las
reacciones de propagacion a partir de los hidroperoxidos preformados,
demostrandose que una gran cantidad de compuestos que transportan
hierro como la hemoglobina, el complejo cisteina-Cl;Fe y el EDTA-
Fe®', facilitan su descomposicion (Hamberg, 1975; Gardner y col.,

1978; Svingen y col., 1979).

. Terminacion: en esta ultima fase se produce la combinacion de los

radicales lipidicos para dar lugar a la formacion de compuestos no
radicales (13) como el MDA y el 4-HNE, hidrocarburos volatiles
oxigenados y no oxigenados como el pentano y etano (Cohen, 1982;

Paraidathathu y col., 1992), o incluso compuestos no reactivos
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mediante reacciones con antioxidantes tipo ‘“‘scavenger”, como la

vitamina E (14).

L'+ L — producto no radical

LOO +L" — LOOH+LH

L'+Vit E— LH+ Vit E

VitE+L'— LH+ Vit. E

-CH,-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH, Acido
linoleico
(LH)
(RADICAL R-

LIBRE) N
A R

\4 O

(13)

(14)

-CH,-CH,-CH=CH--CH-CH=CH-CH,-CH,- A (-CH,-CH,-CH=CH-CH=CH--CH-CH,-CH,-)

Radical del 4cido linoleico
(L-) (dieno no conjugado)

(REORDENACION DE ENLACES)

v

-CH,~CH-CH=CH-CH=CH-CH,-CH,-CH,-

Radical del acido
linoleico (L-)

(dieno conjugado)

0,

N

v

-CH,-C-CH=CH-CH=CH-CH,-CH,-CH,-

Radical
peroxilo del
, acido linoleico
eura’) L'H ~ (LOOY)
N

L’ (RADICAL)
HOOH

v

-CH,-C-CH=CH-CH=CH-CH,-CH,-CH,-  Hidroperéxido

lipidico del
acido linoleico
(LOOH)

Figura 4. Esquema de la peroxidacion lipidica a partir del acido linoleico (Mataix y

Battino, 2002).
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2.4.Prevencion y reparacion del dafo oxidativo: ANTIOXIDANTES

A pesar del dano oxidativo que pueden originar estos compuestos, el
organismo cuenta con una serie de sistemas de defensa antioxidante que intentan
neutralizar la agresion; un antioxidante se define como “cualquier sustancia que
cuando estd presente a bajas concentraciones en presencia de un sustrato
oxidable, retrasa o previene la oxidacion del mismo.” (Halliwell y Gutteridge,
1988; Mataix y Battino, 2002). Segiin Valko y col., (2006), en general, un buen
antioxidante deberia:

e Atenuar, reducir o incluso anular especificamente la actividad de los
radicales libres.

e Quelar metales implicados en el estrés oxidativo como el hierro y
cobre.

e Interactuar con otros antioxidantes.

e Tener un efecto positivo sobre la expresion génica.

e Ser rapidamente absorbido.

e Tener una concentracion adecuada a nivel fisioldégico para poder
ejercer su accion en tejidos y fluidos.

e Ser hidrosolubles y/o liposolubles.

Los sistemas antioxidantes del organismo se caracterizan por su
heterogeneidad, ya que pueden estar localizados intra y extracelularmente en
multitud de tejidos, pueden ser hidrosolubles y liposolubles y proceder de
diferentes fuentes ya que algunos son nutrientes propiamente dichos o provienen
de ellos y otros son productos del metabolismo.

Hay varias clasificaciones de antioxidantes, segun distintos aspectos de los
mismos (localizacidn, funcidn, procedencia...). La mas ampliamente aceptada es

la que los agrupa en funcidn de su mecanismo de accion en (Tabla 1):
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a. Antioxidantes de prevencion: impiden la formacion de radicales libres
mediante la descomposicion no radical de lipidos peroxidados (LOO) y
perdxido de hidrogeno (H,0,), el secuestro de metales por quelacion y la
inactivacion del O, activo.

b. Antioxidantes eliminadores de radicales libres: neutralizan radicales al
inhibir el inicio de la cadena o romper su propagacion.

c. Sistemas enzimaticos de reparacion o de sintesis de novo: reparan los

dafios producidos y reconstituyen la membrana.

MECANISMO DE

TIPO DE DEFENSA ACCION

ANTIOXIDANTE

Catalasa, glutation peroxidasa,
superoxido dismutasa
Transferrina, ceruloplasmina
Productos de Maillard?

Impiden la formacion del RL:
Prevencion - Descomposicion de H,O,
- Quelacion de metales

Vitamina A, E, C

Eliminadores de radicales Inhiben el inicio de la cadena Coenzima Qg
(scavenger) y rompen la propagacion Flavonoides y polifenoles

JProductos de Maillard?

Reparacion y sintesis de Reparan los dafios y Enzimas de reparacion del
novo reconstituyen la membrana ADN, proteasas, tranferasas

Tabla 1. Clasificacion de los antioxidantes en funcion de su mecanismo de accion

Estos sistemas antioxidantes se producen de forma constante en el organismo
al igual que los radicales libres que pueden agredir la propia estructura celular
con pérdida de la misma asi como de su funcionalidad. Ante esta agresion
oxidante, el organismo responde intentando neutralizarla, utilizando la defensa
antioxidante. Cuando la agresion supera la defensa se habla de una situacion de
estrés oxidativo (Mataix y Battino, 2002), es decir, el balance oxidativo

existente entre la produccion de radicales libres y la de defensas antioxidantes se
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rompe, bien por una superproduccion de los primeros o por una reduccion de las

segundas (Halliwell y col., 1992; Halliwell y Chirico, 1993) (Fig. 5).

RADICALES LIBRES

ANTIOXIDANTES

Figura 5. Pérdida de equilibrio entre radicales libres y antioxidantes: estrés

oxidativo

Las especies reactivas generadas en la situacion de estrés oxidativo pueden
Iniciar procesos patologicos graves y favorecer su progresion (Lindsay y Astley,
2002).

Los radicales libres del oxigeno se han relacionado con patologias como
cancer, diabetes (Okamoto, 1985), procesos reumaticos (Wolf y col., 1986),
patologias cardiovasculares (Byers, 1993), afecciones broncopulmonares y
patologias gastroentéricas (Slade, 1993), asi como con el proceso de
envejecimiento (Harman, 1992) o las alteraciones aparecidas a consecuencia del

ejercicio fisico extenuante (Vifia, 2001; Aguilo6 y col., 2003; 2005).

2.4.1. Mecanismos enzimaticos

Se trata de enzimas que proporcionan una funcion protectora frente a los
oxidantes bioldgicos, disminuyendo la concentracion intracelular de radicales
libres. Entre ellas destacan la catalasa, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, NADPH-quinona oxidorreductasa

y la epoxido hidrolasa entre otras.
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Catalasa: se trata de una enzima presente en todas las células animales,
plantas y bacterias aerdbicas (Mates y col., 1999). Dentro de las células se
encuentra principalmente en los peroxisomas (80%) y en el citosol (20%)
(Nieto, 1993), aunque también se ha localizado en las mitocondrias
(Prasad y col., 1994), mostrando una mayor actividad en higado y
eritrocitos. Se trata de una hemoproteina ferroporfirinica con un peso
molecular aproximado de 240kDa (Djordjevic, 2004) que presenta una
doble funcion catalitica-peroxidica. Por un lado, cataliza la reduccion de
peroxido de hidrogeno a agua y oxigeno (15), observandose que una sola
molécula de catalasa puede reducir unos 6 millones de moléculas de
peroxido de hidrégeno por minuto (Valko y col., 2006). Esta enzima tiene
constantes de velocidad relativamente elevadas, pero presenta una baja
afinidad por el sustrato, de manera que son necesarias altas
concentraciones de perdxido de hidrégeno para activarla. Sin embargo, se
ha observado que puede verse inactivada a concentraciones de H,0,
superiores a 0,1M. Por otro lado, su papel peroxidico se basa en la
oxidacion de un dador de hidrégeno como el metanol, etanol, fenoles, etc.,
con el gasto de un mol de peroxido o con el consumo de los
hidroperoxidos alquilo (16). El predominio de una actividad u otra
depende de la concentracion de donadores de hidrogeno y de la
concentracion o produccidon de peroxido de hidrogeno en el sistema (Aebi,
1984).

Catalasa
HzOz — HzO + 02 (15)

ROOH + AH, —— ROH + H,0 + A (16)
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Superéxido dismutasa (SOD): son las principales enzimas implicadas en
la desintoxicacion de las ERO mediante el secuestro del radical O, que
sufre una dismutacion para producir perdxido de hidrogeno y oxigeno
(17). Se trata de un grupo de metaloproteinas (CuZnSOD, MnSOD,
FeSOD y NiSOD), que contienen el correspondiente ién o cofactor
metalico (Fridovich, 1998). La FeSOD ha sido aislada en plantas y
procariotas y la CuZnSOD, MnSOD y la FeSOD han sido descritas en
mamiferos. La CuZnSOD es una enzima intracelular localizada en el
citosol, nucleo y peroxisomas de todas la células eucariotas (Crapo y col.,
1992). Su peso molecular aproximado es de 32kDa y esta constituida por
dos subunidades idénticas (Tainer y col., 1982), conteniendo cada una Cu
(II) y Zn (II). EI Cu (II) es el responsable de su actividad catalitica, y
puede alternarse entre el estado cuproso y cuprico durante el ciclo
catalitico, mientras que el Zn (II) estabiliza la conformacion de la enzima
(Rotilio y col., 1972). En el citosol, esta enzima puede ser inactivada por
el peréxido de hidrogeno con la consiguiente formacion de Cu (II)-OH o
bien su forma ionizada Cu (II).O” (Hodgson y Fridovich, 1975). Ademas,
puede catalizar la peroxidacion de numerosos compuestos.

La MnSOD se localiza en la mitocondria donde puede existir en forma
dimérica o tetramérica, de manera que cada subunidad contiene un i6n Mn
(IT). En las células eucariotas se encuentra como un homotetramero
localizado en la matriz mitocondrial. Las ERO inducen la expresion de
esta enzima, la cual protege la mitocondria de su toxicidad, sobre todo
frente al radical O,  producido durante el transporte electronico
mitocondrial. Ademds de las citoquinas, una amplia variedad de
metabolitos de las ERO pueden inducir su expresion en distintas células
que juegan un papel decisivo en la patogénesis de determinadas
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (Yoshioka y col.,

1994). Su mayor actividad se expresa en higado, corazon y pancreas.
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Por ultimo, las SOD extracelulares presentan menos actividad que las
intracelulares y actiian principalmente en el utero, gldndulas tiroideas,
pancreas, cordon umbilical y vasos sanguineos, constituyendo cerca del
70% de su actividad aquella que realiza en las arterias tanto a nivel
pulmonar como sistémico (Oury y col., 1996a).

Regulan tanto los niveles extracelulares del anion superoxido como la

actividad del 6xido nitrico (Oury y col., 1996b).

El mecanismo general de actuacion de la SOD seria el siguiente:

Superoxido dismutasa

Oz.- + 02.- ‘|‘2HJr —> Oz + HzOz (17)

Una actividad excesiva de SOD debe ir acompafiada de actividad
catalasa o glutation peroxidasa, ya que de no ser asi, se acumularia
peroxido de hidrogeno y se promoveria la formacion del peligroso radical

hidroxilo.

Glutation peroxidasa (GPy): esta enzima forma parte del grupo de las
peroxidasas, las cuales utilizan una gran variedad de donantes de
electrones para reducir el peréxido de hidrogeno obteniendo dos
moléculas de agua. Estdin ampliamente distribuidas en las levaduras,
plantas, bacterias y en los mamiferos. La glutation peroxidasa estd
presente tanto en el citosol (70%) como en la mitocondria (30%) de las
células eucariotas (Spalholz y Boylan, 1991). Es un homotetramero con un
peso molecular aproximado de 80kDa. Cuenta en su estructura con cuatro
atomos de selenio y grupos sulthidrilo libres (Nakamura y col., 1974;
Chiu y col., 1976). Existen dos formas de esta enzima, una independiente
de selenio, activa frente a hidroperoxidos orgénicos y peroxido de

hidrogeno, y otra, dependiente de selenio, cuya afinidad por el perdxido de
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hidrégeno es menor. En humanos se han identificado cuatro tipos
diferentes de glutation peroxidasas Se-dependientes (Mates y col., 1999).
Todas catalizan la reaccion de los hidroperoxidos, como la del peroxido de
hidrégeno con el glutation reducido (GSH) forméndose glutation disulfuro
oxidado (GSSG) y el producto de la reduccion del hidroperéxido (18).
Estas reacciones llevan acoplado el ciclo del glutation, de manera que su
forma oxidada es reducida por la glutation reductasa en un proceso
dependiente de un reductor como es el NADPH (19), el cual se ha
propuesto recientemente como antioxidante capaz de neutralizar radicales
libres toxicos y reparar biomoléculas derivadas de los radicales (Kirsch y
de Groot, 2001). La reaccion es esencial para el mantenimiento de los

niveles de glutation reducido.

H,0, GSH NAD*
reducido
Glutation peroxidasa (18) Glutation reductasa (19)
GSSG
H,0 ) NADPH + H*
oxidado

Cuando se produce una situacion de estrés oxidativo, la actividad peroxidasa
aumenta y es llevada a cabo por las glutation transferasas, proceso que se ha

observado a nivel hepatico en ratas (Warholm y col., 1985; Aniya y Nieto, 1993).

2.4.2. Mecanismos no enzimaticos

Las enzimas descritas constituyen la primera linea de defensa celular frente al
dafio oxidativo. Existe una segunda linea compuesta por secuestradores de
radicales libres residuales que no hayan podido ser neutralizados por las enzimas
antioxidantes. Entre ellos podemos citar: glutation, acido urico, transferrina,

lactoferrina, taurina, ceruloplasmina, ubiquinol, bilirrubina, carotenoides como la
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vitamina A, vitamina E, vitamina C, butilhidroxitolueno (BHT), melatonina y
quelantes de metales como los productos de la reaccion de Maillard.

A continuacién se hard un repaso de los antioxidantes mas destacados y
relacionados con el tema de esta Tesis:

e Vitamina E: es la vitamina liposoluble distribuida mds ampliamente
en la naturaleza (Fig. 6). En realidad se trata de un conjunto de
compuestos estrechamente relacionados denominados tocoferoles, de
los cuales el a-tocoferol es la forma mas abundante y con actividad
antioxidante mas potente (Burton y Traber, 1990), ejercida en la
proteccion de las membranas celulares, plasmatica y mitocondrial. Su
principal funcion es la de inactivar la lipoperoxidacion, reaccionando
con los radicales superoxido, hidroxilo y peroxilo, cediéndoles un
hidrogeno y transformandolos en hidroperoxilos lipidicos poco
reactivos capaces de romper la propagacion de la peroxidacion lipidica
(Basu y Dickerson, 1996; Pryor, 2000). Estudios recientes sugieren
que el o-tocoferol actia junto con el acido ascorbico durante la
reaccion antioxidante, de manera que la vitamina C favorece la
regeneracion de los radicales a-tocoferoxilo a a-tocoferol (Kojo,
2004).

En general, la funcion fisiologica de la vitamina E es la de actuar
como scavenger o neutralizador de radicales libres, previniendo la
lesion oxidativa de los acidos grasos poliinsaturados y lipoproteinas de
las membranas celulares, protegiendo asi la integridad de los organulos

subcelulares (Niki, 1995).

Figura 6. Vitamina E
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e Vitamina C o 4cido ascérbico: es considerado uno de los
antioxidantes hidrosolubles mas potente y eficaz tanto in vivo como in
vitro (Niki, 1991), presente intra y extracelularmente en la mayor parte de
los sistemas biologicos y el menos toxico identificado en los mamiferos
(Frei, 1991) (Fig. 7). Posee dos grupos hidroxilo ionizables y por tanto es
un compuesto diacido (AscH;) que a pH fisioldgico se encuentra en forma
de anion ascorbato (AscH)) (99,9%) y en muy baja proporcion en forma
de AscH, (0,05%). En forma de anidn ascorbato actua como un donador
de hidrogeno al reaccionar con los radicales libres transforméndose en el
radical semidihidroascorbato (Asc”). Este radical es muy poco reactivo y
es utilizado como pardmetro de medida del grado de estrés oxidativo
producido en los sistemas biologicos (Cuzzorcrea y col., 2004; Kasparova
y col., 2005). Es considerado como un neutralizador de radicales libres,
principalmente del radical superoxido, del hidroxilo y del singlete de
oxigeno (Frei, 2002). La vitamina C, por tanto, protege a las membranas
frente a la oxidacion (Retsky y col., 1999), y participa en la regeneracion
del radical a-tocoferoxilo comentado previamente.

No obstante, algunos estudios in vitro han sugerido que, de manera
indirecta, el &cido ascorbico puede tener actividad prooxidante, sobre todo
cuando se utilizan dosis elevadas y estan presentes metales como el hierro
(IIT) (Kang y col., 1998); el acido ascorbico favoreceria su reduccion a
hierro (II) y, por tanto, el inicio de la reaccion de Fenton con la
consiguiente formacion de radicales libres hidroxilo a partir del peréxido
de hidrogeno (Halliwell, 1999), resultando contradictorio que en algunos
casos pueda generar radicales libres que en otras condiciones destruye

(Stadtman, 1991).

(|2H20H
HOCH_ .O_ o

=L

OH OH

Figura 7. Vitamina C
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Butilhidroxitolueno (BHT): este compuesto es uno de los
antioxidantes fenolicos sintéticos mas utilizado en la industria
alimentaria (Fig. 8). Se trata de un compuesto lipofilico que suele
incorporarse a productos derivados del pescado, aceites minerales,
cosméticos, productos farmacéuticos...etc. Normalmente suele usarse
en combinacion con otros antioxidantes como el butilhidroxianisol
(BHA) o acido citrico.

Existe una gran controversia sobre el uso de los antioxidantes
sintéticos debido a la posibilidad de que tengan efectos adversos
(Shahidi y Wanasundara, 1992; Aruoma y col., 1993). Sin embargo,
algunos estudios indican la capacidad del BHT de inhibir la actividad
de muchos carcindgenos quimicos (Slaga, 1995), observandose ademas
que no es un compuesto que tenga actividad cancerigena en animales
(National Toxicology Program, 1979).

Soares y col., (2003), estudiaron la capacidad de antioxidantes
naturales como las vitaminas C y E y el resveratrol y de otros
sintéticos, como el galato de propilo (GP) y el BHT, de secuestrar y
neutralizar los radicales libres DPPH, ABTS (2,2'azinobis-(3-
etilbenzotiazol 6-acido sulfénico) e hidroxilo. En concreto observaron
que el BHT tenia una mayor capacidad para neutralizar al ABTS y al
DPPH que el GP o la vit.C; unido al resveratrol mostr6 la mayor
capacidad de neutralizar radicales hidroxilo. Por otra parte se observo
un efecto protector del BHT y la vitamina C frente a un dafio oxidativo
inducido en cultivos de células de S. cervisiae por la apomorfina,
alcaloide capaz de generar radicales superoxido e hidroxilo en
presencia de iones metalicos (Mena y col., 1997; Blum y col., 2000),
por el paraquat, el peroxido de hidrégeno y los radicales hidroxilo, de
acuerdo con resultados obtenidos por otros autores (Halliwell y

Gutteridge, 2000).
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Figura 8. Butilhidroxitolueno (2,6-di-terbutil-p-cresol) (BHT)

Melatonina (5-metoxi-N-acetil-triptamina): es una hormona
sintetizada principalmente en la glandula pineal a partir del triptéfano,
aunque también existen evidencias de su produccidén en otros 6rganos
como el tracto gastrointestinal (Huether y col.,, 1992), testiculos
(Tijimes y col., 1996) y médula 6sea (Conti y col., 2000; Tan y col.,
1999) (Fig. 9). Esta molécula se sintetiza generalmente durante la
noche (Arendt, 1995) es decir, siguiendo un ritmo circadiano, aunque a
edades avanzadas su produccion decrece tanto en animales como en
humanos (Touitou, 2001; Korkusho y col.,, 2004). Se encuentra
presente en todos los compartimentos subcelulares y atraviesa
facilmente las barreras fisiologicas (Reiter, 1991; 1998b) ya que es
altamente lipofilica (Costa, 1995) y algo soluble en medio acuoso
(Shida, 1994). En el interior de las células, la melatonina se halla en el
citosol, en la membrana celular y, a altas concentraciones en el nucleo
y las mitocondrias (Menendez-Pelaez y Reiter, 1993; Costa y col.,
1997; Martin y col., 2000a). Dentro de las membranas celulares se
sitia en una posicion que le permite actuar como neutralizador de
radicales libres (Ceraulo y col., 1999), debido a su capacidad para
funcionar como donante de electrones lo cual le confiere una serie de
propiedades que permiten atribuirle su funcién como antioxidante
(Reiter, 1997). Fue en el afio 1993 cuando se la identificO como

neutralizador de radicales libres (Tan y col., 1993), y a partir de ese
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momento son numerosos los estudios publicados confirmando su
habilidad para proteger las células del dafio oxidativo, existiendo
evidencias de que directamente puede neutralizar especies reactivas
como el radical hidroxilo (Chyan y col., 1999), el oxigeno singlete (Q1
y col., 2001), el peroxido de hidrégeno (Barlow-Walden y col., 1995),
el 6xido nitrico (NO") (Turjanski y col., 2000; Reiter y col., 2001) y el
anion peroxinitrito (ONOQO") (Blanchard y col., 2000). Su habilidad
para interacturar con el radical peroxilo (LOO’) es controvertida, ya
que su actividad como rompedor de cadenas no ha sido confirmada
(Pieri y col., 1994; 1995; Antunes y col., 1999). Por otra parte, puede
inhibir la peroxidacion lipidica y esquivar indirectamente el estrés
oxidativo, mediante la estimulacién de un gran nimero de enzimas
antioxidantes como la superdéxido dismutasa, glutation peroxidasa,
glutation reductasa, catalasa, glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa,
mieloperoxidasa y y-glutamilcisteina sintasa (Montilla y col., 1997;
Pablos y col., 1998; Cuzzocrea y col., 1999), y por su capacidad para
regenerar el glutation, el mayor antioxidante intracelular. A su vez,
puede inhibir la actividad de otras enzimas prooxidantes como la 6xido
nitrico sintasa (NOS) y la lipooxigenasa (Bettahi y col., 1996).
Ademas, la melatonina incrementa la eficacia de la cadena de
transporte electronico mitocondrial con la consecuente reduccion en la
generacion de radicales libres (Martin y col., 2000a; 2000b; Absi y
col., 2000).

Aparte de su funciéon como antioxidante, es fundamental en la
proteccion frente a numerosas patologias experimentales (Reiter,
1998a; 1999; 2000; Reiter y col., 1998; 2000), y se ha demostrado su
actividad como un potente compuesto anticancerigeno, antitumoral y

geroprotector (Anisimov y col., 2000).
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A pesar de que la melatonina ha sido considerada siempre como un
compuesto con actividad antioxidante, estudios mas recientes indican
que en determinadas situaciones puede actuar como prooxidante
(Clapp-Lilly y col., 2001; Wolfler y col., 2001; Taileux y col., 2002;
Fowler y col. 2003).

H3C -0

CH3

HN HNT

9]

Figura 9. Melatonina

Minerales: existen ciertos minerales que en determinadas
circunstancias pueden tener cardcter antioxidante, principalmente el
cobre, el zinc y el selenio. Estos micronutrientes actian como
cofactores de enzimas implicadas en reacciones que impiden la
formaciéon de radicales hidroxilo y favorecen la eliminacion de
peroxido de hidrégeno, como la citocromo C-oxidasa y la
ceruloplasmina para el cobre, la Cu, Zn-superdxido dismutasa para el
cobre y el zinc (Prohaska, 1990; Martinez-Gonzalez, 2002) y la
glutation peroxidasa dependiente de selenio para este mineral
(Coombs, 1999). La estructura de la catalasa, por otra parte, contiene
hierro hemo.

Quelantes de metales: como hemos comentado previamente, algunos
metales, como hierro y cobre, tienen un peligroso “doble efecto”. El
hierro, especialmente en su forma ferrosa, es capaz de desencadenar
reacciones de oxidacion mediante la descomposicion y reduccion de

peréxido de hidroégeno y tanto su déficit como su exceso pueden
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afectar la salud. En general, un antioxidante puede proteger de la
toxicidad del hierro mediante la quelacion del hierro ferroso
previniendo, de este modo, su participacion en la reaccion de Fenton y
la produccion de radicales libres. Un gran numero de sustancias
presentes a nivel intracelular son capaces de quelar hierro in vivo
limitando, por tanto su participacion en la formacién de radicales
libres. Existen compuestos quelantes hexadentados que pueden saturar
completamente la esfera de coordinacién de un atomo de hierro, cuyo
maximo numero de sitios de coordinacion es de seis y como
consecuencia, este quelante impide totalmente la actividad del hierro
libre. Numerosos quelantes inhiben las reacciones del hierro con el
oxigeno y sus metabolitos (Lovejoy y Richardson, 2003). Un ejemplo
de quelante hexadentado es la desferroxamina, la cual disminuye
marcadamente la actividad redox del hierro, siendo muy efectiva como
antioxidante. Los quelantes bidentados, tal y como indica su nombre,
solo saturan dos de los sitios de coordinacion del hierro, siendo un
ejemplo el ferricromo, de manera que tres moléculas de este
compuesto pueden inmobilizar completamente a un dtomo de hierro
(Toyokuni, 1996); tanto los quelantes bidentados como los tridentados
impiden la accion del hierro en el dafio oxidativo. El EDTA es un
compuesto sintético presente en los alimentos que también puede
quelar hierro, pero no es capaz de prevenir la reduccion del oxigeno
mediada por este mineral y, como ya se ha comentado no satura
completamente los sitios de coordinacion del hierro.

Entre los quelantes de cobre destaca la D-penicilamina y trientina,
utilizadas en el tratamiento de la enfermedad de Wilson en la que
existen bajas concentraciones de ceruloplasmina, produciéndose un
fuerte ataque de los radicales libres estimulados por el cobre (Ferenci,

1998).
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Como se ha comentado anteriormente, parte de la capacidad
antioxidante de los productos de la reacciéon de Maillard radica en su
habilidad para quelar metales implicados en la generacion de radicales
libres y especies reactivas del oxigeno, sin descartar otros mecanismos

que seran explicados detalladamente en el capitulo siguiente.
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3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS PRODUCTOS DE LA REACCION DE
MAILLARD (PRM)

Uno de los aspectos mas interesantes y novedosos de los PRM es la actividad
antioxidante que se les atribuye, actualmente objeto de estudio de muchos
investigadores. Fué observada por primera vez por Franzke e Iwainsky (1954),
los cuales descubrieron un incremento en esta actividad paralelo al aumento del
tiempo de calentamiento. Debido a esta capacidad, se ha propuesto que algunos
de estos compuestos podrian utilizarse como aditivos alimentarios que se
incorporarian directamente al alimento, o bien se formarian durante la aplicacion
de tratamientos térmicos, contribuyendo asi a la estabilidad oxidativa de algunos
alimentos y a la mejora de sus propiedades (Bressa y col., 1996). Por ello algunos
autores consideran que los PRM podrian utilizarse como ingredientes funcionales
en los alimentos capaces de contrarrestar el deterioro de la oxidacion (Chevalier
y col., 2001a). Ahora bien, el mecanismo de accion de la actividad antioxidante
de los PRM y sus posibles efectos en el organismo est4 aun por dilucidar.

Esta actividad ha sido estudiada in vitro mayoritariamente en sistemas
modelo aminoacido-azicar y en alimentos, siendo muy escasos los estudios in

VivO.

3.1. Estudios de la actividad antioxidante de los PRM de sistemas modelo

La capacidad antioxidante de los PRM ha sido evaluada en diversos sistemas
modelo aminoacido-azucar, tales como los formados durante el calentamiento de
la mezcla histidina-glucosa a 120°C durante 10, 20 y 30 minutos. Tras el
calentamiento se obtuvieron PRM solubles en solucion acuosa, cuya actividad
antioxidante in vitro se midié usando el método que determina la capacidad de
estos compuestos de absorber radicales del oxigeno, observandose un aumento de
la actividad neutralizadora del radical peroxilo y, por tanto, de la actividad

antioxidante, conforme aument6 el tiempo de calentamiento (Yilmaz y Toledo,
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2004). Resultados parecidos se obtuvieron a partir de PRM procedentes de
sistemas modelo constituidos por glucosa-prolina; la capacidad antioxidante de
las muestras, medida mediante su habilidad neutralizadora de radicales libres,
aumento paralelamente a la duracion del tratamiento térmico en condiciones
moderadas (60° y 90°C). Ahora bien, en condiciones mas extremas (220°C) se
observo una disminucion de la actividad antioxidante, por lo que los autores
proponen que el tratamiento térmico muy severo puede producir la destruccion
parcial de compuestos con propiedades antioxidantes (Samaras y col., 2005a).
Ademas, los resultados indican que a temperaturas moderadas (60° y 90°C) son
los PRM de bajo peso molecular como las reductonas los responsables de la
actividad antioxidante (Eichner, 1981), mientras que a 220°C, lo son los de
elevado peso molecular de acuerdo con otros autores (Yen y Tsai, 1993).

Otros sistemas modelo evaluados en cuanto a sus propiedades antioxidantes
son los formados por glucosa-lisina y fructosa-lisina, que utilizando diversas
combinaciones de tiempo, temperatura de calentamiento, pH inicial y actividad
de agua, dieron lugar a la formaciéon de distintos PRM, cuya actividad
antioxidante fue determinada midiendo su capacidad de retardar la peroxidacion
lipidica en una emulsion de &cido linoleico (TBARS). Se observd que los PRM
procedentes de ambas mezclas no poseian actividad prooxidante y si
antioxidante, siendo menor para los de la mezcla que contenia fructosa
(Wijewickreme y Kitss, 1998) coincidiendo con los resultados obtenidos por
Yamaguchi y Fujimaki (1974). La capacidad antioxidante de los PRM
procedentes de las mezclas ensayadas por estos autores fue evaluada utilizando
otro método, el de la degradacion oxidativa de la desoxirribosa, obteniéndose
resultados parecidos en el grado de inhibicion de la oxidacion (Jing y Kitts,
2000).

Una de las técnicas mas utilizadas para evaluar la actividad antioxidante de
los PRM, es determinar su capacidad para neutralizar radicales libres implicados

en la propagacion en cadena de la oxidacion (Yoshimura y col. 1997;
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Wijewickreme y Kitts, 1997, 1998; Mastrocola y Munari, 2000). Varios trabajos
han mostrado que las fracciones de elevado peso molecular, procedentes de
mezclas de glucosa, fructosa y ribosa con lisina, tienen una mayor capacidad para
neutralizar al radical hidroxilo y al DPPH que las de bajo peso molecular (Jing y
Kitts, 2004a; Kitts y Hu, 2005), capacidad que depende del tipo de radical, de los
propios reactantes y de las condiciones en las que se de la reacciéon de Maillard.
Cuando el sistema modelo esta constituido por una proteina como la caseina, la
neutralizacion del radical hidroxilo es evidente para los PRM procedentes de los
tres sistemas modelo, sin embargo, no se observa esta capacidad frente al radical
DPPH, excepto en el caso de los PRM de ribosa-caseina (Jing y Kitts, 2002).

De acuerdo con los anteriores autores, diversos investigadores han mostrado
que las fracciones de alto peso molecular tienen mayor actividad antioxidante
que las de bajo peso molecular, por lo que han relacionado que la capacidad
antioxidante aumenta paralelamente al desarrollo del pardeamiento (Monti y col.,
1999; Benjakul y col., 2005). Sin embargo, otros trabajos han observado que son
los compuestos de bajo peso molecular los responsables de esta actividad
(Nienaber y Eichner, 1995). Segiin Morales y Jiménez-Pérez (2001) la capacidad
de neutralizacion de radicales como el DPPH no estd directamente relacionada
con el grado de pardeamiento de los PRM de mezclas de glucosa/lactosa con
lisina, alanina o glicina, formados tras un calentamiento prolongado. Por otra
parte se ha comprobado que la capacidad de las melanoidinas para neutralizar
radicales libres se debe en gran medida a los compuestos ligados a ellas mas que
a las melanoidinas puras (Rufidan-Henares y Morales, 2007).

La capacidad antioxidante de los PRM procedentes de sistemas modelo
también ha sido evaluada en cultivos celulares. A pesar de que algunos autores
han observado que ciertos PRM presentan efectos toxicos (O’Brien y Morrisey,
1989b) y citotoxicos (Wang y col, 1987; Vagnarelli y col, 1991), estudios
realizados utilizando la linea celular Caco-2, han puesto de manifiesto que

muchos de los PRM obtenidos en los estudios descritos anteriormente no solo no
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presentan efectos toxicos para las células Caco-2 (Jing y Kitts, 2002), sino que,
ademas, reducen el dafio oxidativo previamente inducido por oxidantes como el
peroxido de hidrogeno, el radical libre 2,2’-azobis-(2-aminopropano)
dihidroclorhidrico (AAPH) y metales de transicion como el hierro y el cobre
(Jing y Kitts, 2004a; 2004c).

En otro estudio se evalu6 el efecto protector de los PRM procedentes del
sistema glucosa-glicina frente al estrés oxidativo en hepatocitos de rata inducido
por adriamicina. La citotoxicidad, lipoperoxidacion y la oxidacién de proteinas
descendié significativamente en presencia de estas melanoidinas. Ademas, el
dafio producido a nivel mitocondrial se redujo y se produjo un aumento en la
concentracion intracelular de glutation (Valls-Bellés y col., 2004).

Las propiedades antioxidantes de algunos PRM también han sido examinadas
en macrofagos de raton RAW264.7 (Kitts y Hu, 2005). Estos autores atribuyen la
capacidad antioxidante de los PRM a su habilidad para secuestrar metales de
transicion, tanto cobre como hierro, implicados en reacciones de oxidacion como
la reaccion de Fenton. En cuanto al poder quelante de hierro, en PRM
procedentes de mezclas de glucosa-glicina la fraccion de alto peso molecular
mostré una mayor capacidad quelante de hierro que la de bajo peso molecular,
inhibiéndose la formacion del radical hidroxilo en més de un 90% al retardarse
indirectamente la reaccion de Fenton. Este porcentaje de inhibicion fue mucho
mas bajo en el caso del radical superdxido, ya que durante la etapa temprana de
la reaccion se forman pequenas cantidades de este radical (Hayashi y Mase,

1986).
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3.2. Estudios de la actividad antioxidante de los PRM de alimentos

Los estudios sobre PRM obtenidos de alimentos son mas escasos, y muchos
de ellos han sido llevados a cabo en bebidas como el café. En un trabajo se
investigd la composicion de los granos de café¢ y se examino la contribucion de
sus componentes a la capacidad antioxidante, atribuida mayoritariamente a la
presencia de un compuesto fenolico llamado acido clorogénico (ACG) (del
Castillo y col., 2002). Durante el tostado del café se forman compuestos de bajo
y alto peso molecular que contribuyen a la actividad antioxidante de las muestras,
pero las temperaturas elevadas causan la degradacion parcial de otros
compuestos, incluido el ACG. Estos autores han observado que la actividad
antioxidante no aumenta conforme lo hace el grado de tostado del cafg,
alcanzandose un maximo para las muestras con un grado de tostado intermedio y
un minimo cuando es mayor, demostrando asi que la fraccion de bajo peso
molecular posee mayor actividad antioxidante que la de alto peso molecular (del
Castillo y col., 2002), resultados que coinciden con los obtenidos por Delgado-
Andrade y Morales (2005) y Delgado-Andrade y col., (2005a), los cuales
determinaron que mas del 50% de la actividad antioxidante del caf¢ era debida a
los compuestos de bajo peso molecular formados durante el calentamiento. Es
decir, a pesar de la pérdida parcial de compuestos naturales con actividad
antioxidante que se puede producir durante el procesado de los alimentos, las
propiedades antioxidantes podrian mantenerse e incluso mejorarse gracias a la
formacion de nuevos compuestos, como los PRM. Estos compuestos también se
forman durante el tratamiento térmico utilizado en la fabricacion de otros
alimentos como el chocolate, y son capaces de neutralizar la actividad de
radicales libres como el DPPH y el ABTS, en funcion del grado de tostado
(Summa y col., 2006; 2008). En bebidas como el vino, el proceso de coccion del
mosto favorece la activacion de reacciones de pardeamiento no enzimadtico, con

la consecuente formacion de PRM (Di Mattia y col., 2007) que incluso se forman
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durante el secado de las uvas utilizadas en la fabricacion del vino dulce (Moreno
y col., 2007).

Estudios en cultivos celulares confirman las propiedades antioxidantes del
café natural y tostado observandose que la proteccion de células hepaticas
microsomales de ratas frente a la peroxidacion lipidica aumenta con la intensidad
del tratamiento térmico (Daglia y col.,, 2000). El efecto protector de las
melanoidinas del café frente al estrés oxidativo inducido por
terbutilhidroperdoxido en hepatocitos humanos, se traduce en una reduccion en la
produccion de malondialdehido y un aumento de la actividad de enzimas
antioxidantes como la glutation peroxidasa y glutation reductasa (Goya y col.,
2007). Por otra parte, esta capacidad antioxidante podria explicar los efectos
neuroprotectores de los PRM del café, ya que estudios en cultivos de
neuroblastos humanos IMR32 muestran una marcada actividad antiradical de
estos compuestos, siendo capaces de protegerlos frente a la toxicidad inducida
por el peroxido de hidrégeno e incluso de aumentar la viabilidad celular (Daglia
y col., 2004).

Por otra parte, se comparo el poder antioxidante de muestras de puddings de
natillas preparados con leche, huevo y diferentes azlicares: sacarosa, ribosa y D-
psicosa. Los resultados indicaron que tanto el poder reductor de hierro como el
porcentaje de actividad neutralizadora del radical DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidracilo) fueron mucho mayores para las muestras que contenia ribosa y D-
psicosa y que aumentaba en funcion del incremento de temperatura al que se
sometian con el fin de favorecer el desarrollo de la reacciéon de Maillard.
Ademas, la D-psicosa, unida a las proteinas del huevo, hace a estos postres
mucho mads estables y resistentes al aumento de temperatura, mejorando las
propiedades o caracteristicas reoldgicas del alimento. Segun este estudio, la
actividad antioxidante de los alimentos podria verse mejorada afiadiendo

azlcares poco comunes como la D-psicosa que, al reaccionar con las proteinas
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durante el procesado del alimento a temperaturas elevadas, favoreceria el
desarrollo de la reaccion de Maillard (Sun y col. 2006a).

Estudios realizados con malta demostraron que la actividad antioxidante
aumentaba con la intensidad del calentamiento. Cuando el tratamiento utilizado
era el horneado, esta actividad se atribuyo tanto a los compuestos fendlicos de la
malta como a los PRM formados durante el calentamiento. Sin embargo, la
contribucion de los PRM a esta capacidad aumentd con el grado de tostado y
paralelamente al desarrollo del color medido como absorbancia a 420nm, siendo
superior para la malta negra, chocolate y para la cebada tostada (Samaras y col.,
2005b). En alimentos como las galletas, se observo una correlacion directa entre
la concentracion de acrilamida, indicativo del desarrollo de la reaccién, y la
actividad antioxidante de los PRM que se formaban durante su horneado, la cual
aumentd con el tiempo de aplicacion de este tratamiento (Summa y col., 2006).
Ademas se evaluo la influencia del tipo de azlcar en la capacidad antioxidante,
siendo mayor en aquellas galletas preparadas con fructosa que con sacarosa,
debido a la presencia de grupos carbonilo reactivos en la primera que
contribuyen a la formacion de los PRM (Eichner, 1981; Lingnert y col., 1983).
En estudios realizados en la miel, el incremento de la actividad antioxidante va
acompanado tanto de la formacién de pigmentos pardos, expresada como
absorbancia a 420nm, como del aumento en el tiempo y temperatura de
calentamiento (Turkmen y col., 2006), coincidiendo con la tendencia observada
en otros alimentos como el zumo de tomate (Anese y col., 1999¢c) y la leche
(Calligaris y col., 2004).

Durante la coccidn, almacenamiento y envejecimiento del vinagre puede tener
lugar el desarrollo de la reaccion de Maillard y la formacion de melanoidinas,
cuya actividad antioxidante ha sido demostrada in vitro (Xu y col., 2005). He y
col., (2004) observaron que el vinagre posee una elevada concentracién de
tetrametilpirazina que, junto con otros PRM, serian responsables de esta

actividad (L1 y col., 2004). Algunos autores consideran que la ejercen mediante
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su habilidad para neutralizar radicales libres como el DPPH, el radical hidroxilo
y a través de su capacidad para reducir iones férricos (Xu y col., 2007).

Otro proceso tecnoldgico que favorece el desarrollo de la reaccion de
Maillard es el horneado del pan, en el que se ha demostrado la formacion de
PRM de elevado y bajo peso molecular, localizados principalmente en la corteza.
Estos compuestos, junto con la pronil-L-lisina, son los responsables de su
actividad antioxidante (Manzoco y col, 2001; Morales y Jiménez-Pérez, 2001;
Hofmann y col., 2005), por su capacidad de neutralizar radicales como el ABTS

y el radical peroxilo (Michalska y col., 2008).

3.3. Estudios de la actividad antioxidante de los PRM in vivo

Los estudios realizados sobre la actividad antioxidante de los productos de la
reaccion de Maillard in vivo son escasos. Uno de los mas destacados se ha
llevado a cabo en ratas alimentadas con dietas que contenian un compuesto
aislado de la corteza del pan, la N-ge-carboximetil-lisina, implicada en la
inducciéon de enzimas como la glutation-S-transferasa (GST) (Faist y col.,
2002a), cuya deficiencia estd asociada con un incremento en el riesgo de
desarrollar cancer de colon (Wilkinson y Clapper, 1997). El consumo de esta
dieta produjo un aumento en los niveles de la enzima, demostrandose, por tanto,
el efecto quimiopreventivo de los PRM presentes en el pan. La actividad
quimiopreventiva de la corteza del pan fue posteriormente investigada in vitro en
células Caco-2, en las que se observo la induccion de la GST tras la incubacion
con extractos de corteza de pan (Lindenmeier y col., 2002). El compuesto
responsable de esta induccion fue identificado como pronil-L-lisina, que sélo, y
unido a determinadas proteinas, es el responsable de la actividad antioxidante y
quimiopreventiva. Su contenido en el alimento depende de la intensidad del
tratamiento térmico responsable de la coloracion oscura de la corteza del pan
(Lindenmeier y Hofmann, 2004). Este compuesto también podria ser el

responsable de la actividad antioxidante de otros alimentos como la malta (Faist
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y col., 2002b). A pesar de los resultados obtenidos, aun existia la duda sobre si la
ingesta de una dieta que contuviera tanto corteza de pan como proteinas
proniladas, producia los mismos efectos in vivo. Para resolverla, se realizo un
estudio en ratas a las que se administraron dietas que contenian corteza de pan,
malta y albumina pronilada (Somoza y col., 2005), observandose un aumento en
la capacidad antioxidante total, una disminucion en plasma de los niveles de
compuestos finales de la peroxidacion lipidica (MDA) y un aumento del color en
la orina de los animales; todo ello indicativo de que los PRM presentes en las
dietas administradas habian sido absorbidos. Sin embargo, un aspecto a tener en
cuenta, seria el supuesto papel que esta dieta podria tener en la formacion in vivo
de productos avanzados de la glicacion (AGE). Los AGE interaccionan con
receptores de membrana celulares (RAGE) (Schmidt y col., 1999), que se activan
y liberan aniones superoxido y citoquinas implicadas en procesos pro-
inflamatorios (Schmidt y col.,, 2001), acumulandose en o6rganos como los
riflones. Se vi6 que los niveles circulantes de AGE en rifion y pulmon
aumentaron en los animales alimentados con las dietas que contenian malta y
albumina pronilada, pero no en los que consumieron la corteza de pan. Tras este
aumento, cabria esperar la activacion de sus receptores (RAGE) y la liberaciéon
de radicales libres y especies reactivas del oxigeno, pero, sin embargo, no se
encontraron efectos sistémicos relacionados con el estrés oxidativo. Por tanto,
tras el consumo de las tres dietas, se demostrd por primera vez in vivo que los
PRM son capaces de mantener el balance oxidativo inclinado hacia la produccién
de antioxidantes y de incrementar la activaciéon de enzimas implicadas en la
quimioprevencion de la aparicion del cancer (Zill y col., 2003).

Asi, el consumo de dietas ricas en estos PRM podria resultar beneficioso,
siempre que no se produjera un acumulo excesivo en el organismo de AGE con
el consiguiente efecto prooxidante. Estudios en humanos han indicado que el

consumo de café¢ (5 tazas al dia/l semana), produce un incremento de la

89



Revision Bibliografica

concentraciéon plasmatica de glutation cercano al 16%, y los niveles de
hidroperéxidos no se ven modificados (Esposito y col., 2003).

Un estudio reciente realizado en adolescentes sanos mostrd que el consumo
de una dierta rica en PRM no produjo modificaciones en los biomarcadores del
estrés oxidativo frente a otra dieta pobre en PRM. Sin embargo, si se observo una
proteccion frente a un estrés oxidativo inducido (Seiquer y col., 2008).

Como se ha comentado, uno de los mecanismos atribuidos para justificar la
accion antioxidante de los PRM es la quelacion de metales, al retardar muchas
reacciones de oxidacion que son catalizadas por los minerales (Wijewickreme y
Kitts, 1998). Esta quelacion tiene un significado fisioldgico importante, ya que,
por un lado, puede producir alteraciones de la disponibilidad y el metabolismo de
metales in Vivo y, por otro, resultaria beneficiosa como antioxidante.

Dos de los minerales mas estudiados en este apecto son el hierro y el cobre.
Por este motivo en el capitulo siguiente se incluyen nociones fundamentales

sobre su metabolismo e importancia fisiologica.
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4. HIERRO
4.1. Aspectos generales

El hierro es un micronutriente esencial para los organismos por ser integrante
o cofactor de numerosas proteinas entre las que se incluyen enzimas, algunas de
ellas involucradas en el mantenimiento de la integridad celular, como las
catalasas, peroxidasas y oxigenasas (Andrews y Bridge, 1998). Es el elemento
traza mas abundante en el organismo de hombres y animales. El contenido
corporal total de hierro es muy variable: en el hombre es de 3,8g
aproximadamente y 2,3g en la mujer, aunque estos valores dependen del estado
nutricional del individuo. Se trata de un elemento de transicion que forma parte
de la materia viva en la que puede existir en dos estados estables de oxidacion:
como forma férrica (Fe’) o ferrosa (Fe”). El paso de un estado a otro le permite
actuar como catalizador de las reacciones redox, participar en la transferencia de
electrones en los citocromos y unirse reversiblemente a diversos ligandos, entre
los que destacan el oxigeno, nitrogeno y azufre. En medio acuoso, el Fe*™ se
oxida espontaneamente a Fe’*, forméandose hidroxido férrico (Fe(OH);). La
solubilidad del hierro en un ambiente oxidante, como pueden ser los fluidos
extracelulares, se ve limitada por la constante del producto de solubilidad del
hidroxido férrico. A pH 7,0, la solubilidad del Fe’' es muy baja, de 107M,
mientras que para el Fe’" es mucho mayor, de 10'M. Debido a la baja
solubilidad del hierro en presencia de oxigeno, los organismos se ven forzados a
evolucionar y utilizar proteinas que sean capaces de unirse al hierro (III) para
transportarlo y mantenerlo estable y, al mismo tiempo, que pueda ser utilizado en

multiples procesos y reacciones bioldgicas (Arredondo y Nufiez, 2005).
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El elemento se encuentra como hierro funcional, transportado y almacenado

(Fig. 10).

92

Hierro funcional: representa aproximadamente 2,5g del hierro total (mas del
70%), y se encuentra formando parte de las proteinas hemo (hierro hemo) y
no hemo. Las proteinas que contienen el grupo no hemo son responsables del
metabolismo oxidativo, como la catalasa. Entre las que contienen hierro hemo
se encuentra la hemoglobina, cuya funcion es transportar oxigeno desde los
pulmones hasta los tejidos. Esta proteina supone el 95% de las proteinas de
los globulos rojos. Otra proteina de la que forma parte es la mioglobina, cuya
funcion es almacenar oxigeno en el musculo y liberarlo durante su
contraccion. El hierro funcional también forma parte de las enzimas
transportadoras de electrones localizadas en las mitocondrias y el reticulo
endoplasmico, implicadas en reacciones de oxidacion-reduccion, como las

oxidorreductasas, peroxidasas y citocromos.

Hierro transportado: supone el 0,1-0,2% del hierro corporal total y como
hierro férrico se encuentra unido a una proteina transportadora denominada

transferrina, que transporta la mayor parte del hierro circulante en plasma.

Hierro almacenado: supone aproximadamente un 20-25% del hierro corporal.
Las dos formas de almacenamiento de hierro son la ferritina y la
hemosiderina. La ferritina contiene en su nicleo hasta 4.500 atomos de hierro
y es la forma basica de almacenamiento, siendo el principal estimulo para su
sintesis la presencia de un exceso de hierro en la célula. La hemosiderina
representa el almacén no movilizable y cualitativamente mas importante en
los individuos con exceso de hierro, cuya liberacion aumenta en casos de
eritopoyesis incrementada y disminuye en determinados procesos
inflamatorios, infecciosos o tumorales (Mataix y Llopis, 2002; Muioz y

Molina, 2005).
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Figura 10. Distribucién de hierro en el organismo (Andrews, 1999)

4.2. Absorcion, transporte y eliminacion

La absorcion del hierro se produce principalmente en el duodeno y parte
proximal del yeyuno (Muir y Hopfer, 1985). En un individuo normal las
necesidades diarias de hierro son muy bajas, por lo que solo se absorbe una
pequeia proporcion del total ingerido. Esta proporcidon varia de acuerdo con la
cantidad y el tipo de hierro presente en los alimentos, las necesidades corporales
determinadas por el estado de los depositos corporales del mineral y la actividad
eritropoyética y por una serie de factores luminales e intraluminales que
interfieren o facilitan la absorcion (de Maeyer, 1989). La cantidad que se absorbe
es variable, pero puede establecerse como valor medio de absorcion entre un
10% y un 15% del hierro ingerido (Mataix y Llopis, 2002).

La absorcion depende en primer lugar de la forma en la que el hierro esté
presente en la dieta, hemo y no hemo o inorganico. El hierro de la dieta se
encuentra principalmente en forma férrica, sin embargo, es poco absorbible

debido a que no es soluble al pH intestinal (Wollenberg y Rummel, 1987), de
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manera que es necesaria su reduccion a la forma ferrosa. Esta ocurre a nivel
gastrico por la accidén de enzimas y acido clorhidrico que ayudan no solo a liberar
al hierro de la matriz alimentaria sino también a solubilizarlo (Skikne y col.,
1981; Carpenter y Mahoney, 1992; Hernandez-Garcia, 1993).

El hierro hemo se encuentra principalmente en alimentos como la carne y el
pescado y el no hemo en los vegetales y en los lacteos. El proceso de absorcion
del hierro puede dividirse en tres etapas: captacion por la célula intestinal,
transporte del elemento en su interior y/o transferencia a la circulacion a través
de la membrana basolateral. Ademds, en concentraciones superiores a las

consideradas fisiologicas el hierro se absorbe aparentemente por via paracelular.

4.2.1. Absorcion

El hierro hemo y no hemo presentan distintos mecanismos de
absorcion.
e Hierro no hemo:

El primer paso de la absorcion del hierro no hemo es su transporte desde el
lumen intestinal al interior de los enterocitos a través de una proteina
transportadora de membrana llamada transportador de metales divalentes (DMT-
1, del inglés divalent metal transport) (Flanagan, 1989; Fleming y Trenor, 1997,
Anderson y Frazer, 2005), cuya expresion esta fuertemente regulada por el
estatus corporal de hierro. Este transportador es eficiente a bajos niveles de pH
(Gunshin y col., 1997), y es especifico para los cationes divalentes (Gunshin y
col., 1997; Mckenzie y Hediger, 2004; Garrick y Garrick, 2004), de manera que
el hierro (IIT) debe ser reducido a su forma ferrosa antes de ser transportado al
interior del enterocito, bien por el 4cido ascorbico procedente de la dieta y de las
secreciones biliares o gastricas, o por el acido clorhidrico del estomago. En la
reduccion previa del hierro (IIT) al hierro (II) estd implicada una enzima con
actividad ferrireductasa denominada citocromo duodenal b (DCYTB, del inglés

duodenal cytochrome b), situada en la superficie de la membrana apical de la
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célula cerca del DMT-1 (McKie y col., 2001), que podria utilizar el acido
ascorbico para facilitar la ferroreduccion. Su expresion se incrementa en
respuesta a una deficiencia de hierro y a la hipoxia. También han sido propuestas
como reductasas presentes en la membrana de los enterocitos unas
metaloreductasas pertenecientes a la familia de las proteinas STEAP (six-
transmembrane epithelial antigen of the prostate) (Oghami y col., 2006).

Una vez dentro del enterocito, la apotransferrina del citosol contribuye a
aumentar la velocidad y eficiencia del transporte de hierro (Huebers y col.,
1983).

e Hierro hemo:

El hierro hemo presenta una mayor biodisponibilidad que el hierro no hemo,
es decir, se absorbe en mayor proporcion, en torno a un 20-30% (Dallman, 1991).
Este tipo de hierro atraviesa la membrana celular como una metaloporfirina
intacta, en concreto como protoporfirina IX. Algunos autores consideran que es
captado directamente por la célula mediante endocitosis (Uzel y Conrad, 1998),
aunque estudios recientes confirman la identificacion de un transportador
intestinal del hierro hemo (Shayeghi y col., 2005). Una vez en el citosol, el hierro
es liberado por la digestion proteolitica de la hemoglobina y/o mioglobina, al
interaccionar con determinadas enzimas como la hemoxigenasa que libera el
hierro de la estructura tetrapirrélica al interior de los endosomas y lisosomas, por
un mecanismo en el que intervienen determinadas proteinas cuya identidad aun

es desconocida y, a partir de aqui, sigue la misma ruta que el hierro inorganico.
Ambos tipos de hierro pueden almacenarse en forma de ferritina dentro del

enterocito, aunque al cabo de varias horas el hierro almacenado suele perderse y

pasar al lumen intestinal debido a la descamacion de la mucosa.
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4.2.2. Trasporte

Tanto el hierro hemo como el no hemo, en forma ferrosa, pasan a la
circulacion sanguinea por accion de la ferroportina (Abboud y Haile, 2000). La
ferroportina es muy importante en la transferencia del hierro de la madre al
embrion, en el transporte basolateral del hierro fuera de los enterocitos, en su
salida desde los macrofagos, y en menor grado en la salida del hierro desde los
hepatocitos. Para su actuacion la ferroportina requiere de una actividad
ferroxidasa asociada que, segun los distintos autores, es llevada a cabo por la
ceruloplasmina y/o la hefaestina (Harris y col., 1999; Vulpe y col., 1999;
Cherukuri y col., 2005). Estas enzimas son las responsables de su oxidacion a la
forma férrica, lo cual es requisito para su posterior union a la transferrina
(Mckenzie y Garrick, 2005). Ambas enzimas constituyen una interseccion clave
entre el metabolismo del cobre y del hierro. El mecanismo por el cual el hierro
pasa de la membrana apical a la basolateral del enterocito ain es objeto de
estudio por los investigadores.

El hierro absorbido se une rdpidamente a la transferrina, proteina con una
elevada afinidad por €l. Bajo circunstancias normales, el hierro sérico ocupa
aproximadamente el 30% de los sitios de unién a la transferrina que amortigua su
reactividad. El hierro, en minima cantidad, puede perderse unido a la albimina o
a otras pequenas moléculas. La saturacion de la TF varia segun el ciclo diurno, y
en funcidn de la situacion del organismo (Uchida y col., 1983). Esta saturacion
suele ser elevada en la circulacion portal donde la TF transporta el hierro recién
absorbido en el intestino, y menor en el plasma que abandona la médula osea,
donde gran parte del hierro ha sido retenido. Ademas, las proteinas que se
encargan de su transporte lo captan para evitar que el hierro libre reaccione con
especies de oxigeno generando radicales libres.

El hierro unido a la transferrina es transportado a todos los tejidos que lo
requieran (Wick y col., 1996), puede ser almacenado como ferritina y

hemosiderina en higado, bazo y en la médula 6sea para la sintesis de
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hemoglobina y formacion de globulos rojos, en la placenta para cubrir las
necesidades del feto, y en todas las células para la sintesis de enzimas y proteinas
que lo necesiten de cofactor, como los citocromos, mioglobina y peroxidasas. El
hierro almacenado como ferritina puede movilizarse rapidamente en caso de
necesidad para el mantenimiento de las diferentes funciones organicas y
celulares, mientras que la hemosiderina, como ya se ha comentado, es de dificil

movilizacion (Mataix y Llopis, 2002) (Fig. 11).

Lumen
intestinal

MEMBRANA APICAL

Fed! Fe?*

Ferritina

Transportado:
basolateral

Hefaestina 6 J/
eruloplasmin

MEMBRANA
BASOLATERAL Transferrina

Figura 11. Absorcién y transporte de hierro a través del epitelio intestinal
(Andrews, 1999)
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4.2.3. Eliminacion

Una vez absorbido, la capacidad de excrecion de hierro del organismo es muy
limitada. Los cambios que se producen en los depositos de hierro condicionan las
variaciones en su eliminacion. Las pérdidas endogenas diarias oscilan entre 1 y
2mg/dia realizandose a través de las heces, piel y orina. La cantidad eliminada es
diferente en el hombre, entre 0,9 a 1,5mg/dia, que en la mujer (Bothwell y col.,
1995), en la que hay que sumarle las pérdidas menstruales, incrementandose

hasta un valor de 1,6mg/dia (Worwood, 1995).

4.3. Factores que afectan la absorcion de hierro

El balance de hierro debe estar regulado meticulosamente para que el
organismo cubra sus necesidades pero, al mismo tiempo, evite la toxicidad
asociada al exceso del mineral. Su regulacion comienza a nivel de su absorcion
intestinal pero ésta solo implica el reciclado de hierro en los macrofagos y su
movilizacion en los hepatocitos. Los estimulos que modulan la absorcién de
hierro en el organismo son las necesidades de los eritrocitos, la hipoxia, la
deficiencia de hierro asi como la sobrecarga y la inflamacion. Se sabe que la
hepcidina, una hormona proteica circulante, controla gran parte de esta
regulacion (Nicolas y col., 2001; Park y col., 2001; Pigeon y col., 2001).

Existen diversos factores que afectan la absorcion intestinal de hierro, los
cuales podrian agruparse en factores alimentarios o de la dieta y factores

dependientes del estatus de hierro en el organismo (fisiolégicos o corporales).

4.3.1. Factores fisiologicos

La deficiencia de hierro conduce a un aumento en la absorcion del mineral.
Esta deficiencia puede producirse por causas diversas como baja ingesta, cuadros
hemorragicos, sobrecrecimiento bacteriano, anoxia, situaciones que estimulan la

eritropoyesis, anemia....etc. Sin embargo, cuando en el organismo hay una
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sobrecarga de hierro y los depdsitos corporales estan saturados, la cantidad de
hierro absorbido disminuye, de forma que las necesidades del organismo son las
determinantes de la absorcién del mineral, existiendo otros factores que se

detallan a continuacion.

4.3.2. Factores alimentarios

Existen una serie de factores de la dieta que son capaces de potenciar la

absorcion de hierro y otros que la inhiben o dificultan.

a. Potenciadores:

- El acido ascoérbico, aumenta la biodisponibilidad del hierro no hemo aun en
presencia de factores inhibidores, tales como los fitatos, taninos y el calcio. Su
efecto positivo se debe a que puede formar complejos solubles con los iones
férricos, manteniendo esta solubilidad incluso en medios con un pH bésico como
el duodeno (Martinez y col., 1999). Ademas, favorece y mantiene el pH acido en
el estomago que permite la reduccion del hierro a forma ferrosa, mas facilmente
absorbible. Otros acidos orgéanicos que favorecen la absorcion del hierro son el
acido citrico, malico, tartarico y lactico (Allen y Ahluwalia, 1997).

- La vitamina A y el B-caroteno, incrementan la biodisponibilidad del hierro no
hemo al formar complejos solubles con los iones férricos (Larysse y col., 2000),
previniendo el efecto inhibidor de los polifenoles y fitatos (Martinez y col.,
1999).

- Las proteinas de origen animal procedentes de carne, pollo y pescado,
ademds de ser una fuente de hierro hemo disponible (Hunt, 2003), aumentan
tanto la absorcion del hierro hemo (Larysse y col., 1984) como la del no hemo de
la dieta (Hurrel y col., 2006), contrarrestando el efecto inhibidor de fitatos y
taninos (Hallberg y Hulthen, 2002). El mecanismo por el cual ocurre no ha sido
claramente establecido. Sin embargo, existen evidencias experimentales que

sugieren que se debe fundamentalmente a su composiciéon en aminodcidos,
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asignandole a la cisteina, a los aminoacidos azufrados y a los péptidos que los
contienen el efecto promotor (Martinez-Torres y col., 1981; Layrisse y col.,
1984; Taylor y col., 1986). Parece ser que los péptidos liberados durante la
digestion de las proteinas forman complejos con el hierro dentro del lumen

intestinal, aumentado su solubilidad (Baech y col., 2003).

b. Inhibidores:

- Los fitatos se encuentran en los cereales como el arroz, el trigo y el maiz,
legumbres y frutos secos en un 1-2%. Estos compuestos pueden disminuir la
absorcion del hierro no hemo hasta un 80% (Sharma, 2003), debido
probablemente a la formacion de quelatos insolubles con fitatos di y tetra férricos
(Allen y Ahluwalia, 1997).

- Los polifenoles, principalmente los taninos, reducen la biodisponibilidad del
hierro debido a la formacién de complejos insolubles que no pueden ser
absorbidos (Samman y col., 2001). Se encuentran en el vino tinto, algunos
vegetales y principalmente en el té y el café.

- Los oxalatos estan presentes principalmente en las leguminosas, en vegetales
como las espinacas, y en el chocolate. Interfieren en la absorcion del hierro, pero
debido a su caracter termolabil, su concentracion disminuye notablemente con el
proceso de coccion, reduciéndose de este modo la inhibicion en la absorcion del
mineral (Via del Crespo, 2002).

- Entre las proteinas que inhiben la absorcion del hierro no hemo encontramos
una amplia variedad, tanto de origen animal como vegetal. Las proteinas de
origen animal que poseen un efecto inhibidor mas significativo son la caseina, las
proteinas del suero de la leche, la seroalbumina bovina y las fosfoproteinas de la
yema de huevo (Ishikawa y col., 2007) que, junto con los fosfatos, afectan tanto
al hierro presente en el huevo como al total de la misma comida (Cook y
Monsen, 1976). De las proteinas de origen vegetal la mas importante es una

fraccion derivada de la proteina de soja denominada 7S-congicina que posee un
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efecto inhibidor sobre la absorcidon del hierro no hemo similar al producido por
los fitatos (Kane y Millar, 1984; Hurrell y col., 1992; Lynch y col., 1994).
- Interacciones con otros minerales:

Fe + Cu/Zn: estos minerales son elementos esenciales que interaccionan
entre si y posiblemente compiten por su transporte y utilizacion en el organismo.
La interaccion del hierro con cobre y zinc ocurre en el lugar de la absorcion,
debido probablemente a la presencia de un transportador comun, el DMT-1
(Gushin, 1997; Peres y col., 1999, Arredondo, 2003; 2005; 2006). Ademas, la
ceruloplasmina, enzima que contiene cobre en su centro activo, es requerida para
la union del hierro a la transferrina por su actividad ferroxidasa. Asi un descenso
de la ceruloplasmina puede conducir a la acumulacion del hierro (Lee y col.,
1968; Rincker y col., 2005).

Fe + Ca: seglin algunos autores el calcio interviene considerablemente en
los porcentajes de absorcidn tanto del hierro hemo como del no hemo (Gleerup y
col., 1995; Hallberg, 1998), reduciendo la tasa de biodisponibilidad entre un 30 y
un 60% (Sharma, 2003). El mecanismo de reduccion en la biodisponibilidad,
parece ser debido a un paso intracelular comin para ambos elementos y, por
tanto, una competencia en la absorcion.

Fe + Mn: altas dosis de manganeso pueden disminuir la utilizacion del
hierro debido a la competencia de ambos minerales a nivel de absorcion
intestinal, pero ain no hay evidencia de que este efecto sea importante en dietas
mixtas y es probable que actie sumado a otros nutrientes y compuestos
inhibidores (Rossander-Hulthen, 1991). Otros autores han visto que la absorcion
del hierro tanto en su forma férrica como ferrosa no se afecta en presencia de
manganeso (Iturri y Nufiez, 1998).

- Productos de la reaccion de Maillard: como ya se ha comentado en el
apartado 1.4.3., diversos estudios han observado como los productos de la
reaccion de Maillard, pueden interaccionar con minerales de la dieta como el

hierro, afectando su utilizacion. El hecho se debe a que estos compuestos se
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comportan como polimeros anidnicos capaces de formar complejos con éste y
otros minerales, con lo que su metabolismo podria verse alterado (Andrieux y

Saquet, 1984).

5. COBRE
5.1. Aspectos generales

El cobre es un elemento traza esencial para el organismo. El contenido total
en un adulto (70Kg) es de alrededor de 110mg, y se encuentra en todos los
tejidos y fluidos corporales, principalmente en el esqueleto (46mg, incluida la
médula 6sea), el musculo esquelético (26mg), higado (10mg), cerebro (8,8mg), y
sangre (6mg) (Linder y col., 1998). La ingesta diaria de cobre en los adultos
oscila entre 0,6 y 1,6mg/dia (Walker, 1982; Turnlund y col., 1989; Linder, 1991;
Scout y Turnlund, 1994, Linder y Hazegh-Azam, 1996), y las principales fuentes
son los mariscos, los granos enteros, nueces, legumbres, pescado e higado.

Este elemento presenta tres estados de oxidacion: Cu’, Cu'" y Cu®". En los
sistemas biologicos suele encontrarse como Cu®". Los cambios en el estado de
oxidacion pueden alterar los sistemas biologicos, y al igual que el hierro, el cobre
puede participar en reacciones de oxidacién produciendo especies reactivas del
oxigeno responsables de la peroxidacion lipidica de las membranas, dafio en el
ADN y ARN y oxidacion directa de proteinas (Halliwell y Gutteridge, 1984).

El cobre forma parte de numerosas enzimas y es indispensable para multiples
funciones corporales: participa en el crecimiento, los mecanismos de defensa, la
mineralizacidon 6sea, la maduracion de gldbulos rojos y blancos, el transporte de
hierro, el metabolismo del colesterol, la contractilidad del miocardio, el
metabolismo de la glucosa, el desarrollo cerebral, etc. Su concentracion en la
sangre se estima que es del orden de 10"°M. En exceso el cobre puede ser

citotoxico.
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Algunas de las enzimas en las que el cobre participa como cofactor y
componente alostérico son la superoxido dismutasa (SOD), citocromo C oxidasa,
tirosinasa, lisil oxidasa, dopamina-f-oxigenasa y ceruloplasmina, entre otras
(Uauy y col., 1998; Vulpe y col., 1999; Harris, 1999).

Dado que el cobre es un elemento esencial y toxico a la vez, los organismos
deben desarrollar los mecanismos necesarios para extraerlo de los alimentos,
transportarlo a través de las membranas bioldgicas, llegar hasta las células que lo
requieran, asi como regular determinados procesos implicados en prevenir y
evitar su acumulacion en el organismo (Fig. 12). La importancia de mantener
este balance y una adecuada homeostasis del mineral, viene determinada,
ademas, por la existencia de dos enfermedades genéticas relacionadas con el
metabolismo del cobre como son la enfermedad de Wilson y la de Menkes

(Chelly y col., 1993; Bull y Cox, 1994).

Secreciones Sud
i i udor y
gastrointestinales Otros teiidos
—>
no biliares 1 tegumentos

(50 pg/dia)

(2 mg/dia)
Dieta
(0,5-1,6 mg/dia)
= v Plasma (1,2 mg/l)
UNIDO A: UNIDO A:
Albumina Ceruloplasmina
Transcupreina
Otros

Bilis
— (2,5 mg/dia?

(0,5-1,5 mg/dia)

Higado
(10 mg/dia)

Orina

(30-60 pg/dia)

Figura 12. Metabolismo corporal del cobre (Linder y Hazegh-Azam, 1996)

103



Revision Bibliografica

5.2. Absorcion, transporte y eliminacion

La absorcion de cobre ocurre principalmente en el duodeno y yeyuno aunque
una pequefia fraccion es absorbida en el estomago (Crampton y col., 1965; Van
Campen, 1965). Tanto la absorcion de cobre, como su transporte y eliminacion,
son factores determinantes en el control de su homeostasis, fenomeno que
depende de la cantidad de cobre presente en el lumen intestinal, la proporcion de
inhibidores y facilitadores de la absorcidn y del estatus de cobre en el organismo.
La forma quimica en la que el cobre se encuentre en el lumen intestinal afecta
intensamente su absorcion. Cuanto mayor sea su solubilidad, favorecida por el

pH géstrico, mas eficiente sera la absorcion del mineral (Wapnir, 1998).

5.2.1. Absorcion

Aunque el centro regulador del metabolismo del cobre es la célula hepatica,
existe regulaciéon en su entrada a través del enterocito. Su entrada puede
producirse por difusion pasiva cuando la concentracion de cobre es elevada en el
lumen o a través de transportadores cuando es baja (Linder, 1991). En la célula
intestinal, el cobre es captado por el transportador DMT-1 y en menor medida
por el transportador hCTR-1 (human copper transporter) (Zhou y Gitschier,
1997). Para que pueda ser captado por éste ultimo, el cobre (II) debe ser reducido
a cobre (I) por accion de unas 6xido-reductasas presentes en la membrana apical
de la célula.

Dentro del citosol el cobre es quelado por las metalotioneinas y transportado
a las distintas chaperonas de cobre en la célula (Harrison y col., 1999; 2000;
O’Halloran y Culotta, 2000). Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso
molecular, ricas en cisteina muy importantes en la captacion y almacenamiento
de metales como el cobre (Kégi, 1991; Palmiter, 1998; Egli y col., 2003). Las

chaperonas son las encargadas de transportar el cobre a las diferentes
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cuproenzimas y a la membrana basolateral de la célula para su posterior paso a la
circulacion sanguinea (Puig y Thiele, 2002; Prohaska y Gybina, 2004).

Cuando la concentracién sanguinea de cobre es deficitaria, el enterocito lo
capta y lo entrega rapidamente a la sangre para ser utilizado por los distintos
organos. En cambio, cuando hay un exceso intracelular del metal la célula capta
menos cobre, aunque la cantidad neta entregada a la membrana basolateral es
mayor debido al aporte propio de cobre de esta célula. La salida del cobre a la
circulacion se realiza utilizando una ATPasa llamada ATPasa de Menkes (Sharp,

2003) (Fig. 13).
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E cur o] i 3 Ctr1 Cu-Metalotioneina
u | F
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n Reductores dieta ‘Oxidoreductasas'.,"" Menkes) A
(ascorbato) == | TGN | —p - MME+ Cu 2
I e -
] .. - - R
N Culs = A i
E \_’ Cu-MetalW .
: :J‘;__] DMT1 MEMBRANA
I BASOLATERAL
N —:FF':l
A -
. pH G

Figura 13. Absorcion del cobre a través del epitelio intestinal (Sharp, 2003)
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5.2.2. Transporte

Una vez que el cobre atraviesa la célula intestinal, puede ser transportado
desde la mucosa intestinal a la sangre portal unido a diferentes transportadores.
Entre ellos esta la albumina que quela al cobre (10-12%) debido a la presencia en
su estructura de aminoacidos como la histidina (Wirth y Linder, 1985; Barrow y
Tanner, 1988; Linder y col., 1999). En menor proporcion puede unirse a
aminodcidos libres como la treonina, cisteina o histidina (4%), a péptidos que
contengan estos aminoacidos y a una macroglobulina llamada trasncupreina (9%)
(Masouka y col., 1993; Masouka y Saltman, 1994; Linder y col., 1999). El cobre
unido a los transportadores mencionados alcanza la célula hepatica. La entrada
del cobre en el hepatocito asi como su almacenamiento y/o distribucion se
produce mediante mecanismos similares a los de las células intestinales. Dentro
del higado puede almacenarse unido a la metalotioneina o ser distribuido por las
chaperonas a diferentes orgdnulos como la mitocondria y al TGN (trans-golgi
network), y a enzimas como la Cu/Zn superoxido dismutasa. La ATPasa de
Wilson localizada en la membrana del aparato de Golgi capta al cobre y lo
introduce en esta red desde la que llegard a los lisosomas para su posterior
liberacion al plasma o eliminacion biliar.

Bajo circunstancias normales, el cobre unido a la ceruloplasmina (65-90%) es
la principal fuente de cobre para la mayoria de los tejidos no hepaticos (Harris y
col., 1995; Hilton y col.,, 1995; Meyer y col., 2001), existiendo receptores
especificos de membrana para este transportador en el corazén y la placenta
(Stevens y col., 1984; Kataoka y Tavassoli, 1985; Tavassoli y col., 1986).

En la sangre el cobre se distribuye principalmente en los eritrocitos y el
plasma. En los eritrocitos un 60% se encuentra unido a la superoxido dismutasa y

un 40% a otras proteinas y aminoacidos.

106



Revision Bibliografica

5.2.3. Eliminacion

La regulacion de la excrecidon de cobre parece ser el principal mecanismo que
controla su homeostasis (Scout y Turnlund, 1994, Turnlund y col., 1998), y en
ella juega un papel importante el higado. El primer paso en su excrecion se
produce desde los hepatocitos a través de la bilis. Su eliminacién ocurre
principalmente por el tracto gastrointestinal, ya sea por la excrecion biliar unido a
la ceruloplasmina o como cobre no absorbido. El cobre presente en la bilis es
mucho menos reabsorbible (10-15%) que el de los fluidos gastrointestinales. Esta
reabsorcion varia en funciéon de la concentracion de cobre en los hepatocitos
(Chowrimootoo y Seymour, 1994).

Con las heces se suelen eliminar de 0,5 a 1,5mg /dia mientras que las pérdidas
por el sudor, menstruacién y orina son minimas (30-60ug/dia). Por ultimo a la
proporcion de cobre ingerida, que no es absorbida, hay que sumarle la cantidad
excretada por el tracto biliar, la saliva, otras secreciones gastrointestinales y la
descamacion de los enterocitos (Linder y Hazegh-Azam, 1996).

Estudios realizados en humanos con is6topos estables de cobre indican que la
mayor parte del cobre circulante es reciclado por el organismo diariamente

(Scout y Turnlund, 1994, Turnlund y col., 1998).

5.3. Factores que afectan la absorcion de cobre
5.3.1. Factores fisiologicos

- Efecto del pH y la digestion: el ambiente 4cido del estdbmago contribuye a la
liberacidon del cobre presente en los alimentos (Gollan, 1975). Las secreciones
acidas permiten la disociacion del cobre de los alimentos permitiendo, de éste
modo, que pequenas cantidades del mineral difundan a través de las paredes del
estdbmago. Una vez que el contenido géstrico entra en el duodeno, el aumento del
pH luminal afecta de manera negativa la solubilidad del cobre, por lo que debe

formar complejos con aminoacidos orgdnicos u otros quelantes para mantenerse
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soluble (Harris, 1997). La digestibilidad del cobre también se afecta por la
digestion pancreatica (Wolters y col., 1993) disminuyendo su absorcion como le

ocurre también al transportado en la bilis (Gollan y Deller, 1973).

5.3.2. Factores alimentarios

Tanto los macronutrientes como los elementos minerales pueden alterar la
disponibilidad y los mecanismos de absorcion del cobre. Entre ellos destacan los
efectos producidos por:

- Fibra y fitatos: el efecto de la fibra vegetal sobre el cobre es variado. En el
caso del fitato sédico y la a-celulosa, la absorcién de cobre suele afectarse de
manera negativa (Turnlund y col., 1985), habiendo evidencias de que puede
aumentar la precipitacion cuando el fitato estd en presencia de un exceso de
calcio (Wise y Gilburt, 1982). Por otra parte la hemicelulosa también puede
inducir un balance negativo de cobre segiin se ha demostrado en adolescentes
varones (Drews y col., 1979). Otras fibras y gomas refinadas asi como la
carboximetilcelulosa no parecen afectar el balance mineral del cobre (Behall y
col., 1987).

- Carbohidratos: determinados estudios en ratas muestran como la fructosa de la
dieta puede intensificar los efectos de una ingesta insuficiente de cobre (Reiser y
col., 1983; Fields y col.,, 1984). Los requerimientos de cobre pueden verse
incrementados si la dieta contiene fructosa, aunque su efecto puede depender de
la especie y el sexo. La deficiencia de cobre provocada por la interaccioén con el
azlcar parece estar asociada con cambios que se producen en el metabolismo
energético de los lipidos (Koh, 1990; Wapnir y Devas, 1995). Estos resultados
también se han visto en humanos (Reiser y col., 1985). Por el contrario, los
polimeros de glucosa presentes en preparados de cereales como el jarabe de
maiz, pueden aumentar la absorcion de cobre debido a la estimulacion del

transporte de agua a través del lumen intestinal (Wapnir y Balkman, 1991).
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- Grasas: estudios realizados en humanos indican que las dietas ricas en acidos
grasos poliinsaturados no afectan a la retencién de cobre (Lukaski y col., 1983).
Acidos grasos saturados como el palmitico (16:0) y estearico (18:0) reducen
considerablemente la cantidad de cobre eliminado desde el yeyuno, mientras que
el caprilico (8:0) y el caproico (6:0) no tienen ningun efecto (Wapnir y Sia,
1996).

- Proteinas y derivados: los cambios en la cantidad, tamafno y estructura de las
proteinas naturales pueden afectar la asimilacion del cobre (Moore y col., 1964).
Estudios en humanos demuestran que la naturaleza de la proteina y la cantidad de
fosforo consumido pueden tener un efecto importante, hasta tal punto que la
retencion de cobre aumenta cuando la dieta es pobre en fosforo pero rica en
proteina (Greger y Snedeker, 1980).

Sin embargo, un exceso de aminoacidos en la dieta produce una mala

absorcion de cobre y hasta su deficiencia (Harvey y col., 1981). La cisteina es un
efectivo agente quelante de cobre, de manera que disminuye su disponibilidad al
reducirlo a un estado monovalente en el que es mas dificilmente absorbible
(Baker y Czarnechi-Maulden, 1987). Por el contrario cuando los complejos estan
formados por cobre y metionina o lisina, su biodisponibilidad puede aumentar
hasta un 90% y un 120% respectivamente (Kies y col., 1989; Aogayi y Baker,
1994).
- Acidos organicos: la interaccién mas significativa entre un 4cido organico y el
cobre durante la absorcidn tiene lugar con el acido ascorbico ya que la vitamina
C reduce al cobre a su forma cuprosa y, en consecuencia, su biodisponibilidad
disminuye (Van Campen y Gross, 1968). No obstante, cuando el acido ascorbico
se administra durante la etapa postabsortiva, la utilizacién del cobre por los
tejidos aumenta considerablemente (DiSilvestro y Harris, 1981).

Otros 4cidos como el citrico, lactico, acético y malico pueden contribuir a su
solubilizacion e incrementar su biodisponibilidad al formar complejos estables

con éste mineral (Shan, 1981).
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- Interacciones con otros minerales:

Cu + Zn: el antagonismo que existe entre estos dos minerales es
ampliamente conocido (Van Campen y Scaife, 1967; Hall y col., 1979). Un
exceso de zinc puede afectar negativamente la absorcion de cobre, debido a que
es capaz de aumentar indirectamente los niveles de metalotioneinas. De este
modo, un exceso de dichas proteinas quelan al cobre impidiendo su salida del
enterocito y, por tanto, su utilizacion por los distintos tejidos (Scarino y col.,
1991; Oestreicher y Cousins, 1985). Los niveles de cobre en suero e higado
disminuyen linealmente en funcion de la concentracion de zinc en la dieta
(Fischer y col., 1981).

Cu + Fe/Sn: los cationes divalentes pueden competir con el cobre a nivel
de su absorcion intestinal, sobre todo cuando estan presentes en la dieta en
elevadas concentraciones (Yu y col., 1994; Wapnir y col., 1993; Pekelharing y
col., 1994).

Cu + Mb: tanto el molibdeno libre como en forma de tiomolibdato quelan
al cobre de la dieta disminuyendo su absorcion intestinal (Brewer y col., 1991).

- Efecto del procesado de los alimentos y productos de la reaccion de
Maillard: los tratamientos quimicos en los alimentos pueden disminuir la
biodisponibilidad del cobre, especialmente cuando se trata de procesos de
oxidacion y reduccion que tienen lugar por la accion de agentes oxidantes o,
simplemente, por la exposicion del alimento al aire. Un factor que influye
decisivamente es la fuente de cobre asi como los tratamientos culinarios a los que
se somente el alimento, ya que se ha visto que en alimentos procesados su
absorcion es mucho menor que en los naturales tanto de origen vegetal como
animal (Johnson y Lee, 1988). Los efectos derivados de la presencia de PRM
sobre la absorcion y el metabolismo del cobre ya han sido previamente expuestos

en el apartado 1.4.3.
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Material y Métodos

1. DISENO EXPERIMENTAL

En primer lugar, se prepararon mezclas de glucosa-lisina que fueron
calentadas bajo distintas condiciones de temperatura (100° y 150°C) y tiempo de
calentamiento (desde 15 hasta 90 minutos), y caracterizadas con diversos
parametros indicativos del desarrollo de la reaccion.

Ya que el objetivo global de esta memoria ha sido el estudio de las
propiedades antioxidantes de dichas muestras, su relacion con la capacidad
quelante de metales y la absorcion de hierro y cobre, para el correcto desarrollo
del mismo se evaluaron tres aspectos diferentes:

e La capacidad quelante de hierro y cobre de las muestras.

e Sus propiedades antioxidantes. Estas propiedades fueron analizadas in
vitro (mediante el estudio de la capacidad de las muestras para reducir la
peroxidacion lipidica en una emulsion de acido linoleico, y a través de la
medida de la habilidad para neutralizar radicales libres) y en cultivos
celulares, utilizando células Caco-2. En cllas se estudiaron diversos
marcadores del dafio oxidativo (viabilidad celular, peroxidacion lipidica y
modificaciones en la actividad de enzimas antioxidantes), analizando el
efecto sobre los mismos de las muestras y su papel protector ante la
presencia de agentes prooxidantes.

e Los efectos de las muestras en la absorcion de hierro y cobre en ensayos

con células Caco-2.

A continuacién se describe de forma detallada el desarrollo de los ensayos, y

las técnicas utilizadas para evaluar cada uno de los aspectos mencionados.
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2. PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS OBJETO DE

ESTUDIO

Todos los reactivos utilizados para la preparacion de las muestras y en el
desarrollo de los analisis, fueron de alto grado de pureza, y comprados a Sigma
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), Merck (Darmstadt, Alemania) y Roche
Diagnostics Gmbh (Mannheim, Germany).

Es bien conocida la variabilidad de los productos de la reaccion de Maillard
en funcion de la naturaleza de los reactantes, la concentracion de los mismos, el
pH, la temperatura, la presion, el tiempo, la actividad de agua, etc. En base a
ensayos previos y tras consultar la bibliografia al respecto (Delgado-Andrade,
2002), las condiciones experimentales seleccionadas para la obtencién de las

muestras objeto de estudio fueron las siguientes:

Reactantes: mezcla equimolar del sistema glucosa-lisina.

e Temperatura de calentamiento: 100°C y 150°C.

e Tiempos de calentamiento: 15, 30, 60 y 90 minutos.

e Humedad: 40%.

e Sistema no tamponado.

e Modo: en recipientes abiertos de vidrio de horno resistente al calor
(Arcuisine, Arc, Francia), de uso frecuente en el calentamiento doméstico

de alimentos.

2.1. Preparacion de las muestras

El procedimiento utilizado fue el siguiente:

Cantidades equimolares de glucosa anhidra (Sigma, G-7528) y lisina anhidra
(Sigma, L-5501) se pesaron en balanza de precision (Mettler Toledo, AB204,
Espafia) y homogeneizaron en un mortero. 30g de la mezcla se depositaron en los

citados recipientes de vidrio, pesados previamente, y se afiadieron 20ml de agua
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milli-Q (Milli-Q Ultrapure Water System, Millipore Corp., Bedford, Mass.,
USA), de forma que el contenido final de humedad fuera del 40%. No se
modifico el pH de las mezclas, es decir, se trataba de un sistema no tamponado.
La mezcla fue homogeneizandose y distribuyéndose cuidadosamente sobre la
superficie del recipiente con ayuda de una pequefia espatula de ceramica. A
continuacién, la mezcla se dejé en reposo durante 5 minutos con el fin de
permitir su completa humectacion y se procedid a su pesada antes del
calentamiento. Las mezclas se calentaron a 100°C y a 150°C en una estufa
(Selecta, J.P. Selecta S.A.) durante diferentes tiempos (15, 30, 60 y 90 minutos)
(n=3).

Tras el calentamiento, cada recipiente se saco de la estufa y la reaccion se
detuvo metiéndola en agua fria y después en hielo picado. Las muestras se
pesaron para conocer la pérdida de peso producida durante la reaccidn, se
extrajeron de los recipientes y, estos se enjuagaron con agua milli-Q, con la
finalidad de extraer la muestra en su totalidad; a continuacion, fueron liofilizadas
(Génesis SQ 25 EL, Virtis) y guardadas en bolsas de polietileno herméticamente
cerradas en un congelador a -80°C (Termo Forma -86C ULT Freezer, Madrid,
Espafa) para su correcta conservacion, utilizando silica gel para prevenir la
humectacion (Fig. 14).

Se obtuvieron un total de ocho muestras: cuatro correspondientes a 100°C
(100-15, 100-30, 100-60 y 100-90) y cuatro a 150°C (150-15, 150-30, 150-60 y
150-90), segun estuvieran calentadas durante 15, 30, 60 y 90 minutos,
respectivamente.

Los ensayos se realizaron con las mezclas de glucosa-lisina (G-L), tanto cruda
como calentadas, asi como con la glucosa y lisina de forma independiente, con la
finalidad de evaluar la posible contribucion del azucar y del aminoacido a los

resultados.
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Glucosa + Lisina (Cruda)

8 muestras (mezclas de
glucosa-lisina 6 G-L)

15, 30, 60, 90

100° C, 150° C

Recipientes de vidrio - O : Enfriar en hielo
M/M 40% humedad ~ Six__4 = picado 10 min

(Pesada)

|

Conservacion

‘ -80°C

-
LB L1111

Pesada

Liofilizacién

Figura 14. Esquema de la preparacion de las mezclas de glucosa-lisina
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2.2. Caracterizacion de las muestras

Las muestras se caracterizaron en cuanto a la descripcion del aspecto,
determinacion de peso, medida del pH, medida del porcentaje de lisina libre,
desarrollo del pardeamiento y determinacion del rango de absorcidén

espectrofotométrico.

2.2.1. Descripcion del aspecto

Cada una de las muestras obtenidas presentaba un aspecto y color diferentes

que permanecieron inalterados tras su liofilizacion.

El aspecto de las muestras tras el calentamiento se describe a continuacion:
100-15: pasta de color marron claro, que no llega a estar caramelizada.
100-30: pasta de color marrén caramelizada.

100-60: pasta de color marron mas oscuro caramelizada.

100-90: pasta de color marrén oscuro intenso caramelizada.

150-15: pasta de color y olor a caramelo de consistencia semiliquida.
150-30: cristales de color marron intenso, brillante.

150-60: polvo de color marron oscuro, casi negro y muy brillante con olor
a tostado.

150-90: polvo de color negro, brillante con olor a tostado.

2.2.2. Determinacion del peso

Las muestras (50g de peso inicial) se pesaron antes y después del proceso de
calentamiento con el objeto de determinar su pérdida de peso. En balanza de
precision se pesaron: recipiente vacio, recipiente + muestra, recipiente + muestra
tras el calentamiento. De este modo, por diferencia, se calcul6 el rendimiento del

proceso de obtencion.
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2.2.3. Determinacion del pH

Se prepararon soluciones de cada una de las muestras a una concentracion de
Img/ml en agua desmineralizada (Milli-Q Ultrapure Water System, Millipore
Corp., Bedford, Mass., USA). Se agitaron vigorosamente durante 10 minutos en
un vortex y se centrifugaron a 5.000rpm durante 45 minutos (Eppendorf
Centriguge 5810R, Minnesota, USA). No se observo la aparicion de precipitado
en ninguna de las muestras excepto en 150-90. El pH fue medido en las
soluciones o en sus correspondientes sobrenadantes (PHM250 ion analyzer.

MeterLab, Radiometer Copenhagen, Denmark).

2.2.4. Determinacion del porcentaje de lisina libre

La medida del porcentaje de lisina libre tras el calentamiento se determino por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Waters, Milford, MA) usando
el método Pico Tag (Cohen y col., 1979) tras la derivacidon con fenil isotiocianato
utilizando un moédulo de separacion Waters 2695 (Waters Cromatografia, S. A.,

Madrid, Espafia), omitiendo la hidrélisis acida.

2.2.5. Desarrollo del pardeamiento y determinacion del rango de

absorcion espectrofotométrico

El color de las muestras es un indicativo del grado de pardeamiento, es decir,
del desarrollo de la reaccion, y se determind mediante la medida de la
absorbancia en soluciones de las distintas muestras a la concentraciéon de
Img/ml. Para ello fueron individualmente suspendidas en agua desmineralizada,
agitadas vigorosamente durante 10 minutos en un vortex y centrifugadas a
5.000rpm durante 45 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810R, Minnesota, USA).
La absorbancia se midié a 280 y 420nm (L) en las distintas soluciones o bien en
los correspondientes sobrenadantes en un espectrofotometro (Shimadzu UV-

1700, Model TCC-240A, Columbia, USA).
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La determinacion del rango de absorcion espectrofotométrico UV-visible, se
realizd entre las longitudes de onda de 200 a 700nm, siguiendo la metodologia
descrita por Jing y Kitts (2004a) ligeramente modificada. Para ello, 1mg de
muestra se diluyé en Iml de tampoén fosfato (PBS), pH 7,4 (Na,HPO42H,0
0,04M, NaH,PO, 0,008M, NaCl 0,15M) y se procedié a la medida de su
absorbancia en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1700). Se realizd6 una

lectura/segundo durante aproximadamente 2 minutos.

3. MEDIDA DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA IN VITRO

La actividad antioxidante in vitro de las mezclas de G-L obtenidas se
determin6 mediante su capacidad para reducir o retardar la peroxidacion lipidica

y su habilidad para neutralizar radicales libres.

3.1. Capacidad para retardar la peroxidacion lipidica (TBARS)

Se siguid el método descrito por Wijewickreme y Kitts (1998), ligeramente
modificado (Fig. 15). El método se basa en la determinacion de la capacidad de
las muestras para retardar la peroxidacion lipidica en una emulsién de é4cido
linoleico. La formacion de peroxidos lipidicos se evalua mediante el andlisis de
sustancias que reaccionan con el acido tiobarbiturico, especialmente el MDA
(malondialdehido). EI MDA reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) dando
un pigmento rojo. La reaccidn es de alta sensibilidad pero baja especificidad. El
procedimiento llevado a cabo fue el siguiente:

En primer lugar, se prepard una emulsion de &cido linoleico afiadiendo 1,5g
de dicho 4cido graso a 200ml de una mezcla de tampon fosfato (PBS) 0,1M, pH
6,8 y Tween 80 (0,4g). A continuacion, diferentes cantidades de las muestras de

G-L (2, 4, y 6 mg) se incubaron con 5Sml de emulsion y 5ml de PBS a 45°C
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durante 24 horas en condiciones de oscuridad en una estufa (Selecta, J.P. Selecta
S.A)).

Tras la incubacion, las muestras se sacaron de la estufa, se agitaron y se
colocaron en un bafio de hielo picado para detener la reaccion. Una vez enfriadas,
se volvieron a agitar y se diluyeron en proporcion 1:1 (v:v) con tampon Tris
25mM, pH 7,4 conteniendo azida sodica al 0,02%.

Paralelamente, se realizaron controles en las mismas condiciones pero sin
muestras de G-L.

Posteriormente se efectuo el analisis de las sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBARS). El TBA se prepard al 0,8% en agua milli-Q,
afiadiendo butilhidroxianisol (BHA) al 0,02%. El TBA es poco soluble y requiere
la aplicacion de agitacion y calor (25°C) para su total disolucion. A continuacion,
se mezclo 1ml de TBA con Iml de la solucion conteniendo cada muestra de G-L
en tubos de vidrio protegidos de la luz, se taparon con algoddén, se agitaron
suavemente en un vortex y se sumergieron en un bafio de agua a 100°C durante
15 minutos. Después, se enfriaron a temperatura ambiente y se afiadieron 1,5ml
de n-butanol. Cada tubo se agitd vigorosamente durante 2 minutos, de manera
que la capa acuosa y la organica se mezclaran adecuadamente y se centrifugaron
a 3.000rpm durante 20 minutos (Eppendorf Centrifuge 5810R).

La absorbancia del sobrenadante se midi6 a una longitud de onda de 532nm
en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1700).

La cuantificacion del contenido de MDA en las muestras se hizo a partir de
una curva patrén preparada con 1,1,3,3-tetractoxipropano en acido sulfurico al
1%. Este compuesto se utiliza habitualmente como patrén, sustituyendo al MDA,

ya que éste es extremadamente reactivo.
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Los resultados se expresaron como porcentaje de reduccion de la

peroxidacion lipidica (%RPL), definido como sigue:

% RPL = (TBA control — TBA muestra) x 100
TBA control

Se realizo el mismo andlisis a compuestos de reconocida actividad
antioxidante, tales como melatonina, vitamina C, vitamina E 'y

butilhidroxitolueno (BHT) (2, 4, 6 mg).
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Glucosa
Lisina
Glucosa-Lisina

GL-100° C Emulsion de

GL-150° C acido
Melatonina linoleico
Vitamina C
Vitamina E
BHT

2,4,6 mg X
45° C 24 h EE

Homogenado
+

TBA

100° C 15 min

Enfriar + n-butanol
(agitar vigorosamente)

Centrifugacion 3000 rpm / 20 min

Absorbancia a 532 nm

Figura 15. Determinacion de la capacidad para retardar la peroxidacion lipidica
(TBARS)
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3.2. Actividad antiradical o neutralizadora de radicales libres (DPPH)

La capacidad antiradical o neutralizadora de las muestras frente al radical
libre 1,1-difenil-2-picril-hidracilo (DPPH) se determind siguiendo el método
descrito por Jing y Kitts (2004a), ligeramente modificado. El método se basa en
la desaparicion del color purpura debido al DPPH; a mayor reduccién del color,
mayor habilidad neutralizadora de la muestra.

Se ensayaron distintas concentraciones de cada una de las muestras de G-L
(0,05; 0,1; 0,2; 0,5 y Img/ml) con el fin de conocer si el aumento en la cantidad
de las mismas incrementaba el porcentaje de DPPH neutralizado, es decir, si
existia una correlacion positiva entre ambos parametros. 1ml de cada una de las
muestras de G-L, disueltas en PBS, pH 7.4, se mezcl6 con 1ml de una solucion
0,ImM de DPPH en etanol, en tubos de vidrio protegidos de la luz. Se agitaron
suavemente en un vortex y se incubaron en oscuridad durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Paralelamente, se realizaron controles en las mismas condiciones pero sin
muestras.

Pasado este tiempo, se procedid a la lectura de la absorbancia a una longitud

de onda de 517nm (Shimadzu UV-1700).

La capacidad antiradical de las muestras se calculdé como porcentaje de

desaparicion del color purpura, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

%Actividad antiradical (AA) = (Abs control — Abs muestra) < 100
Abs control
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De nuevo, se realiz6 el mismo analisis a compuestos de reconocida actividad
neutralizadora de radicales libres, tales como melatonina, vitamina C, vitamina E

y butilhidroxianisol (BHT) (0,05; 0,1; 0,2; 0,5 y Img/ml).

4. MEDIDA DE LA CAPACIDAD QUELANTE DE METALES DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA

4.1. Determinacion de la capacidad quelante de hierro

El método de Yoshimura y col., (1997), ligeramente modificado, fue aplicado
en la valoracion de la capacidad quelante de hierro de las mezclas de G-L:

0,05g de las muestras de G-L y 1,4mg de sulfato amonico de Fe (II)
hexahidratado (concentracién final = 357uM) fueron disueltos en 10ml de
tampon HEPES 30mM, pH 7,4, mediante agitacion vigorosa en un vortex. Esta
solucidon se mezcld enérgicamente con 10ml de tolueno conteniendo 10mM de
dibenzoilmetano (DBM) y 1mM de trioctilfosfina 6xido (TOPO) y se centrifugo
a 3.500rpm durante 30 minutos a 20°C (Eppendorf Centrifuge 5810R).
Seguidamente, se procedio a la lectura de la absorbancia del sobrenadante a una
longitud de onda de 408nm (Shimadzu UV-1700). La cuantificacion del
contenido de hierro libre no quelado por las muestras de G-L (hierro extraido por
el complejo DBM-TOPO) se hizo a partir de una curva patron preparada con
sulfato amonico ferroso con concentraciones de hierro comprendidas entre 0 y
357uM.

La cantidad de hierro quelado por los mezclas de G-L, se calcul6 mediante la
diferencia entre la cantidad de hierro total inicial y la cantidad de hierro libre por

el complejo DBM-TOPO en la capa organica.

Fe quelado = Fe total — Fe libre
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El porcentaje de capacidad quelante de hierro se expresé de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

% Capacidad quelante de Fe = (Fe total — Fe libre) x 100
Fe total

Fe total: 200ug

4.2. Determinacion de la capacidad quelante de cobre

Se siguid el método de la tetrametilmurexida (Terasawa y col., 1991),
ligeramente modificado, para determinar la capacidad quelante de cobre de las
mezclas de G-L obtenidas. Seglin esta técnica, se determina la cantidad de cobre
libre presente en la muestra y por diferencia con el cobre total se calcula el
porcentaje de cobre quelado.

Partiendo de una solucién madre de cada una de las muestras de G-L
(500pg/mL) disueltas en tampdn hexamina-HCl 10mM, pH 5, conteniendo KCl
10mM, se realizaron distintas pruebas con concentraciones crecientes de las
mismas (50, 100, 200, 300, 400 y 500ug/ml). En tubos de vidrio protegidos de la
luz se mezclaron 1ml de la solucion correspondiente de cada mezcla, 1ml de
solucién de CuSO,4 0,1mM en tampon hexamina y 0,Iml de murexida 1mM en
tampon hexamina. Las mezclas se agitaron en un vortex y se dejaron reposar
durante 10 minutos.

Transcurrida la reaccion, el cobre libre presente en las muestras se determind
mediante la medida del ratio o relacion de absorbancia entre las longitudes de
onda A; = 460nm y A, = 530nm en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1700).
La cuantificacién del contenido de cobre libre total se hizo a partir de una curva

patrén con concentraciones de cobre comprendidas entre 0,01 y 0,2mM.
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La cantidad de cobre quelado por las mezclas de G-L se obtuvo calculando la
diferencia entre la cantidad de cobre total y la cantidad de cobre inicial presentes

en el sistema:

Cu quelado = Cu total — Cu libre

El porcentaje de capacidad quelante de cobre se expresd de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

% Capacidad quelante de Cu = (Cu total — Cu libre) x 100
Cu total

Cu total: 6.35ug.
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5. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DE LAS MEZCLAS

DE GLUCOSA-LISINA EN CULTIVOS CELULARES (Linea celular Caco-2)

5.1. Siembra y mantenimiento

Las células Caco-2 fueron suministradas por la Colecciéon Europea de
Cultivos Celulares (ECACC) a través del Centro de Instrumentacion Cientifica
de la Universidad de Granada en el pase numero 40, utilizindose en estos
ensayos entre los pases 50-60. El medio de cultivo para el mantenimiento de las
células, asi como los reactivos adicionados para su reconstitucion y para los
ensayos, todos ellos especificos para cultivos celulares, fueron suministrados por
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Los recipientes para el cultivo eran
de la marca comercial Corning Costar (Cambridge, M.A., USA). Inicialmente,
las células se sembraron en frascos de poliestireno tratados para cultivos
celulares (falcon) de 75cm® de superficie (Foto 1), conteniendo medio esencial
minimo de Dulbecco, enriquecido en glucosa (DMEM, Dulbecco’s Modified

Minimal Essential Medium), cuya composicién es la siguiente:

- DMEM en polvo (Sigma D-5648)

= CO3HNA (S-5761) .eoveiiiiiiiiiienieeeeeeceeeeiens 35mM

- Suero Bovino Fetal inactivado (F-7524).................... 15%

- Aminoécidos no esenciales (M-7145)........cccccceeeeen. 1%

- Mezcla antibiotico / antimicético (A-9909)............... 1%

- Insulina Bovina (I-6634) ..........ccccceevviieeciieeeieeeee, 0,1U.I. / ml
- HEPES (H-2387) ettt 15mmol /1
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Foto 1. Siembra de las células en falcon

Las células se mantuvieron a 37°C en un incubador (modelo 3111, Forma
Scientific Inc., USA), en atmosfera 95:5 aire/CO,, con una humedad del 90%. El
medio de cultivo se cambid cada 2-3 dias, procediéndose a la tripsinizacion y
siembra de las células en frascos nuevos cuando se alcanzaba una confluencia
aproximada del 70%. Para la tripsinizacion, las células se lavaron con HBSS
(Hank’s balanced salt solution) (Sigma H-2387) exenta de calcio y magnesio,
seguido del tratamiento con tripsina (0,25%) y acido etilendiaminotetraacético
(2mM) (T-3924) durante 5 minutos a 37°C. Después de que la monocapa celular
fuera ligeramente despegada de la superficie del frasco, se adicioné medio de
cultivo completo para detener la tripsinizacion, se homogeneizd la suspension
suavemente con pipeta pasteur y se traspasé a tubos de centrifuga de 50ml.

Las células se centrifugaron a 850rpm, a 20°C, durante 5 minutos, y una vez
obtenido el pellet o boton celular (Foto 2), se desechd el sobrenadante y se
resuspendieron en DMEM, distribuyéndose en los nuevos frascos para continuar

el crecimiento celular.
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Foto 2. Pellet de células

Todas la manipulaciones de los cultivos celulares se llevaron a cabo en
condiciones de asepsia y bajo campana de flujo laminar (Modelo AV-100

Telstar, Espafia) con el fin de mantener las condiciones estériles.

Las fotografias 3 y 4 muestran el aspecto de los cultivos y su adecuado

desarrollo.

Foto 3. Monocapa de células Caco-2 en confluencia con estructura tipica de
mosaico (Microscopia optica)
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Foto 4. Desarrollo de microvellosidades de las células Caco-2 (Microscopia
electrdonica)

5.2. Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad de las c€lulas en presencia de las soluciones de las mezclas de
G-L, objeto de estudio, se evalud utilizando dos métodos diferentes que se

describen a continuacion.

5.2.1. Método de tincion con azul tripan

Las células obtenidas tras la tripsinizacidon, se sembraron en placas petri de
9,2cm” de superficie a una densidad de 40.000 células/cm®, a las que se les
cambi6 el medio de cultivo cada 2-3 dias (Foto 5). Se incubaron a 37°C, 5% CO,
y 90% de humedad durante unos 10 dias y una vez alcanzada la confluencia, se
tripsinizaron. Tras la tripsinizacion y una vez obtenido el pellet de células, se
procedid a la medida de la viabilidad mediante el test de tincion con azul tripan,
en el que las células no viables aparecen tefiidas con el colorante debido a la

destruccion de sus membranas celulares. Para ello, 200ul de la suspension de
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células, previamente homogeneizada, se mezclaron con 200ul de colorante azul
tripdn. Aproximadamente 20ul de la mezcla fueron transferidos con una
micropipeta a la camara de Neubauer y se realizo el contaje de células viables y
no viables en un microscopio invertido (CK40, OLYMPUS) (Foto 6). La

viabilidad con las soluciones utilizadas en los ensayos nunca fue inferior al 90%.

El porcentaje de viabilidad se expresé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% Viabilidad = Células vivas x 100
Células totales

Siendo:

e (élulas totales: células vivas + células muertas

T
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Foto 5. Placas Petri Foto 6. Recuento de células en
camara de Neubauer

133



Material y Métodos

5.2.2. Método de tincion con rojo neutro

Las células obtenidas tras la tripsinizacion, se sembraron en placas
multipocillo de 96 pocillos de la marca comercial Corning Costar (Cambridge,
M.A., USA) a una densidad de 75.000 células/pocillo en 100ul de medio de
cultivo (Foto 7).

Con el objetivo de permitir la adhesion de las células a la superficie de los
pocillos, se incubaron durante 24 horas a 37°C, 5% CO, y 90% de humedad.
Transcurrido este tiempo, se retird el medio gastado, aspirando con una pipeta
Pasteur, y se efectud la medida de la viabilidad mediante el test de tincion con
rojo neutro, colorante que tifie las células viables al incorporarse dentro de sus
lisosomas. El procedimiento utilizado fue el siguiente:

Una vez retirado el medio de cultivo, se afiadieron, a cada pocillo, 200ul de la
solucion de tincion de rojo neutro, previamente calentada a 37°C. Esta solucion
se preparo a partir de una inicial al 0,4% (w/v) en agua milli-Q que se diluyo 80
veces con medio de cultivo. Las células se incubaron durante 2 horas con el
colorante, que luego se desecho aspirdndolo con pipeta pasteur. A continuacioén
se llevo a cabo la fijacion de las células, sumergiendo cada placa en una bandeja
que contenia 1 litro de una solucion de fijacion (formaldehido 0,5%, CaCl, 0,1%)
durante 30 segundos, seguido de una fase de lavado consistente en la inmersioén
de las placas en tampon fosfato 0,1M (PBS), pH 7,4, al menos dos veces,
desechando el medio cada vez.

Tras secar las placas, se procedid al lisado de las células, afiadiendo a cada
pocillo 200ul de una solucion de solubilizacion (acido acético glacial al 1% en
una mezcla agua:etanol al 50%), se envolvieron con papel film transparente para
evitar la evaporacion del alcohol y se incubaron a 4°C durante una noche.

Al dia siguiente se realizo6 la lectura de la absorbancia del contenido de cada
pocillo a 540nm en un lector de placas (BioRad Model 550) (Foto 8), previa

homogenizacion en una placa osciladora.
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El porcentaje de viabilidad se expres6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Se utilizaron como control aquellos pocillos en los que las células fueron

incubadas con medio de cultivo.

Foto 7. Placa multipocillo Foto 8. Lector de placas

El método del azul tripan se utilizd para aquellas soluciones que iban a ser
empleadas en los ensayos de captacion y transporte de minerales. Para el resto de

los ensayos, se empled el método de tincidon con rojo neutro.
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5.3. Ensayos de citotoxicidad

Dado el posible efecto citotoxico que se le ha atribuido a los PRM
procedentes de sistemas modelo azlcar-lisina, se realizaron ensayos de
citotoxicidad con el objetivo de determinar la concentracion ideal de mezclas de
G-L que no dafara a las células y, por tanto, no redujera de forma significativa su
viabilidad. Para ello se utilizd el método de tincion con rojo neutro, incubando
las células, previamente a la tincion, con las mezclas de G-L disueltas en una
soluciéon tamponada (glucosa SmM, CIK 10mM, CINa 130mM, SO,Mg 1mM,
HEPES 50mM, pH 7) a diferentes concentraciones (0,5, 1 y 2mg/ml) durante 3

horas.

5.4.Induccion del dano oxidativo

Con el objeto de conocer el posible papel protector de los PRM frente a un
dafio oxidativo inducido, se realizaron ensayos previos provocando en las células
un insulto oxidativo. Para ello, se incubaron con distintos agentes prooxidantes
tales como el peroxido de hidrogeno (H,0,), hierro (FeSO,4) y cobre (CuSO,),
que se anadieron a la solucidén tamponada mencionada en el apartado 5.3.

En primer lugar, utilizando el método de tincidon con rojo neutro, se
seleccionaron las concentraciones de los prooxidantes que produjeran un dafio
celular significativo sin llegar a la muerte celular absoluta, es decir que no
redujeran la viabilidad por debajo del 50% aproximadamente.

Las células se incubaron durante 3 horas con soluciones tamponadas de
perdxido de hidrégeno 0,05-21mM, hierro 0,1-6,5mM y cobre 5-100uM. Las
soluciones seleccionadas fueron las siguientes:

e Fe:1,5mM

e Cu: 50uM

e H,0,: 0,5mM
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Para evitar la evaporacion de las soluciones a ensayar durante éste periodo, se

adicion6 medio de cultivo a todos los pocillos de la periferia, que no contenian

células (Fig. 16).
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Figura 16. Placa multipocillo
D: DMEM (medio de cultivo)
CP: control positivo (Buffer de captacion)

AQ: agente oxidante: Fe, Cu o H,O, individualmente

G-L: mezcla de glucosa-lisina. En cada fila se afiadi6é una mezcla de glucosa-lisina distinta

adicionada del agente oxidante correspondiente, por ej.:
e FilaD: 100-15 + Fe
e FilaE: 100-30 + Fe
e FilaF: 100-60 + Fe

e FilaG: 100-90 + Fe....... etc., y asi se ensayaron todas las muestras.
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5.5. Evaluacion del daio oxidativo

Los marcadores del estrés oxidativo que se determinaron en las células Caco-
2 fueron: el dafio a la viabilidad celular, el grado de peroxidacién lipidica y los
mecanismos antioxidantes enzimaticos. Estas determinaciones se efectuaron en
las células tras su incubacion individual con: las muestras, los agentes
prooxidantes, y con los prooxidantes en presencia de las muestras.

La viabilidad celular se evalu6 sembrando las células en placas multipocillo
mediante la tincién con rojo neutro tal y como se ha descrito. Para determinar el
efecto sobre la formacion de lipidos peroxidados y sobre la actividad enzimatica,
se procedid del siguiente modo:

Inicialmente, las células se sembraron en frascos de poliestireno (falcon) de
25cm” de superficie tratados para cultivos celulares, conteniendo medio esencial
minimo de Dulbecco, enriquecido en glucosa (DMEM), a una densidad de
50.000 células/cm®. Las células se mantuvieron a 37°C en un incubador, en
atmoésfera 95:5 aire/CO, y con una humedad del 90%. El medio de cultivo se
cambi6 cada 2-3 dias y una vez alcanzada la confluencia (a los 7 dias de la
siembra) se procedi6 a la incubaciéon de las células con las soluciones
conteniendo las muestras y/o los agentes prooxidantes. Previamente, se lavaron
las células con 5ml de solucién tamponada, que fueron luego aspirados
suavemente con una pipeta pasteur para retirar posibles restos de medio de
cultivo.

Las células se incubaron con estas soluciones y, transcurridas 3 horas, se
tripsinizaron, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 5.1., obteniéndose
un pellet de células al que se le dio un lavado con tampon PBS (Sml, pH 7.4,

37°C).
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Tras desechar el sobrenadante, inmediatamente se procedi6 a la obtencidn del
citosol de las células mediante la técnica de lisado descrita por Jing y Kitts

(2004b):

Las células fueron sometidas a tres ciclos de congelacién/descongelacion
introduciendo los tubos en un congelador a -80°C durante 2 horas y en un bafio
de agua (J. P. Selecta, S. A., Barcelona, Espafia) a 37°C durante 5 minutos. De
este modo, y debido al cambio brusco de temperatura, se producia la rotura de
sus membranas celulares y la liberacion del citosol. Seguidamente se anadieron
Sml de tampon PBS (pH 7,4, 0°C), se agitaron en un vortex y se centrifugaron en
una ultracentrifuga (RC5C Giralt, Sorvall Instruments) a 10.000rpm, 4°C durante
10 minutos. Los sobrenadantes, que contenian el citosol, se pasaron a tubos
eppendorf de 3ml utilizando una pipeta pasteur y se conservaron a -80°C hasta el
momento de ser utilizados para las dos técnicas que se describen a continuacion

(5.5.1.y5.5.2.).

5.5.1. Determinacion de lipidos peroxidados (dienos conjugados)

La peroxidacion lipidica es una forma de produccion de dafios tisulares y
celulares que puede iniciarse por las especies reactivas del oxigeno. Una vez que
comienza, el proceso toma forma de cascada de produccion de radicales libres
que, a partir de los acidos grasos poliinsaturados, lleva a la formaciéon de
hidroperoxidos y otros productos como son los dienos conjugados, cuya
cuantificacion permite conocer la extension del dafio oxidativo que previamente
se induce en las cé¢lulas. Siguiendo la técnica de Buege y Aust (1978)
ligeramente modificada, 0,5ml de citosol se mezclaron con S5ml de
cloroformo:metanol (2:1) mediante agitacion en un vortex durante 2 minutos
hasta la aparicion de dos fases (organica y acuosa). A continuacidn se centrifugo
a 2.200rpm (Eppendorf Centrifuge 5810R) durante 15 minutos. El sobrenadante,

constituido por metanol, se desech6 mediante succion con pipeta pasteur y los
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3ml de la capa inferior de cloroformo se transfirieron a otro tubo, procediéndose
a su evaporacion en una centrifuga de vacio (Gyrovap, Howe) durante 2 horas y
30 minutos.

El residuo lipidico obtenido se disolvio en 1,5ml de ciclohexano
inmediatamente después de su obtencion. La absorbancia de la solucion se ley6 a
233nm en un espectrofotometro (Shimadzu UV-1700) frente a un blanco de
ciclohexano.

La cuantificacion de dienos conjugados se expres6 como unidades de

absorbancia a 233nm.

5.5.2. Determinacion de la actividad enzimatica

Como se ha comentado anteriormente, las células Caco-2 son un modelo util
para evaluar la respuesta fisiologica de los enterocitos al dafio oxidativo.

Uno de los parametros utilizados para evaluar la respuesta al dafio celular
inducido es la medida de la actividad enzimadtica, ya que se sabe que estas células
expresan la actividad de las enzimas catalasa, superoxido dismutasa y glutation

peroxidasa (Grisham y col., 1990; Baker y Baker, 1992).

a. Técnica de determinacion de la catalasa (CAT)

Su determinacion se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Aebi
(1984), ligeramente modificado. Este método se basa en el seguimiento de la
descomposicion de H,O, para dar H,O y O, como consecuencia de la actividad

catalitica de la catalasa (Fig. 17).
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Catalasa

2H,0+0,

(monitorizado a 240 nm)

Figura 17. Esquema de la actividad catalasa (CAT)

Previamente, con el fin de elegir la cantidad de citosol que produjera un
descenso significativo de absorbancia (es decir, de la desaparicion de H,0,), se
realizaron ensayos mediante los que se seleccionaron los volimenes de citosol
adecuados.

Se procedi6 del siguiente modo: a una cubeta de cuarzo se afiadié la muestra
y se completd hasta un volumen final de 3ml con tampon fosfato 50mM (0,05M
KH,PO,, 0,04M Na,HPO, 12H,0), pH 7,0, mezclandolo bien con una varilla. A
continuacion se introdujo la cubeta en un espectrofotometro (Shimadzu UV-
1700) y, para iniciar la reaccion, se afiadieron 100ul de una solucion de peroxido
de hidrogeno 1M en tampon fosfato S0mM, pH 7,0, procurando su perfecta
mezcla con la muestra. Seguidamente se procedié a la medida del descenso de
absorbancia a 240nm durante un minuto. La lectura se realizd frente a un blanco
sin peroxido de hidrogeno. La actividad de la enzima se expres6 en unidades de

actividad/mg de proteina (seg'l/mg proteina).

b. Técnica de determinacion de la superoxido dismutasa (SOD)

La superoxido dismutasa es una metaloproteina que cataliza la dismutacion
del anion superoxido en peréxido de hidrogeno. La determinacion de la actividad
de SOD es dificil debido a la naturaleza del sustrato que utiliza, el anion

superdxido. El método utilizado estd basado en la técnica original de McCord y
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Fridovich (1969), aunque con ligeras modificaciones. Utiliza el sistema
xantina/xantina-oxidasa como generador de anion superoxido; en presencia de
este radical se produce una reducciéon del citocromo C, que es monitorizado a
550nm. Al afiadir la muestra, que contiene la enzima, el radical superoxido se
transforma en peroxido y la reduccion del citocromo C se inhibe. Dicha
inhibicion es usada para medir la actividad de la enzima. A continuacién se

muestra un esquema de la reaccion catalizada por la superéxido dismutasa (Fig.

18).

Citocromo C

Xantina + Xantina oxidasa ——» O,

Superéxido dismutasa Citocromo C reducido
(monitorizado a 550
nm)
H,
H,0,

Figura 18. Esquema de la actividad superoxido dismutasa (SOD)

Las lecturas se realizaron a 25°C, mezclando en microcubeta los siguientes
reactivos:
e 400ul de tampoén carbonato/bicarbonato soédico 20mM, pH 10,
conteniendo EDTA ImM y azida sédica 0,01mM.
e 300ul de wuna solucion de citocromo C 0,IM en tampon
carbonato/bicarbonato 20mM, pH 10 conteniendo EDTA ImM vy azida
sodica 0,0lmM.

142



Material y Métodos

e 100ul de wuna solucion de xantina 0,5mM en tampoOn
carbonato/bicarbonato 20mM, pH 10 conteniendo EDTA 1mM, sin azida
sodica. La xantina tarda en disolverse.

e La reaccion se inicio al anadir 50ul de una solucion de xantina-oxidasa
0,2U/ml en tampdn carbonato/bicarbonato 20mM, pH 10 conteniendo
EDTA 1mM, sin azida.

El incremento de absorbancia a 550nm se monitorizé durante un intervalo de
tiempo de 1 a 2 minutos a una temperatura de 25°C. El espectro resultante se
utilizdé como control, considerandolo como el 100%.

La actividad de la enzima se expresé en unidades de actividad/mg de proteina
(U/mg proteina).

Para realizar las determinaciones de la actividad de la SOD de las células que
se habian incubado previamente con las muestras de G-L, solas o adicionadas del
agente oxidante, se sigui6 el mismo protocolo descrito, afiadiendo la cantidad de
citosol necesario para observar esta actividad, antes de la adicién de la xantina-

oxidasa.

c. Técnica de determinacion de la glutation peroxidasa (GP,)

La glutation peroxidasa es una selenoproteina que cataliza la reduccion de un
gran numero de hidroperoxidos desde perdxido de hidrégeno a hidroperdxidos
organicos.

La medida de su actividad es dificil, ya que otras enzimas y compuestos
pueden alterar los resultados obtenidos por la técnica, como por ejemplo la
hemoglobina que presenta una actividad pseudoperoxidasa, y también debido a
que la enzima presenta una cinética inusual. La metodologia seguida para su
determinacion se baso en la técnica descrita por Flohé y Giinzler (1984) con
ligeras modificaciones. El método se basa en la formacion instantdnea de
glutation oxidado (GSSG) durante la reaccion catalizada por la glutation

peroxidasa, que continuamente es reducido por un exceso de glutation reductasa
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activa y NADPH presentes en la cubeta. La consecuente oxidaciéon de NADPH a
NADP" es considerada un indicador de la actividad de la glutation peroxidasa y
es monitorizada espectrofotométricamente a 340nm y a 37°C. Como fuente de
peroxido necesaria para la oxidacion de GSH a GSSG, se utilizd
terbutilhidroperoxido.

A continuacion se muestra un esquema de la reaccion catalizada por la

glutation peroxidasa (Fig. 19).

L. Oxidacion
Peroxido (H,0,, T-BOOH...) GSH NADP* + H*
Glutation peroxidasa Glutation reductasa
OH GSSG NADPH (monitorizado
Reduccion  Oxidacion a 340 nm)

Figura 19. Esquema de la actividad glutation peroxidasa (GPy)

La determinacion del descenso enzimatico de NADPH, se realizé de acuerdo
con el siguiente protocolo:

En un tubo de ensayo de 10ml, protegido de la luz, se afiadieron 100ul de una
solucidn de glutation reductasa, 2,4U/ml, en tampon fosfato potasico (0,1M, pH
7,0, EDTA ImM), 100ul de una solucion de glutation reducido 10mM en tampon
fosfato potasico, 100ul de una solucion de NADPH 1,5mM en tampon NaHCOs;
al 0,1% en agua milli-Q, la muestra y el tampon fosfato potasico necesario hasta
un volumen final de 1,1ml. La mezcla se agitd vigorosamente en un vortex y se
incub6 durante 3 minutos a 37°C introduciendo el tubo en un bafio de agua. A
continuacion, el contenido del tubo se pasé a una cubeta y se adicionaron, como
fuente de perdxido, 100ul de una soluciéon de terbutilhidroperoxido (70%) 12mM

en agua milli-Q.
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La monitorizacion de la disminucion de NADPH se llevd a cabo mediante la
medida del descenso de absorbancia a una longitud de onda de 340nm, durante 5
minutos, a 37°C. La actividad de la enzima se expres6 en unidades de
actividad/mg de proteina (U/mg proteina).

Cuando se realizé la medida de la actividad de la GP, de las células que se
habian incubado con las muestras de G-L, solas o adicionadas del agente
oxidante, se realizaron ensayos previos con el fin de elegir la cantidad de citosol
que produjera un descenso significativo de absorbancia, es decir, la disminucion

de NADPH.

5.5.3. Determinacion cuantitativa de proteinas

La cuantificacion del contenido proteico de las distintas fracciones celulares
se realizo por el método de Lowry ¢ método del Folin-Ciocalteau (Lowry y
col., 1951). El método estd basado en la formacién de un complejo coloreado
entre el cobre y los nitrégenos de los enlaces peptidicos (reaccion de Biuret).

Para resaltar el color formado en esta reaccion y aumentar la sensibilidad, se
hace reaccionar posteriormente con el reactivo de Folin que, al ser reducido por
los residuos de aminoacidos aromaticos, da un color azulado.

Por tanto, el método se basa en dos reacciones complementarias:
1. Biuret: caracteristica de grupos NH3. Da color violeta.

2. Folin: tipica de grupos OH reductores (grupos fenolicos). Da color azul.

De acuerdo con este método se procedid del siguiente modo: en un tubo de
ensayo de 10ml se anadieron 100ul de citosol, 900ul de agua milli-Q y 5ml del
reactivo de Biuret (0,5% CuSQ,, tartrato sodico 1% en agua milli-Q). La mezcla
se agitd vigorosamente en un vortex y se incubd en oscuridad durante 15
minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 0,5ml del reactivo de Folin 2N
(al 25% en agua milli-Q), se agitd en un vortex y se incubd en oscuridad durante

20 minutos.
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La cuantificacion del contenido de proteinas se determind mediante la medida
de la absorbancia a 640nm en un espectrofotdémetro (Shimadzu UV-1700), a
partir de una curva patron preparada con albumina bovina de concentraciones

comprendidas entre 0 y 600pg/ml.

5.6. Evaluacion del papel protector de las mezclas de glucosa-lisina ante

la presencia de agentes prooxidantes

Para evaluar la actividad antioxidante de las mezclas de G-L, las células se
incubaron ante la presencia conjunta de los agentes prooxidantes y las distintas
muestras de G-L a la concentracion de Img/ml. A continuacion se evaluaron las
modificaciones sobre el dafio oxidativo de acuerdo con las técnicas descritas
anteriormente, es decir: ensayos de recuperacion de la viabilidad celular,

modificaciones de la peroxidacion lipidica y actividad enzimatica (Fig. 20).

Incubacion

Evaluacion dano
Células Caco-2 - o——_—

oxidativo

+ muestras

= Viabilidad celular

= Peroxidacion lipidica

+ agentes prooxidantes | : " Actividad enzimatica

+

it (CAT, SOD, GP,)

'.Illlllllllllllll.“-Illlllllllllllll-'

Figura 20. Esquema de la evaluacion del papel protector de las mezclas de glucosa-
lisina frente a un dafio oxidativo inducido
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6. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA EN LA

ABSORCION DE HIERRO Y COBRE

6.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro y cobre

Para los ensayos de captacion y transporte las células se sembraron en placas
bicamerales (Transwell, 24mm de diametro, 4,7cm’ de superficie, 3mm de
tamafio de poro, nim. Ref. 1414, Costar) a una densidad de 90.000 células/cm’,
con 2,5ml de medio de cultivo en el compartimento basolateral y 1,5ml de medio
en el compartimento apical (Foto 9). El medio se cambi6 cada 2 dias y los
experimentos se realizaron tras 21 dias desde la siembra. Durante todo este
periodo, cada 5-6 dias se comprobd la formacion de estrechas uniones celulares
durante la diferenciacién y, por tanto, la integridad y confluencia de la

monocapa.

e o

Monocapa celular

Camara basolateral

Foto 9. Placa Transwell
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a. Integridad y confluencia de la monocapa

Se control6 por la medida de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y
del transporte del rojo fenol.

La resistencia eléctrica transepitelial indica la resistencia de la monocapa
de células al paso de la corriente eléctrica, y su aumento y posterior estabilidad
confirman la formacion de una monocapa integra con estrechas uniones entre las
células. Valores anormalmente bajos supondrian la existencia de orificios o de
anomalias en el funcionamiento celular, con lo que los pocillos no serian validos
para la realizacion de los experimentos. Se llevd a cabo utilizando un

micropolimero (Millicell-ERS, Millipore), realizando tres medidas por pocillo.

Los valores fueron determinados mediante el siguiente calculo:

TEER = (Q muestra - Q blanco) x 4,7

Siendo:
e () muestra: resistencia de la monocapa celular.
e Q) blanco: resistencia de un pocillo sin células.

e 4.7: superficie del pocillo (cm?).

Las células utilizadas en el presente ensayo alcanzaron valores estables de la

TEER entre 500 y 650 Q/cm”,

El transporte de rojo fenol a través de una monocapa celular integra no debe
ser superior al 5% por hora. Para su determinacion se aspird el medio de las
placas bicamerales lavando ambas cdmaras con una solucién tamponada (130mM
NaCl, 5SmM glucosa, S0mM HEPES, pH 7), exenta de rojo fenol. Una vez
eliminados posibles restos, se afladieron 2,5ml de la solucién tamponada en la

camara basolateral y 1,5ml de medio de cultivo, que contiene rojo fenol (42uM),
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en la apical, manteniendo las células en el incubador a 37°C durante 1 hora.
Transcurrido el tiempo, se recogid el contenido de la cdmara basolateral, se
ajusto el pH a 10 (donde solo existe la forma basica del rojo fenol) con NaOH 5N
y se midi6 su absorbancia a 558nm, calculandose el porcentaje de difusion del
colorante. Las monocapas con porcentajes de transporte superiores al 5% fueron
rechazadas para la realizacion de los ensayos. Los valores medios de las

utilizadas se aproximaron al 3% de transporte.

La Figura 21 representa esquematicamente el modelo de transporte utilizado

para las células Caco-2.

camara
apical

VYV VYWYV VYWV VYV

oloelo|e O<I——m0nocapa
A

celular
[
camara membrana
basolateral microporosa

Figura 21. Esquema de una placa bicameral (sistema de transporte)

b. Desarrollo de los ensayos

Con la realizacidon de este ensayo se pretendia conocer la influencia de la
presencia de las mezclas de G-L seleccionadas sobre el transporte de hierro y
cobre, asi como sobre su captacion por el enterocito. Para ello se siguid el
procedimiento descrito por Seiquer y col., (2001).

Los ensayos para el hierro se realizaron utilizando una solucion tamponada de

FeSO, a la concentracion de 0,1mM de hierro.
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Antes de comenzar el ensayo, todas las soluciones se atemperaron a 37°C. Se
retiro el medio gastado tanto de la cdmara apical como de la basolateral,
lavandose la monocapa de células dos veces consecutivas con HBSS. En todas
las camaras basolaterales se adicionaron 2,5ml de solucion tamponada, mientras
que en las camaras apicales se adicionaron 1,5ml de las soluciones de las
distintas mezclas de G-L (1mg/ml) en soluciéon tamponada 0,1mM de hierro,
incubandose durante 2 horas a 37°C. Como control se realizaron ensayos con las
soluciones tamponadas 0,1mM Fe. Los pg de hierro captados se calcularon
teniendo en cuenta la cantidad inicial que contienen las células en condiciones
basales (incubadas con DMEM).

Tras este periodo, se recogio el contenido de la camara basolateral y los
pocillos se lavaron dos veces con agua milli-Q. También se retird el contenido de
la camara apical lavando los pocillos con buffer de lavado enfriado con hielo
(150mM NaCl, ImM EDTA, 10mM HEPES, pH 7). Para el estudio de la
captacion mineral se recogio la membrana con la monocapa de células.

Las soluciones recogidas en las camaras basolaterales y los filtros
conteniendo la monocapa de células se reservaron para analizar sus contenidos de
hierro y calcular el mineral absorbido y captado, respectivamente. Utilizando
como referencia el mineral anadido a la camara apical, se calculo la eficacia de
transporte (porcentaje de mineral transportado respecto de la cantidad inicial
afiadida). Los pg de hierro transportados se calcularon teniendo en cuenta la
cantidad inicial que contienen las células en condiciones basales (incubadas con
DMEM).

Los ensayos de captacion y transporte de cobre se realizaron de forma similar
a la descrita para el hierro, utilizando una soluciéon tamponada de CuSOy a la
concentracion de 60uM de cobre.

En ambos casos, la concentracion ensayada de las mezclas de glucosa-lisina

que se incluyeron en las soluciones tamponadas de cada mineral, fue de 1mg/ml

(Fig. 22).
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Tras la recogida del contenido de la camara apical y basolateral, y
previamente a su mineralizacion, se procedid a la lectura de su absorbancia a 280
y 420nm en un espectrofotdémetro (Shimadzu UV-1700) con el objetivo de
conocer la posible absorcion de los PRM a través de la monocapa de células.
También se leyd la absorbancia de las soluciones antes de ser adicionadas a la

camara apical.

6.2. Determinacion analitica de hierro y cobre

La medida de minerales en las distintas soluciones y muestras celulares se
llevé a cabo por espectrofotometria de absorcion atomica (EAA). Previamente se
realizd una mineralizacion de las muestras por via humeda, disponiéndolas en
frascos adecuados resistentes al calor, que se situaron en un bafio de arena (J.R.
Selecta, S.A., COMBIPLAC, num. Serie 0373930) a alta temperatura (210-
220°C) (Fig. 22). Se las someti6 a un tratamiento acido, inicialmente con HNO;
durante aproximadamente 1 hora y posteriormente con mezcla HNO;3;:HCIO,
(1:4) hasta conseguir la total eliminacidon de la materia orgénica, es decir, hasta la
total transparencia de la solucién. Seguidamente se diluyeron con agua milli-Q
para su medida en EAA en un espectrofotometro Perkin Elmer (Analyst 700).

Se prepararon soluciones estdndar de todos los minerales de concentracion
1g/l utilizando ampollas Tritisol (Merck, Darmstadt, Alemania), a partir de las
cuales se obtuvieron las correspondientes curvas patron.

Las determinaciones analiticas se realizaron por triplicado en todas las
muestras.

Para evitar la presencia de minerales, todo el material utilizado en el

laboratorio fue lavado con acido nitrico 0,1M y enjuagado con agua milli-Q.
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6.3. Precision y exactitud de los analisis

La exactitud en las determinaciones de hierro y cobre se cuantificé utilizando
los siguientes patrones externos: rifion de cerdo liofilizado (Community Bureau
of Reference B.C.R., Reference Material numero 186) e higado liofilizado
(Community Bureau of Reference B.C.R., Reference Material nimero 185R),
respectivamente. Los valores certificados y determinados en dichos patrones se

recogen en la Tabla 2.

. , Valor Valor
Mineral Patron certificado determinado
Fe (ng/g) rindn liofilizado 299 +10.00 295.31+4.77

Cu (ng/g) higado liofilizado 277 +5.00  280.96 + 7.61

Tabla 2. Valores certificados y determinados para los patrones externos (B.C.R.)

Valores medios + desviacion estandar (n = 4)

La precision de los andlisis de hierro y cobre, se control6 mediante el célculo
del Coeficiente de Variacion interensayo (%) siendo de 1,86% para los analisis
de hierro y de 2,47% para el cobre, en las soluciones de hierro y cobre

respectivamente.
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camara apical
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Figura 22. Esquema de los ensayos de captacion y transporte de hierro y cobre
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7. RESUMEN DE LAS DETERMINACIONES REALIZADAS

Las determinaciones llevadas a cabo en las

representadas en la siguiente Figura (23).
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Figura 23. Determinaciones llevadas a cabo en las distintas muestras
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8. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para el estudio estadistico de los datos se utilizo el programa Statgraphics *
plus Windows ® versién 5.1.

Los resultados se sometieron a los siguientes analisis:

e Andlisis de varianza de doble via para conocer la influencia de los factores
(temperatura X tiempo) sobre las variables estudiadas, asi como la
existencia de interacciones entre ellos. En los casos en los que se
ensayaron distintas concentraciones de muestra el analisis empleado fue
de varianza de tres vias (temperatura X tiempo X concentracion). De éste
analisis se excluyod la mezcla cruda, al no poseer todos los factores objeto
de estudio.

e ANOVA de una via para estudiar el efecto del tiempo de calentamiento,
dentro de cada temperatura, en las variables objeto de estudio. En este
analisis, la muestra cruda fue incluida, considerando que su tiempo de
calentamiento fue cero.

En ambos casos se empleo el test de Duncan para determinar las diferencias

significativas. Dichas diferencias se establecieron para un valor P < 0,05.

En aquellos andlisis en los que se ensayaron, ademds de las mezclas, la
glucosa y la lisina de forma independiente, éstas aparecen incluidas al final de las
tablas. Solo fueron comparadas frente a los controles (mezcla cruda, DMEM, Fe,
Cu o H,0,), mediante un ANOVA de una via empleando el test de Duncan para
determinar las diferencias significativas.

Los resultados de la capacidad de reduccion de la peroxidacion lipidica y de
neutralizacion del radical DPPH de los distintos compuestos con reconocida
actividad antioxidante (Vit. C, Vit. E, BHT y melatonina), se compararon
mediante la aplicacion de un andlisis de varianza de una via empleando el test de

Duncan.
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A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos para cada una de las
muestras tras los andlisis llevados a cabo.

La expresion de los resultados se ha realizado utilizando tablas y figuras. En
las tablas se ha incluido una primera columna denominada muestra que
corresponde al nombre de cada una de ellas, incluyendo la muestra cruda,
utilizada como control, frente a la que se han comparado todas las demas. Las
siguientes columnas corresponden a las variables medidas. En estas tablas se ha
realizado un analisis de varianza de una via para cada temperatura incluyendo la
muestra control (cruda), con el objetivo de conocer las diferencias debidas al
aumento del tiempo de calentamiento.

En algunas tablas se incluyen los resultados correspondientes a las muestras
denominadas “Glucosa” y “Lisina”, expresados como valores medios + error
estandar sin aplicarles ningin andlisis estadistico. En los ensayos en cultivos
celulares si se ha realizado un andlisis de varianza de una via de la glucosa y la
lisina con respecto a su control (DMEM, Fe, Cu o H,0,).

Cada tabla se acompafia de otra correspondiente al analisis de varianza de
doble via, para estudiar la influencia de los dos factores (temperatura y tiempo de
calentamiento) y su interaccion. En ellas, la columna de la izquierda incluye los 4
tiempos de calentamiento, las 2 temperaturas y la interaccion “temperatura X
tiempo”, asi como el error estdndar residual (EER). Las siguientes columnas
muestran los valores de las medias globales para cada una de las variables
analizadas.

En algunos casos se ha realizado un andlisis de varianza de tres vias, ya que
ademas del estudio de los factores temperatura y tiempo, se ha intentado conocer
la influencia de la concentracion de la muestra. En este caso la columna de la
izquierda incluye ademds las concentraciones utilizadas, los tiempos, las
temperaturas y las interacciones ‘“‘concentracién x tiempo”, “concentracion X
temperatura”, “temperatura x tiempo” y “concentracion X temperatura x tiempo”,

asi como el error estandar residual.
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1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS

1.1. Medida del pH y de la pérdida de peso de las mezclas de glucosa-

lisina tras el calentamiento

Tabla 3a.- pH y pérdida de peso de las mezclas de glucosa-lisina tras el
calentamiento

Muestra pH Pérdida peso
(g) (%)

Cruda 9,72 £0,00° - -
100-15 8,74 +0,00° 0,84 + 0,02 * 1,68 + 0,05 *
100-30 8,49 + 0,00 © 2,45+0,03° 4,9+0,07°
100-60 8,27 + 0,00 ¢ 6,46 + 0,03 12,93 + 0,06
100-90 7,44+ 0,00 ¢ 10,48 + 0,03 ¢ 20,96 + 0,07 ¢
Cruda 9,72+0,00* - -
150-15 8,8 +0,00° 3,25 40,00 * 6,52 + 0,02 *
150-30 7,73 40,00 ¢ 7,03+0,02° 14,06 + 0,05 °
150-60 6,30 + 0,00 ¢ 17,6 +0,02 35,20 £ 0,05 ¢
150-90 5,43+0,00 ¢ 24,59+ 0,15 ¢ 49,18 + 0,30 ¢

Valores medios * error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan). Peso inicial
de la muestra: 50g.

Tabla 3b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre el pH,
peso final y pérdida de peso de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

pH Pérdida peso (g) Pérdida peso (%)

15 8,77 2,05° 4,10°
tiempo (t) 30 8,11° 4,74° 9,48 °

60 7,28 ¢ 12,03 24,06 ¢

90 6,43 ¢ 17,53 ¢ 35,07 ¢

100 8,23° 5,06 10,12

Temperatura (T) b b b
150 7,06 13,12 26,24

t P <0,05 P <0,05 P <0,05

Significacion T P <0,05 P < 0,05 P <0,05

estadistica Txt NS NS NS

EER 9,51 x 10 0,02 0,04

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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El pH fue disminuyendo conforme aumentaba el tiempo de calentamiento en
ambas temperaturas. La reduccion en el valor del pH de las muestras calentadas a
100°C fue de 2,5 unidades aproximadamente, mientras que para las calentadas a
150°C llegd a ser de 4,5 unidades al alcanzar los 90 minutos de calentamiento
(Tabla 3a).

La pérdida de peso en las muestras fue aumentando paralelamente al tiempo
de calentamiento de forma significativa en todos los casos. En las muestras
calentadas a 150°C la reduccion fue superior y mas drastica, llegando a perderse
mas de 20g de peso en la muestra 150-90 (Tabla 3a).

Tras realizar el analisis de varianza de doble via, se observo un efecto
significativo de ambos factores (tiempo y temperatura) en todos los casos. La
interaccion (Txt) no resultd significativa para ninguna de las variables estudiadas

(Tabla 3b).

1.2. Medida del color

Tabla 4a.- Absorbancia a ; = 280nm y 2, = 420nm de las mezclas de glucosa-
lisina calentadas

Muestra Absorbancia

A =280 nm A2 =420 nm
Cruda 0,33 + 0,00 * 0,05 + 0,00 *
100-15 1,18 +0,00° 0,14 +0,00°
100-30 2,57+ 0,00 € 0,36 + 0,00 ©
100-60 3,61+0,00¢ 0,54 + 0,00 ¢
100-90 3,610,004 1,83 £0,00 ¢
Cruda 0,33 + 0,00 * 0,05 + 0,00
150-15 1,14+0,00° 0,09 + 0,00 °
150-30 3,61 £0,00° 1,02 + 0,00 ©
150-60 3,61+£0,00° 1,95+ 0,00 ¢
150-90 3,61 +£0,00° 2,28 +0,00 ©

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
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Tabla 4b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
absorbancia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

Absorbancia (A; =280 nm) Absorbancia (A, = 420 nm)

15 1,16 ° 0,12°%
tiempo(t)y 30 3,09° 0,69 °
60 3,61° 1,24 ¢
90 3,61° 2,05¢
Temperatura (T) - 100 274 : 0,72 :
150 2,99 1,34
t P <0,05 P <0,05
Significacion T P <0,05 P <0,05
estadistica Txt P <0,05 NS
EER 1,20 x 10™ 5,63 x 10™

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).

Los valores de absorbancia obtenidos a 280 y 420nm aumentaron con el
tiempo de calentamiento para ambas temperaturas. A 280nm este aumento se
detuvo y permaneciod constante a partir de los 60 minutos de calentamiento a
100°C y a partir de 30 minutos en las de 150°C. Sin embargo, a 420nm, el
aumento fue progresivo en todas las muestras y superior en las calentadas a

150°C (Tabla 4a).

El anélisis de dos vias revelo que el tiempo y la temperatura de calentamiento,
influyeron en los valores de absorbancia a 280nm, aunque las diferencias no
fueron significativas en algunos casos como indica el efecto de la interaccion. A
420nm, se observd un efecto significativo del tiempo y la temperatura de

calentamiento en todos los casos (Tabla 4b).
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1.3. Espectros de absorcion UV-visible

A continuacion, se muestra el rango de absorcion espectrofotométrico, entre

las longitudes de onda A =200-700nm, de cada una de las muestras.

Figura 24.- Espectros de absorcion de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
100°C

Absorbancia
N

200 280 420 700
Longitud de onda(nm)

Figura 25.- Espectros de absorcion de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
150°C
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Figura 26.- Espectros de absorcion de glucosa y de lisina
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Los espectros obtenidos para las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
100°C, mostraron la apariciéon de un pico de absorbancia caracteristico a 280nm.
A partir del mismo se produjo un acusado descenso en los valores de
absorbancia, volviendo a incrementarse a 420nm, claramente en la muestra 100-
90 (Fig. 24). En el caso de las muestras calentadas a 150°C los picos de
absorbancia obtenidos a 420nm, fueron mas pronunciados que los obtenidos con
las calentadas a menor temperatura (Fig. 25).

Tanto a 280 como a 420nm los valores de absorbancia obtenidos coincidieron
con los que se muestran en la Tabla 4a.

Con respecto a los espectros de absorcion de glucosa y lisina pudo
determinarse que su presencia no supuso aumentos en los niveles de absorbancia,

ni a 280 ni a 420nm (Fig. 26).

164



Resultados

1.4. Porcentaje de lisina libre

Figura 27.- Porcentaje de lisina libre tras el calentamiento de las mezclas de

glucosa-lisina a 100°C
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Valores medios + error estandar. (n = 3). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan). Contenido inicial de lisina (control): 44,5%.

La cantidad de lisina libre fue disminuyendo en todas las muestras conforme

aumentaba el tiempo de calentamiento, siendo el descenso mas marcado para las

calentadas a 150°C (Fig. 27 y 28).

El analisis factorial muestra que las diferencias obtenidas son fruto del tiempo

de calentamiento y de la temperatura aunque en algun caso no tuvieron una

influencia significativa como indica la interaccion (entre 150-30 y 150-60)

(Tabla 5a).
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Figura 28.- Porcentaje de lisina libre tras el calentamiento de las mezclas de
glucosa-lisina a 150°C
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Valores medios + error estandar. (n = 3). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan). Contenido inicial de lisina (control): 44,5%.

Tabla 5a.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la pérdida
de lisina de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

Lisina libre (%)
15 252°
tiempo (t) 30 150"
60 12,5°¢
20 10,0
Temperatura (T) 100 16,3 :
150 15,0
t P < 0,05
Significacion estadistica T P <0,05
Txt P < 0,05
EER 0.1

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (error estandar residual).
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2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE in Vitro

2.1. Determinacion del porcentaje de reduccion de la peroxidacion

lipidica

Tabla 6a.- Porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica (RPL) en presencia
de distintas cantidades de las mezclas de glucosa-lisina calentadas (TBARS)

Muestra % RPL
PRM (mg)
2 4 6

Cruda 6,53 + 1,03 * 16,80 +3,12° 16,32 + 4,08
100-15 -3,48 £ 0,00 * 7,74+ 0,38 ° 7,49 £ 0,00 *
100-30 18,94 +2,48° 33,80 £ 0,65° 32,16 +2,76°
100-60 50,9 +4,23° 58,88 +4,14°¢ 54,31 +3,68°¢
100-90 21,17 +3,63° 71,26 £ 6,77 € 87,76 + 5,60 ¢
Cruda 6,53 + 1,03 ° 16,80 £3,12° 16,32 +4,08 °
150-15 25,01+2,22° 20,35+2,56° 20,33 £6,75°
150-30 43,58 +5,40° 63,97 + 10,06 ° 87,87 £ 4,10
150-60 63,30 £ 11,16 ° 89,49 + 1,23 ¢ 96,97 £ 0,18
150-90 74,69 £ 5,36 ¢ 86,40 +2,60 83,10+ 0,67°

Glucosa 1,36 + 0,57 5,57+ 1,13 5,50+ 0,29
Lisina 21,38 + 1,78 27,33 £ 0,84 29,92 + 1,29

Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
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Tabla 6b.- Efecto del tiempo, de la temperatura de calentamiento y de la cantidad
de muestra sobre el porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica de las
mezclas de glucosa-lisina calentadas

% RPL
36,76 °
cantidad (c) 4 53.45"
6 58,19 °
15 11,44°
tiempo (t) 30 46,72°
60 68,97 ¢
90 70,70 ©
Temperatura (T) 100 36,01 Z
150 62,92
¢ P < 0,05
t P < 0,05
T P < 0,05
Significacién estadistica cxT NS
cxt P < 0,05
txT P <0,05
cxTxt P < 0,05
EER 1,03

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de tres vias y test de Duncan). NS (no
significativo). EER (error estandar residual).

Las muestras ensayadas redujeron la formacion de productos finales de la
peroxidacioén lipidica, excepto la meno calentada y a la concentracién mas baja
(100-15, 2mg) (Tabla 6a).

Tanto en las muestras calentadas a 100° como a 150°C el porcentaje de
actividad antioxidante aumento al incrementar la cantidad de muestra de 2 a 4mg.
Al aumentar esa cantidad disminuyo en casi todos los casos, excepto en las
muestras 100-90, 150-60 y 150-90 en las que aument6 notablemente. Dentro de
cada concentracidon, se observo un aumento generalizado en el porcentaje de
actividad antioxidante paralelo al aumento del tiempo de calentamiento

generalmente hasta los 60 minutos; sin embargo, a 150°C y con las mayores
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concentraciones (6mg), parecio alcanzarse un maximo a partir de los 30 minutos
de calentamiento (Fig. 30).

Con respecto a las muestras de glucosa y lisina, el porcentaje de reduccion de
la peroxidacion lipidica aumentd con la cantidad de muestra en el caso de la
lisina, alcanzéndose valores cercanos al 30%. En el caso de la glucosa, los
valores obtenidos no superaron el 6%, y la capacidad antioxidante solo se
increment6 al aumentar su concentracion de 2 a 4mg.

El andlisis factorial indico que el tiempo de calentamiento, la temperatura y la
concentracion de PRM, afectaron de forma significativa a la capacidad de las
muestras para reducir la peroxidacion lipidica (Tabla 6b).

A continuacion se muestran las graficas del porcentaje de actividad
antioxidante (%RPL) de las muestras de glucosa-lisina a concentraciones

crecientes, para cada temperatura respecto a la muestra cruda:

Figura 29.- Porcentaje de actividad antioxidante de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 100°C
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Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan).
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Figura 30.- Porcentaje de actividad antioxidante de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 150°C
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Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan).
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2.2. Determinacion del porcentaje de reduccion de la peroxidacion

lipidica en presencia de compuestos con reconocida actividad

antioxidante

Figura 31.- Porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica de compuestos con

reconocida actividad antioxidante
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Valores medios + error estandar. (n = 6). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan). Cantidad inicial de muestra: 4 mg.

Todas las muestras ensayadas exhibieron un elevado porcentaje de reduccion

de la peroxidacion lipidica, cercano al 100% en el caso del BHT. El andlisis de

estadistico revelo la existencia de diferencias significativas, excepto entre la

melatonina con la vitamina E y entre ambas vitaminas (C y E) (Fig. 31).
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2.3. Determinacion de la actividad neutralizadora del DPPH

Los resultados obtenidos indican cierta capacidad de las muestras calentadas
para neutralizar el radical libre DPPH (Tabla 7a). A ambas temperaturas se
observd un aumento significativo de esta actividad con respecto a la muestra
cruda, excepto a elevadas concentraciones de la muestra (0,5 y 1mg/ml). Al
contrario de lo observado en el andlisis anterior (%RPL), la capacidad para
neutralizar radicales libres parecidé disminuir, a ambas temperaturas, conforme
aumentaba el tiempo de calentamiento (a partir de los 15/30 minutos de
calentamiento) y desde 0,Img/ml de muestra, alcanzdndose, incluso, valores
negativos (Tabla 7b).

En el caso de la glucosa y la lisina, practicamente a todas las concentraciones
ensayadas se obtuvieron valores positivos. Los valores obtenidos para esta
muestra fueron disminuyendo con el aumento de concentracion, mientras que
para la lisina la tendencia fue la contraria y se obtuvieron valores superiores a los
de la glucosa hasta alcanzar cerca de un 20% de actividad neutralizadora del

radical DPPH (Tabla 7a).

172



Tabla 7a.- Porcentaje de actividad neutralizadora del radical DPPH en presencia de distintas concentraciones de las mezclas de
glucosa-lisina calentadas

Muestra % Actividad neutralizadora
[PRM] (mg/ml)
0,05 0,1 0,2 0,5 1

Cruda -0,05+2,53® 1,64 £037°* 6,02+0,43° 10,62 +0,76 15,39 +0,29 °
100-15 20,19+ 0,07 ° 48,38+9,01° 36,71 £0,25° 30,71 +0,57° 21,95+0,30°
100-30 28,09 + 0,22 < 32,28 +0,68° 2847+1,32°¢ 14,52 +2,08 ° 1,23 +3,09
100-60 2561+ 1,11°¢ 2723+022°¢ 25,00 + 0,80 ¢ 12,85+ 1,32° 3,71+ 1,04¢
100-90 29,71 +£0,39 ¢ 25,17+ 0,66 ¢ 17,27 £ 0,09 ¢ 9,77+ 1,44°¢ -57,67+0,85°¢
Cruda -0,05+2,53 ° 1,64+0,37° 6,02 + 0,43 * 10,62 +0,76 ° 1539+0,29°
150-15 19,42 +0,58 ° 31,43+0,18° 33,05+ 1,19° 31,75+0,58° 24,60 + 0,09 *
150-30 37,87 40,70 ¢ 33,85+0,36°¢ 34,07+ 1,01° 20,47 +0,79 0,43+0,69°
150-60 32,07+1,52¢ 22,32 +0,24 ¢ 14,50 + 0,54 ¢ -12,85+0,21¢ 63,30+ 12,95°
150-90 24,41+048° 18,41+0,18°¢ 2,68 0,99 ¢ 84,14 +2.25°¢ -193,05 +10,74 ©

Glucosa 3,38 40,76 3,26 + 0,99 -1,95+1,18 1,55+0,22 0,60+ 0,16
Lisina 3,98 +0,14 4,66 + 1,38 4,02 +0,38 13,79 + 1,30 19,42 + 0,06

Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de

una via y test de Duncan).
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Tabla 7b.- Efecto del tiempo, de la temperatura de calentamiento y de la
concentracion sobre el porcentaje de actividad neutralizadora del radical DPPH de
las mezclas de glucosa-lisina calentadas

% Act. neutralizadora

0,05 27,17°%
0,1 29,88 *
concentracion (c) 0,2 23,30°
0,5 0,44°
1 -33,69 ¢
15 29,82
tiempo (t) 30 2313 b
60 7,97 ¢
90 23,23 ¢
100 17,71°
Temperatura (T) 150 113"
c P <0,05
t P < 0,05
T P <0,05
Significacion estadistica exT P<005
cxt P <0,05
txT P <0,05
cxTxt P <0,05
EER 0,04

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de tres vias y test de Duncan). NS (no
significativo). EER (error estdndar residual).

Mediante el andlisis factorial de 3 vias se determind la influencia de la
concentracion de la muestra, del tiempo y de la temperatura de calentamiento

sobre la capacidad neutralizadora de las mezclas de glucosa-lisina (Tabla 7b).

A continuacion se muestran las graficas del porcentaje de actividad
neutralizadora de las muestras de glucosa-lisina a concentraciones crecientes,
para cada temperatura respecto al control y la de los antioxidantes ensayados

(Fig. 32,33 y 34):
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Figura 32.- Porcentaje de actividad neutralizadora del radical libre DPPH para las
mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100°C
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Figura 33.- Porcentaje de actividad neutralizadora del radical libre DPPH para las

mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C
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Figura 34.- Porcentaje de actividad neutralizadora del radical libre DPPH de
compuestos con reconocida actividad antioxidante
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Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan). Concentracion de la muestra: 0,5mg.

La vitamina E y el BHT se mostraron como los antioxidantes de mayor
capacidad para neutralizar radicales libres, alcanzando valores proximos al
100%. La actividad antiradical de la melatonina fue muy inferior a la del resto de

los antioxidantes (Fig. 34).
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3. MEDIDA DE LA CAPACIDAD QUELANTE DE METALES (hierro y cobre)

3.1. Determinacion de la capacidad quelante de hierro

Tabla 8a.- Capacidad quelante de hierro de las mezclas de glucosa-lisina

calentadas
Muestra Fe
Libre (ng) Quelado (%)
Cruda 585+0,32° 97,07+0,16*°
100-15 29,68 +2,55° 85,15+ 1,27°
100-30 11,60 +1,95° 94,19+0,97°
100-60 18,66 £ 1,98 ¢ 90,60 + 0,99 °
100-90 7,63 £2,48* 96,18 +1,24°
Cruda 5,85+0,32*° 97,07 £0,16°
150-15 20,20 £ 1,30 b 89,89 + 0,65 °
150-30 36,81 +1,97°¢ 81,60 +0,99 ¢
150-60 26,35+2,01° 86,83 + 1,00 ¢
150-90 34,34 £2,08 ¢ 82,75+ 1,04°¢
Glucosa 85,54+ 7,20 57,23 £ 3,60
Lisina 0,85+0,07 99,86 + 0,03

Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan). Contenido
inicial de Fe: 200pg.

Los valores del porcentaje de hierro quelado para todas las muestras oscilaron
aproximadamente entre un 80 y un 95%, siendo mayor para las muestras
calentadas a 100°C. Cabe destacar la elevada capacidad quelante de hierro de la
muestra cruda que alcanz6 un valor cercano al 100%, asi como de la lisina que
fue capaz de formar complejos con practicamente todo el hierro presente. El
porcentaje quelado por la glucosa no fue tan elevado pero llego6 a superar el 50%
del hierro total (Tabla 8a).

Mediante el analisis factorial de dos vias se observo que el tiempo de
calentamiento no fue el responsable de las diferencias obtenidas, mientras que la

temperatura si incidio, aunque la existencia de una interaccion significativa entre
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ambos factores manifestd que, en ciertos casos, el tiempo también influy6 (Tabla

8b).

Tabla 8b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
capacidad quelante de hierro de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

Fe libre (ug) Fe quelado (%)
15 24,94 ° 87,52
30 24,20° 87,89 °
tiempo (t)
60 22,50° 88,74
90 21,06 ° 89,46 *
100 16,89 ° 91,55*
Temperatura (T) b b
150 29,46 85,26
t NS NS
L. ., . T P < 0,05 P <0,05
Significacion estadistica
Txt P < 0,05 P <0,05
EER 0,78 0,40

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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3.2.Determinacion de la capacidad quelante de cobre

Los resultados obtenidos verificaron que todas las muestras ensayadas fueron
capaces de quelar el cobre (Tabla 9a). Todas fueron distintas significativamente
de la muestra cruda, indicativo de la influencia del tiempo de calentamiento a
ambas temperaturas, excepto en presencia de las muestra 100-90 (400ug) y 150-
90 (50png). En las muestras calentadas a 100°C el mayor poder quelante parecid
residir en las mezclas calentadas entre 15 y 30 minutos, alcanzandose un pico
maximo a los 30 minutos de calentamiento cuando la cantidad de muestra fue de
50 y 200pg, y a partir de los 60 minutos a la concentracién maxima ensayada de
muestra (400ug). De igual modo, se observo esta tendencia cuando las muestras
se calentaron a 150°C. En concreto, el descenso comenzd a partir de los 30
minutos a la concentraciéon de muestra minima ensayada y, desde los 15 minutos
de calentamiento con 200 y 400pg de muestra.

El aumento de la concentracién de muestra de 50 a 200ug supuso un
incremento del porcentaje de cobre quelado en todos los casos. Al pasar de 200 a
400ug de muestra el incremento solo se observo con las mezclas 100-15, 100-60
y 150-15.

Por ultimo, pudo observarse cierta capacidad quelante de cobre por parte de la
lisina, la cual aumentd con el incremento de la cantidad de muestra utilizada,
alcanzandose valores cercanos al 80%. Sin embargo, la glucosa no mostrd esta

capacidad en ningun caso.
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Tabla 9a.- Capacidad quelante de cobre de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

Muestra Cu
50 (ug de PRM) 200 (ug de PRM) 400 (ug de PRM)
Libre(ug) Quelado(%) Libre(ug) Quelado(%) Libre(pg) Quelado(%)
Cruda 5,72+0,17° 14,46 + 2,66 ° 3,09 +£0,05° 38,43 +0,86° 2,66 +0,04° 60,20 + 0,73 °
100-15 4,73 +0,06° 30,87 + 0,86 ° 2,04+0,01° 70,06 + 0,20 ° 1,21+£0,01° 82,29 +0,15°
100-30 3,25+0,02 ¢ 52,39 +0,35°¢ 1,21 0,01 ¢ 82,30 +0,14° 1,22 +0,03° 78,75 + 8,94 °
100-60 422 +0,04¢ 38,29 + 0,62 ¢ 1,87 +021° 72,65 +3,17° 1,47 £ 0,00 © 78,44 + 0,08 °
100-90 4,46 +0,08 ™ 34,70 = 1,26 ™ 2,04+0,00° 70,09 + 0,14 ° 2,45+0,04¢ 64,09 +0,59 *
Cruda 5,72+0,17° 14,46 + 2,66 ° 3,90 £ 0,05 ° 38,43+ 0,86 2,66 +0,04° 60,20 + 0,73 °
150-15 484 +0,01° 30,3+0,15° 2,12+0,01° 66,59 + 0,25 ° 1,14+0,02° 83,59 £0,41°
150-30 448 +0,13° 35,49 +1,87°¢ 2,39+0,03° 62,21 +0,56 ¢ 3,13+£0,03°¢ 54,89 + 0,46 ©
150-60 4,98 +0,07° 30,00 + 1,08 ° 3,56 +0,02 ¢ 43,83 +0,38 ¢ 5,85+0,01¢ 17,84 +0,24 ¢
150-90 5,43 0,06 ° 23,62 +0,93 ¢ 3,48 +0,07 ¢ 45,171,119 5,98 +0,04 ¢ 15,89 + 0,57 ¢
Glucosa 6,28 + 0,02 0,96 + 0,30 6,31 +0,01 0,63 +0,17 6,31 +0,10 0,63 +0,17
Lisina 472 +0,02 30,70 + 0,39 2,53+0,11 60,17 = 1,78 1,51 0,02 77,73 + 0,36

Valores medios =* error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de

una via y test de Duncan). Contenido inicial de Cu: 6,35ug.
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Tabla 9b.- Efecto del tiempo, de la temperatura de calentamiento y de la
concentracion sobre la capacidad quelante de cobre de las mezclas de glucosa-
lisina calentadas

Libre(pg) Quelado(%)

S0 4,55* 34,43°

concentracion (c) 200 234 b 64.11 b

400 2,81° 59,47 ¢

15 2,68* 60,58 *

. 30 2,61° 61,00 ®

tiempo (t) 60 3665 vo5a®

90 3,97°¢ 42,26 ¢

Temperatura (T) 100 2,52 : 62,90 :
150 3,95 42,44

c P < 0,05 P < 0,05

t P <0,05 P <0,05

T P <0,05 P <0,05

Significacion estadistica exT P <0,05 P <0,05

cxt P <0,05 P <0,05

txT P < 0,05 P<0,05

cxTxt P < 0,05 P < 0,05
EER 0,01 0,42

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de tres
vias y test de Duncan). EER (error estandar residual).

El andlisis factorial de 3 vias reveld la influencia de los tres factores
(concentracion, tiempo y temperatura) en la capacidad quelante de cobre de las

muestras. Asimismo, la interaccion cxTxt resulto significativa (Tabla 9b).
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4. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD PROTECTORA DE LAS MEZCLAS DE
GLUCOSA-LISINA FRENTE A UN DANO OXIDATIVO INDUCIDO EN CULTIVOS

CELULARES (Linea celular Caco-2)

4.1. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina en células Caco-2

Tabla 10a.- Viabilidad celular tras 3 horas de incubacion
glucosa-lisina

con las mezclas de

Muestra [PRM] (mg/ml)
0,5 1 2
Viabilidad (%)
Cruda 117,5+12,7° 1162+84"* 90,8 +6,8"
100-15 105,3+11,0° 100,1 £12,5% 113,8 + 14,8 %
100-30 105,6 £7,3° 98.5+6,6° 110,0+ 15,3 %
100-60 101,7+124°? 107,8 +6,2*° 101,2+13,8%
100-90 116,3+12,0° 99,1+6,6% 80,5+9,7°
Cruda 117,5+12,7% 116,2+8,4* 90,8 +6,8"
150-15 95,3+10,0° 110,5+54°* 793+6,1°
150-30 117,6 £9,6° 103,6 £ 6,3 81,4+9,1°
150-60 1148+12,8"° 103,6+74° 86,0+£9,7°
150-90 110,5+5,0° 982+6,3% 69,5+6,0"

Valores medios * error estandar. (n = 10). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada

temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

La viabilidad en estos ensayos fue determinada mediante el método de tincion
con rojo neutro.

Los resultados indican que ninguna de las muestras afectdé negativa y
significativamente la viabilidad celular en las condiciones experimentales
ensayadas (Tabla 10a). Los valores obtenidos oscilaron entre 80 y 116% en las
muestras calentadas a 100°C, y entre 70 y 117% para las calentadas a 150°C.

Dentro de cada temperatura pudo observarse que el tiempo de calentamiento no
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influy6 significativamente en el porcentaje de viabilidad celular a ninguna de las
concentraciones ensayadas. Cada muestra individualmente no lleg6 a reducir
significativamente la viabilidad celular, sin embargo se observo un efecto
negativo y significativo de la concentracion que se hizo patente al pasar de 1 a
2mg/ml de muestra. Las cifras inferiores de viabilidad celular se observaron con
la muestra calentada en condiciones mas extremas (150°C y 90 minutos).

El analisis factorial indico que ni el tiempo ni la temperatura de calentamiento
incidieron significativamente en el porcentaje de viabilidad celular, mientras que

si lo hizo la concentracion de la muestra, como se ha comentado (Tabla 10b).

Tabla 10b.- Efecto del tiempo, de la temperatura de calentamiento y de la
concentracion sobre la viabilidad celular de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas

Viabilidad (%)
0,5 108,2 ©
concentracion (c) 1 102,7°
2 90,2 °
15 100,7 *
i 30 102,8 °
remee © 60 102,4°
90 95,6 °
100 103,3 ©
Temperatura (T)
150 97,4%
¢ P < 0,05
t NS
T NS
Significacion estadistica exT P <0,05
cxt NS
txT NS
exTxt NS
EER 2.1

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de tres
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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4.2. Evaluacion de la actividad antioxidante de las mezclas de glucosa-

lisina en células Caco-2

4.2.1. Efectos sobre la viabilidad celular

a. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y hierro

Tabla 1la.- Viabilidad celular tras 3 horas de incubaciéon con soluciones
conteniendo Fe y adicionadas de las mezclas de glucosa-lisina

Muestra Viabilidad (%)

Fe 347 +14°
Fe + Cruda 100,0 £8,0°
Fe +100-15 553+3,8
Fe +100-30 66,0+2,1°¢
Fe + 100-60 54,0+239
Fe +100-90 424+24°

Fe 347+£14°
Fe + Cruda 100,0£8,0°
Fe +150-15 83,0+2,1°
Fe + 150-30 75,7+£50°¢
Fe + 150-60 11,0+£2,6¢
Fe + 150-90 31,0+£33°

Valores medios + error estandar. (n = 10). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada

temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Fe: 1,5mM.

En estos experimentos el calculo de la viabilidad se realizo en placas
multipocillo mediante el método de tincidon con rojo neutro.

Como puede observarse en la Tabla 11a, la incubacion de las células con una
solucion de hierro 1,5mM redujo la viabilidad celular considerablemente,
alcanzandose valores inferiores al 35%. Sin embargo, la adicidn a esta solucion
de la mezcla de glucosa-lisina sin calentar recupero totalmente el efecto negativo

del hierro. Por otra parte, la presencia de las muestras calentadas supuso mejoras
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solamente parciales de la viabilidad celular, inferiores a las observadas con la
muestra cruda pero superiores significativamente a las cifras obtenidas en
presencia de hierro solo, excepto con las muestras sometidas a condiciones mas
extremas de calentamiento, que no fueron capaces de recuperar el dafo citotdxico
producido por el metal.

El anélisis de dos vias reveld que la temperatura de calentamiento no fue la
responsable de las diferencias obtenidas, mientras que el tiempo si, aunque la
existencia de interaccion significativa entre ambos factores manifesté que, en

algunas casos, la temperatura también influy6 (Tabla 11b).

Tabla 11b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas y
adicionadas de Fe

Viabilidad (%)
15 69,2
i © 30 70,8 ¢
iempo
P 60 32,5°
90 37,0°
100 544°
Temperatura (T)
150 50,1°
t P < 0,05
Significacion T NS
estadistica Txt P < 0,05
EER 1,1

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan). NS (no
significativo). EER (error estandar residual).

185



Resultados

b. [Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y cobre

Tabla 12a.- Viabilidad celular tras 3 horas de incubaciéon con soluciones
conteniendo Cu y adicionadas de las mezclas de glucosa-lisina

Viabilidad (%)
Cu 44,49 £ 4,43 °
Cu + Cruda 99,51 +2,97°
Cu +100-15 65,47 + 8,09 ©
Cu + 100-30 84,12 +8,40°"
Cu + 100-60 38,08 + 3,68 °
Cu + 100-90 51,09 + 8,66 *
Cu 44,49 £ 4,43 °
Cu + Cruda 99,51 +2,97°
Cu + 150-15 120,49 + 4,17 ¢
Cu + 150-30 59,61 + 6,55 ¢
Cu + 150-60 24,56 £ 4,48 °
Cu + 150-90 16,05+ 0,82 ¢

Valores medios * error estandar. (n = 10). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Cu: 50uM.

Como en el caso del hierro, la incubacion de las células con la soluciéon de
cobre redujo la viabilidad celular por debajo del 45%. De nuevo la adicion a esta
solucion de la mezcla de glucosa-lisina sin calentar recuper6 el efecto citotoxico
del cobre sobre las células, alcanzdndose valores proximos al 100%. La adicion
de las mezclas calentadas a 100°C produjo un aumento de la viabilidad y, por
tanto, una proteccion frente al dano oxidativo inducido por el cobre, que fue
aumentando con el tiempo de calentamiento hasta los 30 minutos, a partir de los
cuales se obtuvieron valores similares al control (Cu 50uM). En presencia de las
muestras calentadas a 150°C, la viabilidad celular mejor6 cuando las células se
incubaron con las muestras calentadas durante 15 y 30 minutos, llegando a ser

menor que con el cobre solo a partir de los 60 minutos (Tabla 12a).
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El analisis factorial de dos vias reveldo la influencia del tiempo de
calentamiento en el porcentaje de viabilidad. La temperatura no influy6 en esta
variable, pero la existencia de interaccidon entre ambos factores indicd que, en

algunos casos, también influy6 (Tabla 12b).

Tabla 12b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas y
adicionadas de Cu

Viabilidad (%)
15 93,35%
y © 30 75,65 °
iempo
P 60 37,22°
90 3592°
100 65,90 *
Temperatura (T)
150 55,18°
t P < 0,05
Significacion T NS
estadistica Txt P <0,05
EER 3,56

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

187



Resultados

c¢. Efectos sobre la viabilidad celular en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno

Tabla 13a.- Viabilidad celular tras 3 horas de incubacion con soluciones
conteniendo H,O, y adicionadas de las mezclas de glucosa-lisina

Muestra Viabilidad (%)
H,0, 30,51+ 1,81°
H,0,+ Cruda 46,71 5,36 °
H,0,+ 100-15 4581+930°
H,0,+ 100-30 41,77 +423°
H,0,+ 100-60 32,94 +4,60°
H,0,+ 100-90 32,31 +3,97°
H,0, 30,51 +1,81%
H,0,+ Cruda 46,71 £536 ¢
H,0, + 150-15 48,09 £7,22°
H,0,+ 150-30 43,19 +4,75"
H,0,+ 150-60 20,50 £2,85°
H,0,+ 150-90 52,84 +8.49°¢

Valores medios * error estandar. (n = 10). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de H,O,: 0,5mM.

La incubacion de las células con una solucién de peroxido de hidrogeno
0,5mM redujo la viabilidad de las células hasta un 30,51%. La presencia de las
mezclas de glucosa-lisina, cruda y calentadas a 100° y 150°C no fue capaz de
recuperar la viabilidad celular, ya que la mejora producida no fue significativa
con respecto al control (H,O, 0,5mM) (Tabla 13a). En la mayor parte de las
mezclas, y so6lo con 150-15 y 150-90 se produjeron incrementos de viabilidad
significativos aunque numéricamente no muy importantes.

El anélisis factorial de dos vias indico que la temperatura no fue la
responsable de las diferencias obtenidas y si el tiempo de calentamiento. La

interaccidn entre ambos factores no fue significativa (Tabla 13b).
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Tabla 13b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas y
adicionadas de H,O;

Viabilidad (%)

15 46,95 *

. 30 42,48 °

tiempo (t) 60 26,72

920 45,58

100 38,21°

Temperatura (T) 150 41.15°

t P < 0,05
Significacion estadistica T NS
Txt NS
EER 2,07

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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4.2.2. Efectos sobre la peroxidacion lipidica

a. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina

Tabla 14a.- Determinacion de dienos conjugados mediante la medida de la
absorbancia a 233 nm en células Caco-2 incubadas con las mezclas de glucosa-
lisina

Absorbancia (A =233 nm)

DMEN 0,074 + 0,002 *
Cruda 0,019 + 0,003 °
100-15 0,039 £ 0,001
100-30 0,078 £ 0,004 *
100-60 0,009 + 0,000 ¢
100-90 0,006 + 0,001 ¢
DMEN 0,074 + 0,002 *
Cruda 0,019 + 0,003 °
150-15 0,017 + 0,000 °
150-30 0,025 + 0,008 °
150-60 0,019 + 0,002 °
150-90 0,033 + 0,006 °

Valores medios *+ error estdndar. (n = 2). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

Todas las muestras (cruda y calentadas), excepto la denominada 100-30,
redujeron significativamente la formacion de lipidos peroxidados en las células
respecto a los valores basales, es decir, los obtenidos cuando las células fueron
incubadas con el medio de cultivo (DMEM). Dentro de las calentadas a 100°C,
las mezclas que mas redujeron la lipoperoxidacion fueron las calentadas durante
mas tiempo, 100-60 y 100-90 para las que se obtuvieron porcentajes de reduccion
en torno al 90%. En el caso de las calentadas a 150°C, el maximo descenso se
situd en torno al 55-77%. La muestra cruda también mostré esta capacidad

(74,32% de reduccion) (Tabla 14a).
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El andlisis factorial revelo la influencia del tiempo y de la temperatura de
calentamiento en la formacion de dienos conjugados. La interaccion de ambos

factores también resulto significativa (Tabla 14b).

Tabla 14b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
peroxidacion lipidica celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas

Absorbancia (A =233 nm)

15 0,028 *
30 0,051°
tiempo (t)
60 0,014 °
90 0,019 *
100 0,033 °
Temperatura (T)
150 0,023°
t P <0,05
T P < 0,05
Significacion estadistica
Txt P < 0,05
EER 4,650 x 10”

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (error estandar residual).
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b. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y hierro

Tabla 15a.- Determinacion de dienos conjugados mediante la medida de la
absorbancia a 233 nm en células Caco-2 incubadas con las mezclas de glucosa-
lisina y adicionadas de Fe

Absorbancia (A =233 nm)

Fe 0,032 £ 0,002 *
Fe + Cruda 0,016 + 0,005 °
Fe +100-15 0,039 + 0,001
Fe + 100-30 0,039 £ 0,006 *
Fe + 100-60 0,018 £ 0,002 °
Fe +100-90 0,041 £ 0,001 *

Fe 0,032 £ 0,002 *
Fe + Cruda 0,016 + 0,005 °
Fe +150-15 0,031 £ 0,009 *
Fe + 150-30 0,007 + 0,000 °
Fe + 150-60 0,001 + 0,000 °
Fe + 150-90 0,010 0,001 °

Valores medios + error estandar. (n = 2). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Fe: 0,5mM.

La incubaciéon de las células con hierro dio lugar a bajas cantidades de
peroxidos lipidicos, determinados mediante la medida de la absorbancia a
233nm.

Los resultados obtenidos indicaron que ninguna mezcla calentada a 100°C,
redujo significativamente la formacion de dienos conjugados y, por tanto, la
peroxidacion lipidica celular con respecto al control (Fe 0,5mM), a excepcion de
la muestra 100-60, que consiguid reducirla en un 43% aproximadamente. Por el
contrario, las muestras calentadas a 150°C disminuyeron la formacion de dienos
conjugados a partir de los 30 minutos de calentamiento, alcanzandose valores de

reduccion que oscilaron entre un 70-76% (Tabla 15a).
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Tras realizar el andlisis de varianza de doble via, se observo que tanto el
tiempo como la temperatura de calentamiento influyeron significativamente en
los datos obtenidos. La interaccion de ambos factores también fue significativa

para la variable estudiada (Tabla 15b).

Tabla 15b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
peroxidacion lipidica celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas y adicionadas de Fe

Absorbancia (A =233 nm)

15 0,035°
30 0,023 °
tiempo (t)
60 0,009 °
90 0,025°
100 0,034*
Temperatura (T)
150 0,012°
t P < 0,05
T P < 0,05
Significacion estadistica
Txt P <0,05
EER 1,448 x 107

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (error estandar residual).

193



Resultados

c. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y cobre

Tabla 16a.- Determinacion de dienos conjugados mediante la medida de la
absorbancia a 233 nm en células Caco-2 incubadas con las mezclas de glucosa-
lisina y adicionadas de Cu

Absorbancia (A =233 nm)

Cu 0,044 + 0,000 ®
Cu + Cruda 0,013 + 0,000 ©
Cu + 100-15 0,051 + 0,000 °
Cu +100-30 0,029 + 0,016 **
Cu + 100-60 0,047 + 0,000 ®
Cu + 100-90 0,023 + 0,006

Cu 0,044 + 0,000 *
Cu + Cruda 0,013 £ 0,000 °
Cu + 150-15 0,015+0,010°
Cu + 150-30 0,037 £ 0,000 ®
Cu + 150-60 0,040 + 0,000 ®
Cu + 150-90 0,038 £ 0,000 *

Valores medios + error estandar. (n = 2). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Cu: 10uM.

Ninguna de las muestras calentadas a 100°C redujo significativamente la
formacion de dienos conjugados con respecto al control (Cu 10uM). Este
resultado también se observd para las calentadas a 150°C, a excepcion de la
muestra 150-15. La muestra cruda también redujo significativamente la

formacion de lipidos peroxidados (Tabla 16a).
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Tabla 16b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
peroxidacion lipidica celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas y adicionadas de Cu

Absorbancia (A =233 nm)

15 0,033 °
i © 30 0,033 °
iempo
P 60 0,043 °
90 0,030 *°
100 0,032 °
Temperatura (T) )
150 0,038*
t NS
T NS
Significacion estadistica
Txt P < 0,05
EER 2,714 107

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

Ni el tiempo ni la temperatura de calentamiento influyeron significativamente

en los resultados obtenidos. La interaccion entre ambos factores si fue

significativa (Tabla 16b).
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d. Efectos sobre la peroxidacion lipidica en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno

Tabla 17a.- Determinacion de dienos conjugados mediante la medida de la
absorbancia a 233 nm en células Caco-2 incubadas con las mezclas de glucosa-
lisina y adicionadas de H,0O,

Absorbancia (A =233 nm)

H,0,
H,0,+ Cruda
H,O0,+ 100-15
H,0,+ 100-30
H,0,+ 100-60
H,0,+ 100-90

0,052 + 0,000 *
0,014 + 0,001 °
0,009 + 0,005 ©
0,009 + 0,001 ©
0,010 + 0,001 ©
0,004 + 0,001 ¢

H,0,
H,0,+ Cruda
H,0,+ 150-15
H,0, + 150-30
H,0, + 150-60
H,0, + 150-90

0,052 + 0,000 *
0,014 + 0,001 °
0,004 + 0,003 °
0,006 + 0,001 °
0,008 + 0,001 °
0,035 +£0,013°

Valores medios + error estandar (n = 2). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de H,O,: 0,5mM.

Todas las muestras calentadas a 100°C redujeron significativamente la
formacién de dienos conjugados con respecto al control (H,O, 0,5mM). En
concreto fue la muestra 100-90 la que produjo una disminucion de absorbancia
mayor (~90%). Todas las muestras calentadas a 150°C disminuyeron la
absorbancia de manera significativa, excepto la calentada durante més tiempo
(150-90). La muestra cruda también redujo la absorbancia significativamente

(Tabla 17a).
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Tabla 17b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento sobre la
peroxidacion lipidica celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina
calentadas y adicionadas de H,O,

Absorbancia (A =233 nm)

15 0,006 °
i © 30 0,007 *
iempo
P 60 0,009 *
90 0,019 °
100 0,008 *
Temperatura (T) )
150 0,013 *
t NS
T NS
Significacién estadistica
Txt P < 0,05
EER 1,740 x 107

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

El efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento no fue significativo
en los resultados obtenidos, pero la interaccidén entre ambos factores si lo fue

(Tabla 17b).
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4.2.3. Efectos sobre la actividad enzimatica (catalasa, superoxido

dismutasa y glutation peroxidasa)

a. Ensayos sobre la actividad CATALASA

a.l1.Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina

Tabla 18a.- Actividad de la catalasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

Muestra Actividad CAT (seg'/mg proteina)
DMEM 0,918 0,170 °
Cruda 1,327 +0,013°
100-15 2,127 0,706 ©°
100-30 2,017 0,838 ®
100-60 4,144 +1,014°
100-90 4,038 +0,521°
DMEM 0,918 £0,170 ®
Cruda 1,327 £0,013 *
150-15 1,447 0,543 °
150-30 0,444 + 0,140 °
150-60 0,266 + 0,009 °
150-90 0,264 +£0,010°

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

Todas las mezclas calentadas a 100°C tendieron a aumentar la actividad
enzimatica de la catalasa respecto a los niveles basales (DMEM), aunque éste
incremento solo fue significativo con las calentadas durante tiempos prolongados
(100-60, 100-90). Sin embargo, con las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
150°C durante mas tiempo la actividad de la catalasa disminuyo
significativamente. Con la muestra cruda el valor obtenido tampoco fue

significativamente distinto del control (DMEN) (Tabla 18a).
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El analisis factorial revelo la influencia de la temperatura de calentamiento en
los resultados obtenidos. La interaccion (Txt) no resultd significativa para el

parametro estudiado (Tabla 18b).

Tabla 18b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas sobre la actividad de la catalasa

Actividad CAT
(seg”'/mg proteina)
15 1,787°
tiempo (t) ” e
60 2,205
90 2,151°
100 3,081°
Temperatura (T) 150 0,605 °
; NS
Significacion estadistica ! T
T x t NS
EER 0,247

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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a.2. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y hierro

Tabla 19a.- Actividad de la catalasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina y
Fe

Muestra Actividad CAT (seg”'/mg proteina)

Fe 0,697 + 0,066 *
Fe + Cruda 0,914 + 0,033 °
Fe +100-15 0,454 + 0,056 ©
Fe + 100-30 0,091 + 0,049 ¢
Fe + 100-60 0,135 +0,032 ¢
Fe +100-90 0,472 £0,114°

Fe 0,697 + 0,066 *
Fe + Cruda 0,914 +0,033°
Fe +150-15 0,055 + 0,038 ©
Fe + 150-30 0,171 + 0,057 <
Fe + 150-60 0,313 + 0,056 ¢
Fe + 150-90 0,157 + 0,031 %

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Fe: 0,5mM.

A diferencia del caso anterior, cuando las cé¢lulas se incubaron con las
mezclas de glucosa-lisina y Fe 0,5mM, no se observo un aumento en la actividad
catalasa con ninguna de las muestras ensayadas, calentadas tanto a 100° como a
150°C; es mas, se produjo un descenso significativo en todos los casos con
respecto al control (Fe 0,5mM). Sin embargo, la muestra cruda si incremento
significativamente esta actividad en comparacion con el control y las muestras
calentadas a ambas temperaturas (Tabla 19a).

El analisis factorial revelo que generalmente el tiempo y la temperatura

resultaron significativos en los efectos del calentamiento (Tabla 19b).
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Tabla 19b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Fe sobre la actividad de la catalasa

Actividad CAT
(seg'l/mg proteina)

15 0,254 *°

i 30 0,131°

tiempo (t) 0 g

90 0,314°

Temperatura (T) 100 0,288 :
150 0,174

t P < 0,05

Significacion estadistica T P < 0,05

Txt P <0,05
EER 0,021

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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a.3. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y cobre

Tabla 20a.- Actividad de la catalasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina y
Cu

Muestra Actividad CAT (seg’'/mg proteina)

Cu 0,067 +0,031°
Cu + Cruda 0,134 +0,030*
Cu + 100-15 1,174 + 0,059 °
Cu + 100-30 1,211 £0,115°
Cu + 100-60 2,183 £ 0,060 ©
Cu + 100-90 0,662 + 0,115 ¢

Cu 0,067 +0,031°
Cu + Cruda 0,134 +0,030*
Cu + 150-15 2,092 0,049 °
Cu + 150-30 2,109 +0,032°
Cu + 150-60 0,527 +0,115°¢
Cu + 150-90 0,152 + 0,056

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Cu: 10uM.

Todas las mezclas de glucosa-lisina (100° y 150°C) excepto la denominada
150-90, produjeron un aumento significativo de la actividad de la catalasa con
respecto al Cu 10uM. Dentro de las calentadas a 100°C, el valor maximo
correspondio a la muestra 100-60 y el minimo a la muestra calentada durante 90
minutos. En las calentadas a 150°C, los valores méximos correspondieron a las
muestras 150-15 y 150-30. De nuevo el valor minimo se obtuvo con la muestra
mas procesada (150-90) (Tabla 20a).

El andlisis factorial revel6 que solamente el tiempo de calentamiento influyo
en las diferencias obtenidas. Ademas la interaccion entre los factores fue

significativa (Tabla 20b).
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Tabla 20b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Cu sobre la actividad de la catalasa

Actividad CAT
(seg’'/mg proteina)
15 1,633 °
i © 30 1,660 °
iempo

P 60 1,355°

920 0,407 ©

100 1,307 *

Temperatura (T)
150 1,220
t P <0,05
T NS
Significacion estadistica

Txt P <0,05

EER 0,029

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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a.4. Ensayos sobre la actividad catalasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno

Tabla 21a.- Actividad de la catalasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina y
HzOz

Actividad CAT (seg’'/mg proteina)

H,0,
H,0,+ Cruda
H,0,+ 100-15
H,0,+ 100-30
H,0,+ 100-60
H,0,+ 100-90

0,524 £ 0,067 °
0,216 + 0,057 °
1,200 + 0,371 °
1,143 £ 0,060 °
0,226 £ 0,057 °
0,374 +0,114°

H,O0,
H,0,+ Cruda
H,0,+ 150-15
H,0,+ 150-30
H,0,; + 150-60
H,0,; + 150-90

0,524 + 0,067 *
0,216 +0,057°
0,567 + 0,056 °
0,168 + 0,056 °
0,218 + 0,086 °
0,306 + 0,085 °

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de H,O, 0,5mM.

La actividad de la catalasa aument6 significativamente con respecto al H,O,
0,5mM en presencia de las muestras calentadas a 100°C durante 15 y 30 minutos.
A partir de ahi, la actividad comenzo a disminuir, alcanzdndose valores similares
a los obtenidos con el peroxido de hidrégeno solo. En el caso de las calentadas a
mas temperatura (150°C), el aumento del tiempo de calentamiento no supuso una
subida de la actividad enzimatica en ningun caso, obteniéndose el valor mas bajo
con la muestra 150-30 (Tabla 21a).

El andlisis de varianza de doble via mostré un efecto significativo del tiempo
y de la temperatura de calentamiento sobre la actividad de la catalasa (Tabla

21b).
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Tabla 21b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de H,O; sobre la actividad de la catalasa

Actividad CAT
(seg”'/mg proteina)
15 0,884 *
tiempo (t) ” .
60 0,253 ¢
90 0,340 ™
100 0,736
Temperatura (T) 150 0,330°
¢ P <0,05
Significacion estadistica ! oo
Txt P < 0,05
EER 0,054

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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b. Ensayos sobre la actividad SUPEROXIDO DISMUTASA

b.1. Ensayos sobre la actividad superoxido dismutasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina

Tabla 22a.- Actividad de la superoxido dismutasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina

Muestra Actividad SOD (U/mg proteina)
DMEM 6,32 + 0,46 °
Cruda 17,45 +3,74°
100-15 14,40 1,50 °
100-30 1532 +1,34°
100-60 3522+1,32°¢
100-90 33,45+0,55°¢
DMEN 6,32 + 0,46 °
Cruda 17,45+3,74°
150-15 18,08 + 0,77 °
150-30 24,19+0,92°¢
150-60 11,04 +0,36°
150-90 18,94 + 0,20 °

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

La actividad de la superdxido dismutasa aumentd respecto a los valores
basales (DMEM), en presencia de la muestra cruda y de las mezclas de glucosa-
lisina calentadas a 100° y a 150°C. Dentro de las calentadas a 100°C pudo
observarse que aument6 significativamente con el tiempo de calentamiento de las
mezclas, obteniéndose los valores mas elevados con las mas procesadas (100-60
y 100-90). La tendencia observada con las calentadas a 150°C fue similar aunque,
excepcionalmente, la muestra 150-60 permanecié igual que el control (Tabla

22a).
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Tabla 22b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas sobre la actividad de la superoxido dismutasa

Actividad SOD
(U/mg proteina)
15 16,24°
' 30 19,75°
tiempo (t) o i N
90 34,71"
Temperatura (T) 100 28,86 °
150 18,06 °
t P <0,05
Significacion estadistica T P <0,05
Txt P <0,05
EER 0,35

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

El andlisis factorial de dos vias revel6 que tanto el tiempo como la
temperatura de calentamiento influyeron significativamente en la actividad

enzimatica de la SOD. De igual modo, la interaccion entre ambos factores resultd

significativa (Tabla 22b).
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b.2. Ensayos sobre la actividad superoxido dismutasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y hierro

Tabla 23a.- Actividad de la superéxido dismutasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y Fe

Muestra Actividad SOD (U/mg proteina)

Fe 2924 £4,09°
Fe + Cruda 19,59 + 4,95 ®¢
Fe + 100-15 27,21 +3,88%®
Fe +100-30 15,66 +2,38 ¢
Fe + 100-60 17,60 £ 3,09
Fe +100-90 10,76 £ 0,44 °

Fe 2924 £4,09°
Fe + Cruda 19,59 + 4,95 ®
Fe +150-15 21,98 £3,91®
Fe + 150-30 20,04 £2,02®
Fe + 150-60 20,06 £ 0,33 ®
Fe + 150-90 18,02+ 1,73 °

Valores medios + error estandar. (n = 3). Valores medios * error estandar (n = 3). Distintas letras dentro
de la misma columna y para cada temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una
via y test de Duncan). Concentracion de Fe: 0,5mM.

En presencia de hierro conjuntamente con las distintas muestras la actividad
de la SOD tendid6 a disminuir, siendo este descenso significativo a partir de los 30
minutos de calentamiento a 100°C, y de los 90 minutos a 150°C. Con la muestra
cruda la actividad de la enzima no fue distinta significativamente del control (Fe

0,5mM) (Tabla 23a).
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Tabla 23b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento en presencia
de las mezclas de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Fe sobre la actividad
de la superoxido dismutasa

Actividad SOD
(U/mg proteina)
15 24,59
; © 30 17,85°
iempo
P 60 18,83 °
90 14,39 °
100 17,81°
Temperatura (T)
150 20,02
t P <0,05
i i T NS
Significacion estadistica
Txt NS
EER 0,93

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

El analisis de doble via indico6 que el tiempo de calentamiento, y no la

temperatura, fue un factor significativo en las diferencias observadas (Tabla

23b).
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b.3. Ensayos sobre la actividad superoxido dismutasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y cobre

Tabla 24a.- Actividad de la superéxido dismutasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y Cu

Actividad SOD (U/mg proteina)

Cu 21,48 £1,28°
Cu + Cruda 2470+ 1,98 *
Cu + 100-15 1924 +1,38°
Cu +100-30 122,49 + 8,16°
Cu + 100-60 156,08 5,33
Cu + 100-90 47,92 £7,.33¢

Cu 21,48 1,28
Cu + Cruda 2470+ 1,98 °
Cu + 150-15 5551 +£1,05°¢
Cu + 150-30 42,98 + 0,83 ¢
Cu + 150-60 64,09 + 4,79 ¢
Cu + 150-90 17,39 £ 0,95 °

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Cu: 10uM.

La incubacion de las células con cobre y con las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 100°C aument6 significativamente la actividad de la superoxido
dismutasa a partir de los 30 minutos de calentamiento, produciendo incrementos
cuantitativamente importantes con las muestras 150-30 y 150-60. Con las
muestras calentadas a 150°C, la actividad comenzd a aumentar a los 15 minutos
de calentamiento hasta alcanzar un maximo a los 60 minutos. El valor més bajo
obtenido correspondi6 a la muestra mas procesada (150-90) (Tabla 24a).

El anélisis factorial de dos vias indicé que tanto el tiempo como la
temperatura influyeron en la variable medida. La interaccion de ambos factores

también fue significativa (Tabla 24b).
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Tabla 24b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Cu sobre la actividad de la

superoxido dismutasa

Actividad SOD

(U/mg proteina)
15 37,38°
tiempo (1) 30 82,74
60 110,08 ¢
20 32,66
Temperatura (T) 100 86,43 Z
150 44,99
t P <0,05
Significacién estadistica T P <0,05
Tt P <0,05
EER 1,54

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (desviacion estandar residual).
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b.4. Ensayos sobre la actividad superoxido dismutasa en presencia de las

mezclas de glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno

Tabla 25a.- Actividad de la superéxido dismutasa en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y H,O,

Muestra Actividad SOD (U/mg proteina)

H,0, 26,53 +0,10°
H,0, + Cruda 21,95+0,78 ®
H,O0, + 100-15 21,03 +1,47°
H,0, + 100-30 16,48 +3,63 ¢
H,0, + 100-60 26,39 £2722°
H,0, + 100-90 2326+£2,68%

H,0, 26,53 +0,10°
H,0, + Cruda 21,95+0,78°
H,0, + 150-15 64,51 £0,42°
H,0, + 150-30 28,28 +£0,75°
H,0, + 150-60 38,94 +2,30 ¢
H,0, + 150-90 19,14 +0,52°

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de H,O,: 0,5mM.

La actividad de la superdxido dismutasa en presencia de peroxido de
hidrégeno se incrementd en las células. La actividad de la SOD en presencia
conjunta del peroxido de hidrogeno y las mezclas de glucosa-lisina mostr6 un
comportamiento irregular. No vari6 con la muestra cruda; se mantuvo o
disminuy6 con las calentadas a 100°C y se mantuvo, aumentd 6 disminuy6 en
presencia de las mezclas calentadas a 150°C (Tabla 25a).

El analisis de varianza de doble via (Tabla 25b), mostré un efecto
significativo del tiempo y la temperatura de calentamiento sobre la actividad de
la superdxido dismutasa, en la que también se halld interaccion significativa Txt

(Tabla 25a).
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Tabla 25b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de H,0O, sobre la actividad de la
superoxido dismutasa

Actividad SOD

(U/mg proteina)
15 42,77°
i 30 22,38°
tiempo (t) 0 e i
90 21,20°
Temperatura (T) 100 21,79 Z
150 37,72
t P < 0,05
Significacion estadistica T P <0,05
Txt P <0,05
EER 0,74

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (error estandar residual).

213



Resultados

c. Ensayos sobre la actividad GLUTATION PEROXIDASA

c.1. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina

Tabla 26a.- Actividad de la glutatién peroxidasa en presencia de las distintas
mezclas de glucosa-lisina

Muestra Actividad GPy (U/mg proteina)
DMEM 0,006 + 0,001 *
Cruda 0,009 £ 0,001 *
100-15 0,009 + 0,000 *
100-30 0,008 + 0,001 *
100-60 0,019 + 0,003 ®
100-90 0,022 + 0,004 °
DMEM 0,006 + 0,001
Cruda 0,009 + 0,001 **
150-15 0,013 + 0,000 *
150-30 0,014 + 0,003 ©
150-60 0,005 + 0,001 *
150-90 0,009 + 0,005

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

Todas las muestras calentadas a 100°C tendieron a aumentar la actividad de la
GP, con respecto a los niveles basales (DMEM), pero solo fue significativamente
superior en presencia de las muestras calentadas a 60 y 90 minutos. En relacion a
las muestras calentadas a 150°C, solamente la muestra 150-30 aumentd
significativamente la actividad de la GPy y a partir de ahi disminuy6 (Tabla
26a).

El andlisis factorial reveld un efecto significativo de la temperatura de

calentamiento sobre la actividad de la enzima (Tabla 26b).
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Tabla 26b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas sobre la actividad de la glutation peroxidasa

Actividad GPy
(U/mg proteina)
15 0,011°*
) 30 0,010 *
femen 0 60 0,012 °
90 0,016°
Temperatura (T) 100 0,014 :
150 0,010
t NS
Significacion estadistica T P <0,05
Txt P <0,05
EER 8,810 x 10™

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).
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c.2. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y hierro

Tabla 27a.- Actividad de la glutatién peroxidasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y Fe

Muestra Actividad GPx (U/mg proteina)

Fe 0,011 +0,007 *
Fe + Cruda 0,022 +0,007 *
Fe +100-15 0,011 +0,000*
Fe +100-30 0,009 + 0,001 *
Fe +100-60 0,008 + 0,001 *
Fe +100-90 0,009 + 0,000 *

Fe 0,011 +0,007 *
Fe + Cruda 0,022 +£ 0,007 ?
Fe +150-15 0,011 +0,000*
Fe +150-30 0,009 + 0,001 *
Fe + 150-60 0,008 + 0,001 *
Fe + 150-90 0,009 + 0,000 *

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Fe: 0,5mM.

Ninguna de las muestras calentadas a 100°C n1 a 150°C, asi como la muestra
cruda, modificaron la actividad de la GPy frente a la oxidacion provocada por el
Fe 0,5mM (Tabla 27a).

El andlisis de varianza 2x2 indic6 que ni el tiempo ni la temperatura de

calentamiento influyeron significativamente en la variable medida (Tabla 27b).
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Tabla 27b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Fe sobre la actividad de la glutation
peroxidasa

Actividad GPx
(U/mg proteina)
15 0,012°
g ® 30 0,011
iempo
P 60 0,009 °
90 0,009 °
100 0,009 *
Temperatura (T)
150 0,011°
t NS
i i T NS
Significacion estadistica
Txt NS
EER 3,872

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). ERR (error estandar residual).
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c.3. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las
mezclas de glucosa-lisina y cobre

Tabla 28a.- Actividad de la glutatién peroxidasa en presencia de las mezclas de
glucosa-lisina y Cu

Muestra Actividad GPx (U/mg proteina)

Cu 0,009 + 0,003 *
Cu + Cruda 0,012 £ 0,001 *
Cu +100-15 0,009 + 0,002 *
Cu +100-30 0,097 + 0,024 °
Cu + 100-60 0,052 + 0,009 ©
Cu + 100-90 0,013 0,004 °

Cu 0,009 + 0,003 *
Cu + Cruda 0,01 0,001 *
Cu + 150-15 0,03 +0,002°
Cu + 150-30 0,02 + 0,002 °
Cu + 150-60 0,02 + 0,001 °
Cu + 150-90 0,006 + 0,000 *

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de Cu: 10uM.

Los valores correspondientes a la actividad enzimatica de la glutation
peroxidasa fueron significativamente superiores en las muestras 100-30, 100-60,
150-15, 150-30 y 150-60 respecto al valor observado en presencia de cobre solo,
y no mostrando variaciones respecto al cobre solo el resto de muestras, incluida
la cruda (Tabla 28a).

El anova de dos vias resulto significativo para el tiempo y la temperatura de

calentamiento, existiendo interaccion entre ambas variables (Tabla 28b).
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Tabla 28b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de Cu sobre la actividad de la glutation
peroxidasa

Actividad GPx
(U/mg proteina)
15 0,019
tiempo (t) 30 0,060 °
60 0,037 ¢
90 0,009 *
Temperatura (T) 100 0,043 Z
150 0,020
t P <0,05
Significacion estadistica T P <0,05
Txt P < 0,05
EER 3,357 x 107

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
EER (error estandar residual).
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c.4. Ensayos sobre la actividad glutation peroxidasa en presencia de las

mezclas de glucosa-lisina y peroxido de hidrogeno

Tabla 29a.- Actividad de la glutatién peroxidasa en presencia de las mezclas de

glucosa-lisina y H,O,

Muestra

Actividad GPx (U/mg proteina)

H202
H,0, + Cruda
H,0,; + 100-15
H,0,; + 100-30
H,0,; + 100-60
H,0, +100-90

0,018 £0,004*
0,013 + 0,000 *
0,012 +£0,003®
0,015+0,001*
0,016 £0,001*
0,015+0,001°*

H,0,
H,0; + Cruda
H,0, + 150-15
H,0,; + 150-30
H,0,; + 150-60
H,0,; + 150-90

0,018 + 0,004
0,013 + 0,000 °
0,032 + 0,002
0,013 + 0,002 °
0,021 + 0,008 ®
0,015 £ 0,000 °

Valores medios + error estandar (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada
temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).
Concentracion de H,O,: 0,5mM.

Como en el caso del hierro (Tabla 27a y 27b), no se observaron diferencias
significativas en la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa por la adicion
de las mezclas de glucosa-lisina. Ninguna de las muestras calentadas a 100° y a
150°C, asi como la muestra cruda, modificaron la actividad de la enzima (Tabla

29a).
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Tabla 29b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas y adicionadas de H,0O, sobre la actividad de la
glutation peroxidasa

Actividad GPx
(U/mg proteina)
15 0,022*
t' © 30 0,014*
iempo
P 60 0,018*
90 0,015*
100 0,015*
Temperatura (T)
150 0,020 *
t NS
i i T NS
Significacion estadistica
Txt NS
EER 1,322 x 107

Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos vias y test de Duncan).
NS (no significativo). EER (error estandar residual).

El andlisis de varianza de doble via indicd que la adicion de las mezclas de
glucosa-lisina calentadas no introdujo variaciones significativas en la actividad

de la glutation peroxidasa (Tabla 29b).
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5.

222

ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA SOBRE

LA DISPONIBILIDAD IN VITRO DE HIERRO Y COBRE (Linea celular Caco-2)

5.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro

El efecto de los PRM sobre la captacion y transporte de hierro por las
células Caco-2, se muestra en la Tabla 30a.

Tras incubar las células con las muestras calentadas a 100° y 150°C
individualmente en presencia de hierro, disminuy6 significativamente el
hierro internalizado, incluso también en presencia de la muestra cruda,
respecto al control (Fe 0,1mM).

Los resultados del transporte desde la camara apical hasta la camara
basolateral mostraron que, a excepcion del aumento observado con la muestra
100-15, no se afectd en presencia de ninguna de las mezclas ensayadas ni en
cantidad absoluta (ug) ni relativa (%), aunque se observo un ligero aumento
(no significativo) en la cantidad transportada con todas las muestras
calentadas a 100°C.

El porcentaje de hierro captado descendié bruscamente en presencia de la
glucosa y la lisina entre un 90-95%. Sin embargo, la cantidad transportada en
presencia de glucosa fue significativamente superior con respecto al hierro
solo, mientras que con la lisina no vario.

El analisis de varianza de doble via mostrd que en los efectos observados
sobre captacion y transporte el tiempo no fue determinante, y la temperatura

solo lo fue sobre el transporte (Tabla 30b).



Tabla 30a.- Captacién y transporte de hierro por las células Caco-2 en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

Muestra Captacion Transporte
ng Yo ng Yo

Fe 1,88 +0,37° 22,48 +4.49° 1,91+0,37° 22,79 £ 4,40 °
Fe + Cruda 0,19+0,02° 2,29+0,35° 2,22 £0,05® 26,62 + 0,68 ®
Fe + 100-15 0,47 +0,15° 5,72+ 1,85° 2,77 +0,40° 33,18 +4,84°
Fe + 100-30 0,36 +0,13° 440+1,62° 2,61 +£0,01%® 31,19 +0,21®
Fe + 100-60 0,57 +0,15° 6,91 +1,80° 2,52 +0,05%® 30,13 0,58
Fe + 100-90 0,40 £ 0,14 ° 488 +1,76° 2,50+021%® 29,95+ 2,50
Fe 1,88 £0,37° 22,48 +4.49° 1,91+0,37° 22,79 £ 4,40 °
Fe + Cruda 0,19+0,02° 2,29+0,35° 2,22 +0,05° 26,62 0,68 °
Fe + 150-15 0,15+0,07° 3,22 +0,08° 1,48 +0,27° 17,74 £3,32°
Fe + 150-30 0,19+0,07° 2,32+0,79° 2,15+0,36° 25,70 £ 4,36 °
Fe + 150-60 0,51 +0,08° 6,13+091° 1,29+0,17° 15,45+2,09°
Fe + 150-90 0,47 £ 0,08 ° 5,60 £ 0,98 ° 1,92 £0,46 ° 22,98 £5,56°
Fe + Glucosa 0,20 + 0,05 * 2,45+ 0,60 * 3,68 £ 0,57 * 43,96 + 6,90 *

Fe + Lisina 0,09 + 0,03 * 1,01 £0,31 * 2,12+ 0,38 2535+ 4,58

Valores medios * error estandar. (n = 4). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (test de
Duncan). Contenido inicial de Fe: 8,37ug. El * indica diferencias significativas respecto al control (Fe).
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Tabla 30b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas sobre el transporte y la captacion de Fe

Captacion Transporte
ng % ng %
15 031% 447 2,13° 25,46°
30 0,26 3,36 2,38° 28,45*
tiempo (t) b b
60 0,54 6,52 1,90 22,79*°
90 043%  524% 2,21° 26,47°
100 0,45° 5,48° 2,60 31,12°
Temperatura (T) b b
150 0,32° 439° 1,76 20,47
t NS NS NS NS
L. L . T NS NS P <0,05 P <0,05
Significacion estadistica
Txt NS NS NS NS
EER 0,04 0,49 0,10 1,27

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).

5.2. Ensayos de captacion y transporte de cobre

El efecto de las mezclas de glucosa-lisina sobre la captacion y transporte
de cobre por las células Caco-2 se muestra en la Tabla 31a.

La presencia de la mezclas de glucosa-lisina cruda y calentadas en el
medio produjo un descenso significativo de la cantidad de cobre captada por
la célula con respecto al control (Cu 60uM) en todos los casos. Sin embargo,
el transporte no vari6 significativamente salvo con las muestras 100-15, 100-
30 y 150-30 con las que incremento.

La captacion de cobre por las células disminuyd significativamente con
respecto al cobre solo en presencia de glucosa y de lisina, mientras que su

transporte no se vido modificado.
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Tabla 31a.- Captacién y transporte de cobre por las células Caco-2 en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

Muestra Captacion Transporte
ng Yo ng %
Cu 0,73+ 0,09 ° 12,26 £2,05° 0,43 £0,09 ® 7,54 +2.33%®
Cu + Cruda 0,22 + 0,04 ° 3,78 £ 0,69 ° 0,31 +0,05® 5,44 +0,88°
Cu +100-15 0,18 +0,01° 326+0.26° 1,11+0,07¢ 19,42 £1,25¢
Cu +100-30 0,11+0,01° 1,97 £0,29° 0,80 + 0,06 14,02 £ 1,18
Cu + 100-60 0,11+0,01° 2,05+0,28° 0,55 +0,14 9,69 + 2,50 ®¢
Cu + 100-90 0,12 +0,03° 2,23+0,62° 0,74 £0,15 > 13,02 £2,72 %
Cu 0,73 + 0,09 * 12,26 £2,05° 0,43 £0,09 ® 7,54 +£233%®
Cu + Cruda 0,22+ 0,04 ° 3,78+ 0,69 ° 0,31+0,05% 544 +0,88*®
Cu + 150-15 0,11+0,01° 1,92 £0,29° 0,62 +0,02 ™ 10,94 + 0,42 >
Cu + 150-30 0,13+£0,03° 2,21+0,53° 0,76 0,15 ° 1334 £2,74°¢
Cu + 150-60 0,08 +0,01° 1,48 +0,28° 0,45 + 0,07 ** 7,85+ 1,28 *
Cu + 150-90 0,05+ 0,00 ° 0,96 +0,12° 0,22 £0,01° 3,98 £0,28 ¢
Cu + Glucosa 0,25+ 0,01 * 439+0,24 * 0,11+ 0,00 1,93 + 0,02
Cu + Lisina 0,15+0,01 * 2,71 +0,17 * 0,18 + 0,00 3,14+ 0,15

Valores medios * error estandar. (n = 4). Distintas letras, dentro de la misma columna y para cada temperatura, indican diferencias significativas (P< 0,05) (test de
Duncan). Contenido inicial de Cu: 5,71pg. El * indica diferencias significativas respecto al control (Cu).
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Tabla 31b.- Efecto del tiempo y de la temperatura de calentamiento de las mezclas
de glucosa-lisina calentadas sobre el transporte y la captacion de Cu

Captacion Transporte
ng % ng %
15 0,15° 2,74° 0,86* 15,18
i © 30 0,09 ° 1,72° 0,77 13,54*°
iempo
P 60 0,08 ° 1,50° 0,47° 8,25°"
90 0,17° 3,01° 0,48 ° 8,50 "
100 0,13° 2,38° 0,80° 14,04 °
Temperatura (T) b b
150 0,12° 2,11° 0,49 8,70
t P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
Lo L o T NS NS P<0,05 P<0,05
Significacion estadistica
Txt P<0,05 P<0,05 NS NS
EER 6,76 x 107 0,14 0,03 0,62

Distintas letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (P< 0,05) (Anova de dos
vias y test de Duncan). NS (no significativo). EER (error estandar residual).

El analisis de varianza de doble via manifesto que sélo el tiempo de
calentamiento resulto significativo en los efectos del transporte y la captacion de
cobre, mientras que la temperatura solo lo fue en el transporte. La interaccion Txt

resulto significativa (Tabla 31b).

5.3.Medida de la absorbancia de las muestras tras los ensayos de

captacion y transporte

La Tabla 32a muestra los valores de absorbancia a 280 y 420nm de las
soluciones de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C, adicionadas a la
camara apical y recogidas en la cdmara basolateral, tras la incubacion durante 2
horas en presencia de hierro. Con las mezclas calentadas durante mas tiempo (30,
60 y 90 minutos) se obtuvieron valores de absorbancia mayores en comparacion

con la mezcla 150-15. Para los compuestos avanzados de la reaccion (420nm),
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los valores de absorbancia obtenidos fueron incrementandose con el tiempo de

calentamiento (Tabla 32a).

Tabla 32a.- Absorbancia de la mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C
adicionadas de Fe 0,1 mM tras 2h de incubacion en células Caco-2

Muestra Camara Apical Camara Basolateral
Abs inicial Abs final

A= 280 nm

Fe +150-15 1,63 + 0,00 0,15+0,03°

Fe + 150-30 4,82 £0,00° 0,96 + 0,07 °

Fe + 150-60 4,82 +0,00° 1,20+ 0,17 %

Fe + 150-90 4,82 +0,00° 1,40 £ 0,22
2A=420 nm

Fe +150-15 0,15+0,00° 0,00 + 0,00 *

Fe + 150-30 1,48+0,00° 0,01 +0,00°

Fe + 150-60 2,73 4+0,00° 0,05+0,01°¢

Fe +150-90 3,27 +0,00 ¢ 0,05 + 0,02

Valores medios + error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna, indican diferencias
significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

La Figura 35 muestra los valores de absorbancia medidos a 280nm y
expresados como porcentaje de recogida respecto a los valores iniciales, los
cuales fueron aumentando progresivamente con el aumento del tiempo de
calentamiento a partir de los 15 minutos hasta alcanzar un valor cercano al 30%
de recogida. Sin embargo, para los compuestos mas avanzados, la absorbancia

medida a 420nm fue muy baja en todos los casos (Fig. 35).
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Figura 35.- Porcentaje de absorbancia a 280 nm de las soluciones recogidas en la
camara basolateral tras 2 horas de incubacion con las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 150°C y adicionadas de Fe
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Valores medios * error estandar. (n = 3). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan).

Figura 36.- Porcentaje de absorbancia a 420 nm de las soluciones recogidas en la
camara basolateral tras 2 horas de incubacion con las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 150°C y adicionadas de Fe
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(Anova de una via y test de Duncan).
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Tabla 33a.- Absorbancia de la mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C
adicionadas de Cu 60 pM tras 2h de incubacion en células Caco-2

Muestra Camara Apical Camara Basolateral
Abs inicial Abs final

A=280 nm

Cu + 150-15 1,42 £0,00° -0,003 £ 0,01 °

Cu + 150-30 4,70 + 0,00 ° 1,77 £0,26°

Cu + 150-60 4,60 +0,00 ° 220+0,30°

Cu + 150-90 4,60 +0,00° 1,87 +0,26°
2=420 nm

Cu + 150-15 0,40 £ 0,00 ° 0,001 + 0,00 *

Cu + 150-30 2,04 £0,00° 0,38 +£0,05°

Cu + 150-60 3,92 +0,00 © 0,50 + 0,06 °

Cu + 150-90 431+0,00¢ 0,44 + 0,06 °

Valores medios = error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma columna, indican diferencias
significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

La Tabla 33a muestra los valores de absorbancia a 280 y 420nm de las
soluciones de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C, adicionadas a la
camara apical y recogidas en la cdmara basolateral, tras la incubacién durante 2
horas en presencia de cobre. Los valores de absorbancia a 280nm, variaron entre
no detectable para la menos calentada y 2,19 para la calentada durante 60
minutos. Esta tendencia también se observo con los compuestos mas avanzados
de la reaccion (420nm), variando entre 0,001 para la muestra 150-15 y 0,497 para
la 150-60 (Tabla 33a).

Las Figuras 37 y 38 muestran los valores de absorbancia medidos a 280 y
420nm expresados como porcentaje de recogida respecto a los valores iniciales.
Salvo la muestra calentada durante 15 minutos, el porcentaje de absorbancia de
las soluciones recogidas en la caAmara basolateral, oscilo entre un 37 y un 48% en
los compuestos tempranos (280nm), mientras que para los compuestos mas

avanzados (420nm) fue de un 10 a un 18% (Fig. 37 y 38).
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Figura 37.- Porcentaje de absorbancia a 280 nm de las soluciones recogidas en la
camara basolateral tras 2 horas de incubacion con las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 150°C y adicionadas de Cu
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Valores medios * error estandar. (n = 3). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan).

Figura 38.- Porcentaje de absorbancia a 420 nm de las soluciones recogidas en la
camara basolateral tras 2 horas de incubacion con las mezclas de glucosa-lisina
calentadas a 150°C y adicionadas de Cu
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Valores medios * error estandar. (n = 3). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan).
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1. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS
1.1. Eleccion de los reactantes y condiciones de la reaccion

Como hemos apuntado previamente en la introduccion, el desarrollo de la
reaccion de Maillard esté influenciado por multitud de factores. Entre ellos, el pH
inicial, el tipo y concentracion de los reactantes utilizados, la humedad, la
temperatura y el tiempo de calentamiento. En nuestro caso, utilizamos un sistema
modelo azlcar-aminodcido (glucosa-lisina) con un 40% de humedad que fue
calentado a dos temperaturas, 100°C y 150°C, durante cuatro tiempos (15, 30, 60
y 90 minutos).

Las temperaturas seleccionadas han sido aquellas que favorecen el desarrollo
de la reaccidon y que, a su vez, se alcanzan de forma habitual en el tratamiento
térmico de los alimentos, al igual que han hecho otros autores (Rizzi, 1994;
O’Brien y Morrissey, 1997; Morales y Jiménez-Pérez, 2004; Rufian-Henares y
Morales, 2007). En nuestro caso, las temperaturas de 100° y 150°C son similares
a las de procesos culinarios tales como el tostado (=177°C), horneado (=110-
230°C), hervido o coccion (100°C), asado (=225°C) y fritura (=180°C) (Goldberg
y col.,, 2004). Asimismo, los tiempos utilizados en nuestras condiciones
experimentales estan dentro de los margenes habituales en los tratamientos
citados, como el horneado de pizza (15 minutos), o el asado de carne (90
minutos) (Arguifiano, 1997).

Los productos derivados del calentamiento de las mezclas de glucosa-lisina
han sido previamente utilizados por otros autores para estudiar aspectos
importantes de la reaccion de Maillard como el desarrollo del pardeamiento, la
formacion de complejos (Bailey y col., 1996), la digestibilidad de las proteinas
(Friedman, 1996), la absorcion y metabolismo de minerales como el cobre
(Delgado-Andrade y col., 2001a), el hierro (Delgado-Andrade y col., 2004b), el
calcio (Delgado-Andrade y col., 2005) y el magnesio (Delgado-Andrade y col.,
2008a), y la solubilidad mineral (Delgado-Andrade y col., 2004a). Otros autores
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han evaluado los efectos de estos productos sobre el ADN (Yen y col., 1992) y
sus propiedades antioxidantes in vitro (Wijewickreme y Kitts, 1998; Morales y
Jiménez-Pérez, 2001; 2004; Morales y Babbel, 2002; Chen y Kitts, 2008; Ruiz-
Rocay col., 2008).

El porcentaje de humedad elegido ha sido del 40% debido a que es un
porcentaje medio contenido en muchos alimentos que consumimos en la dieta
habitual (Moreiras y col., 2004).

El tipo de azicar no solo afecta a las caracteristicas espectroscopicas, como el
desarrollo del pardeamiento o color de los productos que se forman en el
transcurso de la reaccidn, sino que también podria estar asociado a las
propiedades fisicoquimicas y biologicas de estos productos (Jing y Kitts, 2004a).
Algunos autores han mostrado, por ejemplo, que la inclusion de nuevos azucares
como la D-alosa y D-psicosa puede ser considerada en la formacion de
compuestos con propiedades biologicas y tecnofuncionales, buscadas en la
fabricacion de determinados productos alimenticios, tales como capacidad
antioxidante, propiedades emulsionantes, gelificantes, edulcorantes y generacion
de olores y sabores agradables (Sun y col., 2004; Sun y col., 2006b; 2006¢c). A
nivel tecnolodgico, la eleccion del azicar puede utilizarse para limitar el desarrollo
del color en los alimentos durante su almacenamiento (Kwak y Lim, 2004) o
promover la generacién de olores (Ames y col., 2001a). Asimismo, el papel de
los azucares es importante en el desarrollo de la reaccion in vivo, dada su
contribucion a la glicacion de las proteinas corporales y la consiguiente
formacion de AGE, a los que se les atribuyen ciertos efectos nocivos (Laroque y
col., 2008).

En nuestro caso, la eleccion de la glucosa como azucar reductor se debe, en
primer lugar, a que es un azlcar muy abundante en los alimentos que
consumimos diariamente, ya sea en forma libre o combinada (Mataix y Mariné,
2002). Ademas, aunque existe cierta controversia en cuanto a su reactividad y

algunos trabajos apuntan que la fructosa es mucho mas reactiva que la glucosa
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(Suarez y col., 1995; Hollnagel y col., 1998; Leong y Wedzicha, 2000; Laroque y
col., 2008), otros autores afirman lo contrario debido a que consideran que
contiene un grupo carbonilo aldehidico mds accesible y de naturaleza mas
reactiva que el grupo carbonilo cetonico de la fructosa, de manera que se
favorece la interaccion con el grupo amino y la generacion de PRM
(Wijewickreme y Kitts, 1997; Naranjo y col., 1998; Yeboah y col., 1999;
Morales y Jiménez Pérez, 2001; Laroque y col.,, 2008). Ademas, el grupo
carbonilo de la glucosa tiene un caracter mas electrofilico que el de la fructosa,
de forma que se facilita su ataque nucleofilico en las primeras etapas de la
reaccion de Maillard (Bunn y Higgins, 1981; Naranjo y col., 1998; Benjakul y
col., 2005). Por otra parte, las cetosas no se activan por ellas mismas, mas bien,
actiian a través de sus productos de degradacion, necesitando, por tanto, pasos
preliminares que las hagan reaccionar (Brands y Van Boekel, 2002).

Segun algunos autores, la reactividad de los azlcares reductores va
disminuyendo de acuerdo con el siguiente orden (Jing y Kitts, 2002; 2004a;
Kwak y Lim, 2004):

pentosas > hexosas > disacaridos

aldosas (glucosa) > cetosas (fructosa)

El distinto mecanismo de reaccidon de aldosas y cetosas da lugar a diferentes
productos; asi, a partir de la fructosa se generan principalmente productos de
Heyns, mientras que la glucosa favorece la formacion de los compuestos de
Amadori (Hodge, 1953; Kwak y Lim, 2004). La presencia de un grupo a-hidroxi
carbonilo reactivo en los compuestos de Amadori puede favorecer que estos
sufran una serie de reacciones como la enolizacion, migracion y oxidacion del
grupo carbonilo y divisiones de tipo retro aldol de los enlaces C-C mucho maés
rapidas y sencillas que los productos de Heyns, que contienen un grupo aldehido

menos reactivo, favoreciéndose en el primer caso el desarrollo de la reaccion de
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Maillard (Yeboah y col., 1999). Ademaés, los PRM procedentes de sistemas
glucosa-lisina tienen diferentes formulas empiricas que los obtenidos a partir de
la fructosa, en concreto, contienen un atomo de carbono mas, pero una relacioén
carbono-nitrégeno inferior, lo cual puede ser consecuencia de la rapida
polimerizacion que sufren los compuestos intermedios obtenidos tras la reaccion
de la glucosa con el aminoacido o proteina correspondiente (Wijewickreme y
col., 1997; Laroque y col., 2008). Sin embargo, otros autores consideran que a
partir de la glucosa solo se genera un Unico compuesto de Amadori y multiples
productos de Heyns a partir de la fructosa, siendo mayor el rendimiento de la
reaccion (Ajandouz y col., 2001).

La lisina es un aminoacido que, de igual modo, se encuentra en muchos
alimentos, siendo uno de los mas sensibles al tratamiento térmico y de los més
reactivos en la reaccion (Ashoor y Zent, 1984; Kane y Labuza, 1989; O’Brien y
Morrissey, 1989b). Las constantes de disociacion de los dos grupos amino que
contiene la lisina favorecen el inicio de la reaccion (Bates y col., 1998), y como
se ha observado en un estudio realizado por nuestro grupo de investigacion
(Delgado-Andrade y col., 2004a), la formacion de compuestos pardos es mas
rapida a partir de un sistema modelo constituido por lisina que por otros
aminoacidos como la metionina. De acuerdo con otros autores, los valores de
absorbancia obtenidos a 420nm alcanzados tras cada tiempo de calentamiento
(30, 60 y 90 minutos) fueron superiores en las muestras que contenian lisina
(Ashoor y Zent, 1984).

La eleccion de cantidades equimolares de ambos reactantes ha sido utilizada
previamente por muchos autores que han utilizado esta proporcion entre azlcar y
aminodacido, obteniéndose PRM con un alto grado de pardeamiento (Wolfrom y
col., 1974a; Hofmann y col., 2001; Delgado-Andrade y col., 2001a; 2004a).

Por todas estas consideraciones se eligieron como reactantes y condiciones
mas idoneas, las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150° C durante 15,

30, 60 y 90 minutos.
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1.2. Determinacion del peso

Tras el calentamiento de la muestras se observo una reduccion de peso que
fue mayor conforme aument6 el tiempo y la temperatura de calentamiento,
factores ambos que influyeron de forma significativa (Tabla 3a). Esta pérdida de
peso puede ser atribuida no s6lo a la eliminacion de agua, sino, ademads, a la
formacion de compuestos volatiles que, como ya ha sido mostrado en diversos
estudios, se favorece con el transcurso de la reaccion y con el aumento del
tiempo y de la temperatura de calentamiento (Chan y Reineccius, 1994; Ames y
col., 2001a; 2001b) y ha sido estudiado por numerosos autores (Chuyen, 1998;
Parker y col., 2000; Cerny y Dadivek, 2003). Al parecer, en las primeras etapas
de la reaccion las reducciones en el peso se deben mayoritariamente a la
formacién de compuestos volatiles, mientras que en etapas mas avanzadas se
pierde fundamentalmente agua (Delgado-Andrade y col., 2004a).

En un estudio realizado en alimentos como la harina de maiz se ha
demostrado que durante su extrusion se generan distintos compuestos volatiles en
funcién de las condiciones de temperatura, humedad y pH utilizadas (Bredie y
col., 1998). Los compuestos volatiles mayoritarios derivados de la reaccion de
Maillard son piracinas, pirroles, furanos y heterociclos azufrados. Seglin este
estudio, a 120°C y 22% de humedad, los compuestos voldtiles formados
proceden de la degradacion de los lipidos del alimento y en menor medida
derivan de la reaccion de Maillard, en concreto de las etapas iniciales y de la
degradacion de Strecker. Incrementando la temperatura (150°C) y reduciendo la
humedad hasta el 18% se da paso a la formacién de piracinas y tiofenonas que se
generan tras la reaccion entre hidroxifuranonas y sulfuro de hidrogeno, mientras
que a la temperatura maxima estudiada (180°C) y el minimo porcentaje de
humedad (14%) se produce un marcado incremento en la cantidad de 2-furfural,
2-furametanol, alquilpiracinas, y heterociclos azufrados, nitrogenados y
oxigenados que se forman principalmente en las etapas avanzadas de la reaccion

(Bredie y col., 1998). La identificacion de estos compuestos también ha sido
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estudiada en sistemas modelo constituidos por glucosa-glicina y cisteina con
glucosa o xilosa sometidos a un proceso de extrusidon a distintas temperaturas
(120°, 150° y 180°C), humedad del 18% y pH comprendido entre 5 y 8. Los
resultados obtenidos confirman el aumento de la cantidad de compuestos
volatiles formados durante la reaccion de Maillard paralelo al aumento de la
temperatura de calentamiento (Ames y col., 2001a; 2001b). Nosotros también
observamos que la disminucion de peso fue mas marcada a partir de los 30
minutos y aument6 de forma progresiva con el tiempo de calentamiento hasta los
90 minutos, de forma mucho més acusada cuando la temperatura fue de 150°C
(hasta el 49% del peso inicial) que de 100°C (=20% del peso inicial), hecho que

podria ser atribuido, en parte, a la formacion de compuestos volatiles.

1.3. Determinacion del pH

El desarrollo de la reaccion estd muy influenciado por el pH inicial y, como
se ha comentado previamente en la revision bibliografica, la mayoria de los
autores considera que valores a partir de 6 y hasta 10 favorecen su inicio y
desarrollo (Bates y col.,, 1998). En nuestras condiciones experimentales el
sistema fue no tamponado, es decir, no se controld el valor de pH durante el
calentamiento de las mezclas de glucosa-lisina. El pH de nuestra muestra control
(cruda) fue 9,72 debido al uso de lisina monohidratada lo que, probablemente,
contribuy6d al rapido desarrollo de la reaccion, ya que las constantes de
disociacion de los dos grupos amino de este aminoacido favorecen las etapas
iniciales de la reaccidn asi como las rutas mas cromogénicas (Bates y col., 1998).
Este valor fue disminuyendo al ir aumentado el tiempo de calentamiento para
ambas temperaturas, coincidiendo con los datos obtenidos por otros autores tanto
en sistemas modelo azicar-aminoacido (Renn y Sathe, 1997; Monti y col., 1998;
Delgado-Andrade y col., 2004a), como azucar-proteina (Benjakul y col., 2005).
Ademas, se ha observado que en los PRM derivados de la lisina la disminucion

del pH, asociada al avance de la reaccion, es mucho mayor que en los
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procedentes de otros aminoacidos (Morales y Jiménez-Pérez, 2001; Delgado-
Andrade y col., 2004a).

En sistemas modelo glucosa-lisina y fructosa-lisina no tamponados, como en
nuestro caso, se produce una caida en los valores de pH paralela al desarrollo de
la reacciéon (Morales y Jiménez-Pérez, 2001; Matmaroh y col., 2006; Chawla y
col., 2007). Este hecho ha sido atribuido a la formaciéon de acidos organicos,
principalmente acido acético y 4cido formico (Berg y Van Boekel, 1994; Van
Boekel y Brands, 1998; Martins y Van Boekel, 2005), compuestos de
degradacion mayoritarios detectados a partir de un sistema modelo que contenga
glucosa o fructosa (Martins y Van Boekel, 2003a; 2003b). La desaparicion de los
grupos amino basicos de la lisina ya en las etapas tempranas (Hill y col., 1996),
debido a las reacciones de condensacion con el grupo carbonilo de la glucosa,
también podria estar implicada, ya que mientras que el acido formico deriva
mayoritariamente de la degradacion de la glucosa, el 4cido acético se forma
preferentemente durante la reaccion de Maillard (Martins y Van Boekel, 2005).
Efectivamente, se observo una correlacion entre pH y lisina libre en las muestras
estudiadas en el presente ensayo (p= 0,0000; = 0,7554), obteniéndose el valor
mas bajo para la muestra 150-90, tanto en pH (Tabla 3a) como en porcentaje de
lisina libre (Fig. 28). Esta correlacién se mantuvo, e incluso fue mas estrecha,
cuando se estudiaron por separado las muestras calentadas a 100°C (p = 0,0014;
r=0,8103) y a 150°C (p= 0,0000; r= 0,8923). Se mostro, ademads, la influencia
notable de la temperatura en el descenso del pH, ya que a temperaturas mas
suaves (100°C), el pH descendid 2,3 unidades en total, mientras que a 150°C, el
declive fue de 4,3 unidades de pH, lo cual confirma, de acuerdo con otros
autores, que la caida del pH es mds pronunciada a elevadas temperaturas (Ames
y col., 2001a).

El descenso del pH inducido por la temperatura también tiene lugar en

alimentos como la leche (Berg y Van Boekel, 1994) y el café (Ginz y col., 2000).
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Se observd también una correlacion inversa entre el pH y la medida de la
absorbancia a 280nm (p= 0,0004; r= -0,6750) y 420nm (p= 0,0000; r= -0,9443),
de manera que podria decirse que conforme avanza la reaccion y disminuye el
pH, aumenta la formacion de productos tempranos y avanzados. Estas
correlaciones se mantuvieron cuando se estudiaron las muestras calentadas a 100°
y 150°C por separado, obteniéndose los siguientes valores: 100°C a 280nm (p=
0,0034, r= -0,7695) y 420nm (p= 0,0000, r= -0,9907); 150°C a 280nm (p=
0,0050, r=-0,7761) y 420nm (p= 0,0000, r=-0,9906) (Tabla 34 y 35).

1.4. Determinacion de la lisina libre

El porcentaje de lisina libre disminuyd significativamente en las mezclas
calentadas respecto a la muestra cruda, y mas conforme aumento el tiempo de
calentamiento. Como indica el andlisis de doble via (Tabla Sa), la disminucién
de lisina libre fue cuantitativamente mas importante en los primeros tiempos de
calentamiento (de 15 a 30 minutos) y superior para las mezclas calentadas a
150°C (Fig. 27 y 28).

Ya en 1984, Hurrell indico que en las etapas iniciales de la reaccion, la lisina,
pero no otros aminoacidos, reacciona con los azucares reductores para dar
derivados deoxicetosil-lisina, que carecen de color. Este bloqueo de la lisina
produce una merma del valor nutritivo del alimento, incluso cuando aun no se
aprecian cambios en las caracteristicas organolépticas (O’Brien y Morrissey,
1989b). Por ejemplo, el almacenamiento de leche a 70°C durante dos semanas
produce un bloqueo de hasta un 50% de la lisina, aunque el producto todavia
conserva su color natural (Hurrell y col., 1983). En el presente ensayo, la
existencia de una estrecha correlacion negativa entre los valores de lisina libre y
los valores de absorbancia a 280nm (p= 0,0000, r= -0,9746) confirma que, ya en
las etapas tempranas de la reaccion, el bloqueo de la lisina es significativo. Por
estos motivos, la estimacion de la pérdida de lisina supone un método directo

para monitorizar el desarrollo de la reaccion de Maillard en las primeras etapas,
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que ha sido utilizado tanto en alimentos (Rufidn-Henares y col., 2002), como en
sistemas modelo (Jing y Kitts, 2004b).

Con el avance de la reaccion, la reduccidon de la lisina libre continta, pero,
segiin nuestros resultados, va disminuyendo mas lentamente. Asi, la primera fase
del calentamiento (15 minutos) supuso pérdidas de lisina de mas del 40%,
mientras que en la segunda (30 minutos) las pérdidas fueron de alrededor del
20%, y disminuyeron aun mads en las etapas posteriores, que variaron ligeramente
segun la temperatura de calentamiento (Fig. 39 y 40). Es decir, el bloqueo de la
lisina fue mucho mas notable en las fases tempranas de la reaccion, aunque se
extendio, de manera mas suave, durante las siguientes fases. De hecho, también
existidé una correlacion negativa entre los valores de lisina libre y la medida de la
absorbancia a 420nm, parametro indicativo del desarrollo del pardeamiento en
las etapas finales de la reaccion (p= 0,0000, r= -0,8164). Dicha correlacion fue
menos marcada que la observada con la absorbancia a 280nm (p= 0,0000, = -
0,9746). Otros autores también han encontrado reducciones significativas de
lisina libre asociadas al avance de la reaccion de Maillard y al desarrollo del
pardeamiento, tanto en sistemas modelo (Naranjo y col., 1998; Benjakul y col.,
2005) como en alimentos (Samaras y col., 2005b).

La fortaleza del vinculo entre aminoacido-azucar podria, segun algunos
autores, estar influenciada por la reactividad del aziicar implicado. Por ejemplo,
en sistemas constituidos por B-lactoglobulina y aztcares muy reactivos como la
ribosa o arabinosa calentados durante 72h a 60°C, la uniéon entre ambos se
produce mediante enlaces covalentes, mientras que en los PRM procedentes de
azlicares menos reactivos como la glucosa, galactosa y lactosa, las uniones entre
el grupo amino y carbonilo se estabilizan mediante interacciones hidrofobicas no

covalentes y uniones disulfuro covalentes (Chevalier y col., 2001b).
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Figura 39. Porcentaje de pérdida de lisina libre tras el calentamiento a 100°C de las

mezclas de glucosa-lisina
Anova de una via y test de Duncan. Contenido inicial de lisina (control): 44,5%
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Figura 40. Porcentaje de pérdida de lisina libre tras el calentamiento a 150°C de las

mezclas de glucosa-lisina
Anova de una via y test de Duncan. Contenido inicial de lisina (control): 44,5%
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1.5. Determinacion de la absorbancia

En una primera etapa de la reaccion, el azlcar reacciona con el aminoacido
formando un complejo sin color que no absorberia en el espectro visible (400-
700nm) (Renn y Sathe, 1997). De acuerdo con esto, la medida de la absorbancia
entre un rango de 280 y 294nm se asocia con las etapas tempranas de la reaccion
y con los PRM de bajo peso molecular (Jing y Kitts, 2004a). Esta determinacion
ha sido utilizada por diversos autores para confirmar el inicio de la reaccion y la
existencia de productos tempranos en alimentos como el café tostado (del
Castillo y col., 2002) y en sistemas modelo azlcar-proteina (Benjakul y col.,
2005). Segun nuestros resultados, incluso en la mezcla sin calentar se detectan
ciertos valores de absorbancia a 280nm, que aumentan con el avance de la
reaccion, ya que, tanto la temperatura como el tiempo de calentamiento tuvieron
un efecto significativo (Tabla 4a y 4b). Sin embargo, en nuestras condiciones
experimentales, aunque los valores de absorbancia a 280nm van aumentando con
el tiempo de calentamiento a ambas temperaturas, se observdé un maximo a partir
de los 60 minutos en las muestras calentadas a 100°C y a partir de los 30 minutos
en las de 150°C, a partir de los cuales los valores se mantuvieron constantes. Esto
podria ser atribuido a que, en condiciones mas severas, los productos tempranos
e intermedios de la reaccidon, que continuan forméandose, son rapidamente
transformados en productos avanzados o productos pardos, de los cuales son
precursores y que absorben mayoritariamente a 420nm aunque no descartamos
que en nuestras condiciones experimentales se produjera una saturacion de la
muestra. Asi, otros autores han observado un incremento continuo de la
absorbancia a 294nm de los PRM procedentes de sistemas modelo proteina-
azucar calentados a 100°C durante 5 horas (Benjakul y col., 2005). En extractos
de café, los valores de absorbancia a 280nm aumentan de forma significativa si
se tuesta ligeramente al compararlo con el crudo, pero si el tostado contintia se

observa un descenso progresivo de dichos valores (del Castillo y col., 2002).
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El avance de la reaccidon supone, como se ha comentado, la formacion de
compuestos pardos de alto peso molecular, siendo el color una caracteristica
intrinseca de las melanoidinas, ya que los grupos cromoéforos difieren segun los
reactantes y las condiciones de la reaccion (Morales y Jiménez-Pérez, 2004). La
medida de la absorbancia a 420nm ha sido utilizada por la mayoria de los autores
como indicativo del grado de pardeamiento (Ajandouz y col., 2001; Delgado-
Andrade y col., 2004a). A esta longitud de onda, los valores también aumentaron
con el tiempo y la temperatura de calentamiento en las muestras del presente
ensayo, siendo mayores a la temperatura de 150°C y produciéndose un
incremento continuado hasta el tiempo de calentamiento mas prolongado (90
minutos). Nuestros resultados coinciden con los de otros investigadores que han
determinado el pardeamiento mediante la medida de la absorbancia a 420nm en
sistemas modelo azlcar-aminoacido (Morales y Jiménez-Pérez, 2001), azucar-
proteina (Benjakul y col., 2005) y en alimentos como el café (del Castillo y col.,
2002) y la malta (Samaras y col., 2005a; 2005b). Sin embargo, en ciertos casos
se ha observado, tras un aumento inicial, un descenso de la absorbancia a 420nm
en sistemas modelo calentados en condiciones mas drésticas (Fogliano y col.,
1999; Delgado-Andrade y col., 2004a), lo cual ha sido atribuido a la formacién
de pigmentos insolubles que, al ser separados tras la centrifugacion, provocan un
descenso del color en la fraccidon soluble. Sin embargo, en nuestras condiciones
experimentales, la aparicion de un pequefio precipitado tras la centrifugacion en
la muestra 150-90, no supuso una disminucién de la concentracidon de pigmentos
coloreados solubles, tal y como se deduce del valor de absorbancia medido a
420nm.

El mecanismo de formacion del color pardo no estd, al parecer, totalmente
aclarado en la literatura, y la estructura de las melanoidinas es, en la mayoria de
los casos, desconocida. Los productos pardos contienen posiblemente furanos,
pirroles, piridinas y pirazinas (Jing y Kitts, 2004a), y algunos autores han

propuesto esquemas de hipotéticas estructuras (Martins y Van Boekel, 2005).
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Las muestras también se caracterizaron en cuanto al rango de absorcion
espectrofotométrico de 200 a 700nm, apareciendo dos picos caracteristicos en la
mayoria de ellas, uno a 280 y otro a 420nm (Fig. 24 y 25), cuyos valores de
absorbancia se muestran en la Tabla 4a. A partir de los 420nm, la curva va
descendiendo progresivamente en todos lo casos aunque de manera menos
dréstica para las muestras calentadas a 150°C, hasta llegar a un minimo de
absorbancia proximo a 0 a A= 700nm. El espectro de absorcion UV-visible
también ha sido utilizado por otros autores para estudiar el efecto de los
reactantes y las condiciones de la reaccion en las caracteristicas de los productos
formados (Jing y Kitts, 2004a; Kim y Lee, 2008) y son semejantes a los
obtenidos por nosotros. Los primeros comparan la influencia que tiene el tipo de
azucar elegido en la reaccion y observan que la intensidad del pardeamiento es
distinta segin el tipo de azlcar utilizado, de manera que ribosa > glucosa >
fructosa. Ademas, el espectro de absorcion es distinto segun se trate de los
1someros L- o D- de los diferentes aztcares, siendo la intensidad de la absorcion
superior para los isdémeros D- (Kim y Lee, 2008).

Ademas de la reaccion de Maillard, durante el calentamiento tiene lugar la
caramelizacion de los aztcares, lo cual también podria contribuir al pardeamiento
de la mezcla segin diversos autores (Ajandouz y col., 2001; Benjakul y col.,
2005). Sin embargo, en las mezclas azucar-aminoacido, el color pardo se debe
casi completamente a la reaccion de Maillard, sin que la caramelizacion del
azucar sea apenas significativa (Morales y Jiménez-Pérez, 2001). En nuestros
ensayos, el espectro de absorcion UV-visible realizado individualmente a la
glucosa y la lisina aisladas (Fig. 26) confirm6 que ninguna de estas muestras, en
forma no calentada, contribuye a los valores de absorbancia alcanzados por las
mezclas.

La reaccion de Maillard no s6lo da lugar a la formacion de compuestos
pardos, sino que también aparecen, segun han mostrado algunos autores en

mezclas azlcar-aminoacido (concretamente utilizando xilosa y glicina),
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pigmentos azules y rojos, que son intermedios en la generacion de melanoidinas
y que absorben la luz en el espectro UV-visible alcanzando maximos de
absorbancia a A= 626nm (Hayase y col., 2006).

A continuacion se muestran las correlaciones obtenidas entre los parametros

utilizados en la caracterizacion de las muestras:

Lisina libre
pH Peso (%) Abs 280 nm | Abs 420 nm
(%)
e r=-0,9663 r=0,8103 r=-0,7695 r=-0,9907
Y
p=0,0000 p=0,0014 p=0,0034 p=0,0000
r=-0,9663 r=-0,8759 r= 0,8693 r=0,9291
Peso (%)
p=0,0000 p=0,0002 p=0,0002 p=0,0000
r=0,8103 r=-0,8759 r=-0,9850 r=-0,7268
Lisina libre (%)
p=0,0014 p=0,0002 p=0,0000 p=0,0074
r=-0,7695 r=0,8693 r=-0,9850 r=0,6756
Abs 280 nm
p=0,0034 p=0,0002 p=0,0000 p=0,0159
r=-0,9907 r=0,9291 r=-0,7268 r=0,6756
Abs 420 nm
p=0,0000 p=0,0000 p=0,0074 p=0,0159

Tabla 34. Correlaciones entre los parametros utilizados en la caracterizacion de las
mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100°C

Lisina libre
pH Peso (%) Abs 280 nm | Abs 420 nm
(%)
. r=-0,9876 r=0,8923 r=-0,7761 r=-0,9906
p
p=0,0000 p=0,0002 p=0,0050 p=0,0000
r=-0,9876 r=-0,8151 r=0,6685 r=0,9588
Peso (%)
p=0,0000 p=0,0022 p=0,0245 p=0,0000
. . r=0,8923 r=-0,8151 r=-0,9693 r=-0,9283
Lisina libre (%)
p=0,0002 p=0,0022 p=0,0000 p=0,0000
r=-0,7761 = 0,6685 r=-0,9693 r=0,8425
Abs 280 nm
p=0,0050 p=0,0245 p=0,0000 p= 10,0011
=-0,9906 r=0,9588 r=-0,9283 r=0,8425
Abs 420 nm
p=0,0000 p=0,0000 p=0,0000 p=10,0011

Tabla 35. Correlaciones entre los parametros utilizados en la caracterizacion de las
mezclas de glucosa-lisina calentadas a 150°C
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2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO

Desde que en la década de los afios 50 se publicara uno de los primeros
trabajos sobre las propiedades antioxidantes de los PRM (Franzke y Iwainsky,
1954), el interés sobre este aspecto ha sido creciente, especialmente en los
ultimos afos, dadas las importantes repercusiones que dichas propiedades
pudieran tener sobre la oxidacion y la vida media de los alimentos por un lado, y
sobre la salud, por otro. Actualmente, existe una gran variedad de métodos para
evaluar la actividad de los PRM como antioxidantes, y en ellos se suelen utilizar
diferentes sustratos, distintas condiciones y distintos métodos de andlisis, por lo
que los datos obtenidos por los diferentes autores son, normalmente, dificiles de
comparar y de interpretar. Entre los métodos in vitro mas utilizados estan
aquellos que provocan la oxidacién de un sustrato lipidico y determinan en qué
medida esta se reduce ante la presencia del compuesto objeto de estudio. Otros
protocolos evaltian la validez de los antioxidantes para interceptar radicales
libres, como el radical DPPH (Frankel y Meyer, 2000). Existen, ademds, métodos
para evaluar la actividad de los antioxidantes en sistemas bioldgicos, que
incluyen el estudio de los efectos sobre las proteinas atrapadoras de hierro
(ferritina, albumina, transferrina y ceruloplasmina), sobre las enzimas
antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa), la
homeostasis vascular o a la expresion génica.

A todo esto se suma la existencia de algunos trabajos que atribuyen a los
PRM cierta actividad prooxidante, dependiendo no s6lo de factores como las
condiciones de la reaccion y la estructura quimica de los reactantes
(Pischetsrieder y col.,, 1998) sino también del método de evaluacion
(Wijewickreme y Kitts, 1998), todo lo cual ofrece un panorama complejo que ha
sido definido por algunos autores como un “caos” de informacion (Frankel y
Meyer, 2000). Ya que, por el momento, el mecanismo de accidon de los PRM no

esta totalmente aclarado, para obtener una idea global de su actividad

249



Discusion

antioxidante se hace necesario el uso conjunto de varios métodos de evaluacion,

que es lo que se ha pretendido en la presente memoria.

2.1. Determinacion de la reduccion de la peroxidacion lipidica

Unos de los métodos utilizados para evaluar la actividad antioxidante de los
PRM, es la determinacion de la capacidad de retardar o reducir la formacion de
compuestos finales de la peroxidacién lipidica mediante la medida de sustancias
que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBARS) como el malondialdehido
(MDA), lo cual se realiza frecuentemente en una emulsion de acido linoleico.
Utilizando esta técnica se ha mostrado que PRM procedentes de sistemas modelo
fructosa-lisina y glucosa-lisina reducen la peroxidacion lipidica en mayor o
menor grado en funcidn de las condiciones iniciales de la reaccion y del tipo de
azucar empleado, siendo mayor para los de glucosa que para los de fructosa,
obtenidos en las mismas condiciones (Wijewickreme y Kitts, 1997). Sin
embargo, los mismos autores en un estudio posterior en el que analizan la
actividad antioxidante, mediante el consumo de oxigeno de las muestras en
presencia de cobre, encuentran que algunas de ellas poseen actividad prooxidante
(Wijewickreme y Kitts, 1998), mayoritariamente las procedentes de la mezcla
fructosa-lisina, pero también, aunque en menor medida, las de glucosa-lisina,
hecho que no habia sido observado utilizando el método TBARS. Segin estos
autores, en ausencia de metales de transicion, la efectividad de los PRM como
antioxidantes en el sistema lipidico estudiado podria explicarse por su capacidad
de neutralizar radicales libres, hecho ya observado en otros sistemas (Hayase y
col., 1989), ya que durante el desarrollo de la reaccion se forman compuestos
como enodioles, que pueden donar un atomo de hidrégeno al radical libre y
neutralizarlo (Eichner, 1981). La capacidad de reducir la peroxidacion lipidica en
una emulsion de acido linoleico también ha sido mostrada en sistemas modelo
procedentes de mezclas glucosa-glicina y xilosa-glicina (Hayase y col., 2006).

De acuerdo con los resultados de los autores mencionados, casi todas las
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muestras estudiadas en el presente ensayo manifestaron actividad antioxidante
segin el método TBARS (Tabla 6a). Este hecho confirma que la presencia de
PRM contribuye a enlentecer la propagacion de la peroxidacion lipidica
(Mastrocola y Munari, 2000), lo cual favorece la estabilidad oxidativa de los
alimentos, como ha sido mostrado en cereales (Lerici y Nicoli, 1996), leche
(Hansen y Hemphill, 1984) café (Nicoli y col., 1997) y carne (Bedinghaus y
Ockerman, 1995), por lo que estos compuestos han sido propuestos como
aditivos alimentarios para prevenir la oxidacion (Smith y Alfawaz, 1995).

La capacidad de reducir la peroxidacién lipidica de los PRM no so6lo se ha
confirmado en una emulsiéon de acido linoleico, sino también en sustratos
biologicos como las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Dittrich y col., (2003)
han mostrado que mezclas calentadas de glucosa con glicina, lisina o arginina,
previenen la oxidacion de las LDL in vitro, de lo que podrian derivarse
importantes repercusiones sobre la salud, dadas las implicaciones que este
proceso tiene sobre enfermedades degenerativas como la aterosclerosis.

Los estudios sobre la capacidad de los PRM para reducir la oxidacion de los
lipidos, realizados in vivo, son escasisimos en la bibliografia. Un estudio
realizado en ratas muestra que la alimentacion con dietas conteniendo PRM
aumenta en plasma la actividad antioxidante (medida por la inhibicion de la
peroxidacion del acido linoleico) y disminuye los niveles basales de TBARS
(Somoza y col., 2005). Sin embargo, segin un estudio reciente, el consumo de
dietas ricas en PRM no modifica los marcadores del dafio oxidativo en
adolescentes sanos (TBARS e hidroperoxidos plasmaticos) y inicamente, cuando
las muestras bioldgicas son sometidas a un insulto oxidativo, revelan un grado de
proteccion mayor que cuando se consume una dieta pobre en PRM (Seiquer y
col., 2008).

En nuestro estudio, se ha analizado también el efecto de la concentracion de
la muestra en cuanto a su capacidad para retardar la peroxidacion lipidica,

comparando distintas dosis de PRM del sistema glucosa-lisina (2, 4 y 6mg).
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Cuando la concentraciéon de la muestra aument6 de 2 a 4mg se produjo un
aumento de la actividad antioxidante en todos los casos, incluido el control o
muestra cruda, excepto en la muestra 150-15, en la que descendio ligeramente.
Sin embargo, cuando pasdé de 4 a 6mg, practicamente permanecid constante
(Tabla 6a; Fig. 29 y 30). Es decir, la capacidad de las muestras para reducir la
peroxidacion lipidica se mostré dependiente de la dosis, tal y como se desprende
del andlisis estadistico (Tabla 6b), hasta un maximo en el que parece alcanzarse
una meseta o plateau. En este sentido, nuestros resultados coinciden con los
obtenidos por otros investigadores en extractos de diferentes vegetales, en los
que encuentran que la actividad antioxidante aumenta con la concentracion de la
muestra hasta un maximo, a partir del cual se mantiene constante (Mortelmans y
Zeiger, 2000; Chung y col., 2002). Otros autores han demostrado que la
capacidad de PRM procedentes de mezclas glucosa-aminoacido para inhibir la
oxidaciéon de las LDL in vitro es claramente dosis-dependiente a todas las
concentraciones ensayadas, considerablemente mas bajas que las de nuestro
ensayo (Dittrich y col., 2003). En nuestras condiciones experimentales, un
exceso en la concentracion de la muestra no parece favorecer la actividad
antioxidante, lo cual tendria que ser considerado a la hora de establecer unas
dosis iddneas de estos productos en la dieta.

Los resultados obtenidos con los antioxidantes ensayados mostraron una
elevada capacidad para retardar la peroxidacion lipidica, que también fue dosis-
dependiente a las mismas concentraciones ensayadas para las mezclas G-L,
excepto en el caso del BHT, que manifestd valores cercanos al 100% a todas las

concentraciones ensayadas (Fig. 41).
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Figura 41. Porcentaje de actividad antioxidante de los principales antioxidantes

comerciales
Valores medios £ error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05)
(Anova de una via y test de Duncan).

Los valores maximos alcanzados por las mezclas 150-60 y 150-90 fueron
comparables a los de los antioxidantes comerciales (BHT y melatonina). La
capacidad antioxidante de la mezcla 100-60 seria equiparable a la de la vitamina
C, e inferior las de las calentadas menos tiempo. Ademas, en un estudio reciente
se observa que los PRM procedentes del mismo sistema modelo glucosa-lisina,
exhiben una elevada capacidad de reducir la peroxidacion lipidica (82-91%) y
que ésta es similar a la que poseen otros antioxidantes sintéticos como la
terbutilhidroquinona (Jayathilakan y col., 2007), por lo que indican que éstos
podrian ser sustituidos por compuestos naturales como los PRM. Estos resultados
apoyan el posible uso de los productos de Maillard como antioxidantes
alimentarios que, como se ha comentado, ya ha sido propuesto por otros autores

(Smith y Alfawaz, 1995).
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Por otra parte, nuestros resultados confirman el poder de la melatonina para
retrasar la propagacion de la peroxidacion lipidica (Reiter, 1998b) y ponen de
manifiesto, ademas, que éste es dependiente de la dosis, llegando a valores
similares a los alcanzados por el BHT y significativamente superiores respecto a
los de las vitaminas C y E (Fig. 41). Existe, sin embargo, cierta controversia en
este sentido ya que, mientras que algunos autores postulan que la melatonina es
un inhibidor de la peroxidacién lipidica més potente que la vitamina E (Pieri y
col., 1994), otros muestran su perplejidad en este sentido y defienden que la
capacidad antioxidante de la melatonina es inferior y que, ademads, la ejerce
mediante un mecanismo de accion diferente (Fowler y col., 2003).

Dentro de cada concentracidon, tanto la temperatura como el tiempo de
calentamiento influyeron en los resultados obtenidos, ya que la capacidad para
reducir la peroxidacion lipidica aument6 significativamente con ambos factores,
esto es, con el desarrollo de la reaccion. De hecho, se observd una correlacion
positiva del porcentaje de reduccion de la peroxidacion lipidica (%RPL) con los
valores de absorbancia, tanto a 280nm como a 420nm cuando la cantidad de
muestra fue de 4mg (p= 0,0000, r= 0,8336 para 280nm; p= 0,0000, r= 0,8482
para 420nm) y 6mg (p= 0,0000, r= 0,8567 para 280 nm; p= 0,0000, r= 0,8283
para 420nm), siendo menos estrecha cuando se utilizd la concentracion de
muestra mas baja (2mg) (p= 0,00226, r= 0,4946 para 280nm; p= 0,0088, r=
0,5566 para 420nm). Estos resultados se confirmaron al observar por separado,
que en las muestras calentadas a 100°C existia una correlacién positiva entre el
%RPL y el valor de absorbancia a 280nm, tanto con 4 como con 6mg de muestra,
mientras que a 420nm solo habia correlacion cuando la cantidad de muestra era
de 6mg (Tabla 36). En las muestras calentadas a 150°C existid correlacion en
todos los casos (Tabla 37). Esto indicaria que tanto los productos tempranos e
intermedios que se forman al inicio de la reaccion y, en mayor grado, los mas
avanzados y coloreados, son capaces de producir una reduccion de la

peroxidacion lipidica. En un estudio reciente, Chen y Kitts (2008), han observado
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siguiendo el método ORAC (del inglés oxygen radical absorbance capacity), que

tanto las fracciones de bajo como de alto peso molecular, obtenidas a partir de

sistemas modelo aminoacido-azicar, poseen una elevada capacidad antioxidante,

de acuerdo con nuestros resultados.

Abs 280 nm | Abs 420 nm
% RPL (2 mg) NS NS
= 0,8603
%RPL@mg) | NS
p=Y,
o RPL G mey | T 00 | 08D
m
’ &1 p=00106 | p=0.0012

Tabla 36. Correlaciones entre el porcentaje de reducciéon de la peroxidacion
lipidica y la absorbancia a 280 y 420nm de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

a 100°C

Abs 280 nm | Abs 420 nm

r=0,6852 r=0,8255
% RPL (2 mg)

p=0,0139 p=0,0009

r=0,9216 r=0,9075
% RPL (4 mg)

p=0,0000 p=0,0000

r=0,9675 r=0,7923
% RPL (6 mg)

p=0,0000 p= 10,0021

Tabla 37. Correlaciones entre el porcentaje de reducciéon de la peroxidacion
lipidica y la absorbancia a 280 y 420nm de las mezclas de glucosa-lisina calentadas

a 150°C
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Manzocco y col., (2001), intentaron establecer la relacion que existia entre los
cambios de color que se producen durante el procesado de los alimentos y la
formacion de compuestos con actividad antioxidante, concluyendo que existe una
correlacion positiva entre ellos, coincidiendo con nuestros resultados y con los de
otros autores que han demostrado, también en sistemas modelo, que la capacidad
para reducir la peroxidacion lipidica de las melanoidinas aumenta con el grado de
pardeamiento de las muestras (Mastrocola y Munari, 2000; Morales y Jiménez-
Pérez, 2004). La relacion entre el procesado y la actividad antioxidante ha sido
descrita por numerosos autores para PRM de sistemas modelo (Lingnert y
Eriksson, 1981; Samaras y col., 2005a), alimentos cocinados como el tomate
(Anese y col., 1999a), tostados como la soja (Iida y col., 2002) o la malta
(Samaras y col., 2005b) y liofilizados como la pasta (Anese y col., 1999b).
Estudios realizados en alimentos ricos en PRM, como el café, también han
mostrado un aumento en la habilidad para reducir la oxidacién en una emulsion
de acido linoleico paralelo al aumento del grado de tostado (Daglia y col., 2004).
En contraste, otros autores han encontrado una disminucion en la actividad
antioxidante (midiendo la oxidacion de las LDL) con el incremento del
procesado térmico del café, lo cual ha sido atribuido a reducciones en el
contenido de polifenoles que, en ciertos casos, no son compensadas por la
formacion de PRM (Richelle y col., 2001). Por otra parte, ensayos llevados a
cabo por nuestro grupo de investigacion muestran que dietas completas con un
alto contenido en productos pardos reducen la peroxidacion lipidica inducida en
mucha mayor medida que si las dietas poseen un bajo grado de pardeamiento
(Seiquer y col., 2008). Por tanto, los compuestos formados en las etapas
intermedias y avanzadas de la reaccidon parecen jugar un papel esencial en la
prevencion de la peroxidacion lipidica, en mayor medida que los compuestos
formados en las etapas tempranas.

El conocimiento del mecanismo por el que los PRM previenen la oxidacion

lipidica, es limitado. Morales y Jiménez-Pérez (2004) proponen que los PRM
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compiten con el acido linoleico (LH) por el radical peroxilo (LOO) que se forma
durante la oxidaciéon y, como resultado, reducen la formacion de radicales
lipidicos (L") que se forman cuando el acido linoleico reacciona con el peroxilo.
Esta competicion por captar al radical libre, reduce la propagacion de la
oxidacion. Los PRM pueden transferir rapidamente un atomo de hidrégeno al
radical LOO’, dando lugar a la formacion de compuestos mas estables como los
hidroperéxidos lipidicos (LOOH), actuando, de esta manera, como rompedores
de la cadena de donacién de electrones.

Por tanto, una de las siguientes reacciones o ambas podrian ser posibles:
LOO®* + PRM-OH — LOOH + PRM-O°*

El radical peroxilo podria captar un dtomo de hidrogeno de la melanoidina

formandose el correspondiente radical de ésta melanoidina y un hidroperdxido.
LO®* + PRM-O°* — LOO- PRM

En este caso, se produce una reaccion entre radicales (radical peroxilo y
radical de la melanoidina) que produce la formaciéon de un producto no radical.
De esta forma, el mecanismo de accion para las melanoidinas seria similar al

propuesto para los compuestos fendlicos (Frankel y Meyer, 2000).

Podria ocurrir también que se produjera una reaccidon entre dos radicales de
dos melanodinas dando lugar a la formacion de un compuesto no radical de las

dos melanoidinas y agua.

4H*
PRM - O°® + PRM- O* j—V PRM - PRM + 2HO,

Algunos autores han sugerido incluso ecuaciones para calcular el nimero de
radicales peroxilo atrapados por cada molécula de compuesto antioxidante (Niki

y col., 1986; Liegeois y col., 2000), aunque su aplicacion para las melanoidinas
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es limitada, ya que requieren el peso molecular del antioxidante en cuestion que
es, por el momento, desconocido.

Con respecto a los ensayos realizados con la glucosa y la lisina
individualmente, los resultados indicaron que la capacidad del azicar para
reducir la peroxidacion lipidica es muy baja, mientras que la del aminoacido, con
la dosis mas alta ensayada, puede llegar al 30% (Tabla 6a). Segin algunos
autores, a la lisina libre residual podria atribuirse parte de la actividad
antioxidante, ya que asi ha sido mostrado para otros sistemas modelo derivados
de mezclas lipido oxidado-lisina (Ahmad y col., 1996). Sin embargo, en nuestro
caso las muestras con mayor actividad antioxidante fueron aquellas de menor
contenido en lisina libre, por lo que la contribucion de éste aminoacido a las
propiedades antioxidantes parece ser minoritaria. El papel del aminoacido en la
actividad antioxidante de los compuestos finales de la reaccion ha sido postulado
por otros autores (Morales y Babbel, 2002; Yilmaz y Toledo, 2005). Las
propiedades antioxidantes de la glucosa han sido estudiadas por otros métodos,
como el que mide la capacidad de absorber radicales de oxigeno (ORAC), y los
datos senalan una ausencia de actividad, coincidiendo con nuestros resultados

(Yilmaz y Toledo, 2005).

258



Discusion

2.2. Determinacion de la actividad neutralizadora del DPPH

Entre los mecanismos propuestos para justificar las propiedades antioxidantes
que se atribuyen a los PRM, est4 su capacidad para neutralizar radicales libres y
su habilidad para secuestrar metales de transicién que participan precisamente en
la generacion de dichos radicales (hierro y cobre, fundamentalmente).

Para evaluar la actividad neutralizadora de radicales libres de los PRM
obtenidos, estos se hicieron reaccionar con el radical DPPH. El DPPH’, es un
radical libre estable por cuyo electron desapareado absorbe la luz a 515-520nm.
Cuando el radical es neutralizado por un antioxidante, el color pasa de purpura a
amarillo, lo que se traduce en una disminuciéon de la absorcion, que es
proporcional al nimero de electrones “capturados” (Prakash y col., 2001)

(Fig.42).

DPPH’ (color parpura) + PRM-H — DPPH-H (color amarillo) + PRM

Figura 42. Esquema del posible mecanismo antiradical de los PRM frente al DPPH

Este método no es especifico para ningin antioxidante en concreto, sino que
evaltia la capacidad antioxidante global de la muestra, por lo que ha sido
ampliamente utilizado para determinar la habilidad de neutralizar radicales libres
de numerosos compuestos procedentes de los alimentos (Miller y col., 2000;
Chung y col., 2002; Sun y col., 2006a; Papetti y col., 2006), de dietas completas
(Seiquer y col., 2008), de bebidas como el café¢ (Delgado-Andrade y Morales,
2005) y de sistemas modelo (Morales y Jiménez-Pérez, 2001; Jing y Kitts, 2002;
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2004a; Chawla y col.,, 2007) y tanto su estequiometria como la forma de
reaccionar con algunos antioxidantes, es conocida y estd caracterizada (Hogg y
col., 1961; Cuvelier y col., 1992; Brand-Williams y col., 1995; Sanchez-Moreno
y col., 1998).

En general, las muestras ensayadas mostraron cierta capacidad neutralizadora
del radical DPPH, que fue variable en funcién de la dosis empleada y del tiempo
y temperatura de calentamiento. En nuestras condiciones experimentales, los
valores maximos alcanzados fueron de un 20 a un 40%, mientras que otros
autores han obtenido porcentajes de neutralizacién del DPPH que oscilaban entre
un 40 y un 80% por parte de los PRM procedentes del mismo sistema modelo
utilizado por nosotros (Jing y Kitts, 2004a). Contrariamente a lo observado en los
ensayos de reduccion de la peroxidacion lipidica, el aumento en la dosis de la
muestra no supuso en la mayoria de los casos un aumento de la actividad
antiradical, sino mas bien lo contrario: dicha actividad disminuyé hasta valores
negativos, tanto mas cuanto las muestras eran mas procesadas (Tabla 7a). Sélo
las muestras menos procesadas mostraron ligeros incrementos en la capacidad
neutralizadora de RL, a las concentraciones mas bajas ensayadas, que
descendieron con el posterior aumento de la cantidad de PRM. En contraste con
nuestros resultados, otros autores encuentran que la actividad antiradical de
diferentes PRM procedentes de sistemas modelo aumenta con la dosis hasta
alcanzar un maximo (Jing y Kitts, 2004a; Benjakul y col., 2005). En un estudio
en el que se compard esta actividad en funcion del azucar utilizado, se vi6 que
los PRM derivados del sistema modelo ribosa-caseina, neutralizaban al radical
libre DPPH a todas las concentraciones ensayadas, mientras que los de glucosa y
fructosa-caseina a bajas concentraciones no lo hacian (Jing y Kitts, 2002). Los
autores mencionados proponen, por tanto, que las cantidades crecientes de PRM
favorecen la donacién de hidrogeno a los radicales libres y su consecuente

neutralizacion. Ahora bien, como se ha indicado, la neutralizacién del DPPH por
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parte de los PRM puede suponer la formacidén de un nuevo radical libre a partir
del propio PRM; podria sugerirse que una concentracion excesiva de la muestra
supondria un aumento en la aparicion de esos nuevos radicales libres, que a su
vez reaccionarian entre ellos produciendo una reaccion en cadena. De acuerdo
con esta hipotesis y segin nuestros resultados, en las condiciones mas severas de
tiempo y temperatura de calentamiento en las que los compuestos intermedios y
avanzados serian mayoritarios, los PRM no serian antioxidantes sino
prooxidantes, lo cual ya ha sido postulado por otros autores para ciertos PRM
(Wijewickreme y Kitts, 1997; 1998). Ademas, este hecho ha sido observado en
estudios realizados con compuestos de reconocida actividad neutralizadora de
radicales libres como la vitamina C (Kang y col., 1998), B-caroteno (Burton e
Ingold, 1984) y flavonoides (Valko y col., 2006) en los que se mostrd que una
suplementacion excesiva o la combinacion de varios antioxidantes como la
vitamina E con la C y el -caroteno puede hacer que actlien como prooxidantes
en presencia de metales de transicion (Greenberg y col., 1994; Dreher y Junod,
1996). Sin embargo, las dosis ensayadas en nuestros experimentos con los
antioxidantes comerciales no supusieron descensos en la actividad antioxidante,
seguramente porque no eran demasiado excesivas, comparadas con las utilizadas
por otros autores. La melatonina se mostré como el neutralizador de RL menos
potente de todos los ensayados en el mismo rango de concentraciones ensayadas
que las mezclas de G-L. El porcentaje de actividad antiradical del resto de los
antioxidantes ensayados fue en general superior a los obtenidos con nuestras
mezclas (20-40%) %), llegando a alcanzar, en algunos casos, valores cercanos al

95% (Fig. 43).
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Figura 43. Porcentaje de actividad neutralizadora del radical libre DPPH de los
antioxidantes comerciales

Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan).

Algunos autores han relacionado la capacidad para neutralizar el DPPH con el
grado de pardeamiento (Sun y col., 2006a), sin embargo, otros han mostrado que,
en muestras calentadas durante largos periodos de tiempo, el aumento del
pardeamiento no esta directamente relacionado con la capacidad neutralizadora
de éste radical libre (Morales y Van Boekel, 1998; Morales y Jiménez-Pérez,
2001; Morales y Babbel, 2002) y de otros como el radical hidroxilo (Kang y col.,
2007a). Segun nuestros resultados, dentro de las muestras calentadas a 100°C
(Tabla 7a) al principio de la reaccion (15 minutos de calentamiento) se observé
un aumento significativo en el porcentaje de actividad antiradical con respecto al
control (muestra cruda), aunque, a partir de ese momento, y excepto a la
concentraciéon mas baja (0,05mg/ml), comenz6 a descender, haciéndose incluso
negativo en las muestras altamente procesadas. En las calentadas a 150°C, a una
concentracion de muestra baja e intermedia, el porcentaje de actividad antiradical

aumentd significativamente con respecto al control hasta los 30 minutos de
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calentamiento a partir de los cuales disminuy6, mientras que a concentraciones
mas elevadas (0,5 y Img/ml) este descenso fue mucho mas brusco y comenz6 a
los 15 minutos. De hecho, se observd una correlacion negativa entre el grado de
pardeamiento y la actividad antiradical de las muestras, tanto si se consideraban
de forma conjunta (por ej: 1mg/ml, p= 0,0000; r=-0,8515), como si se evaluaban
por separado las muestras calentadas a 100° y a 150°C, aunque en estas ultimas
hay casos en los que no fue significativo (Tabla 38 y 39). Por tanto, segiin
nuestros resultados y de acuerdo con otros autores (Morales y Jiménez-Pérez,
2001), la determinacion del grado de pardeamiento no parece ser un indice
adecuado para evaluar las propiedades antiradicales de los PRM. En esta linea,
estudios de diversos autores sobre la capacidad para neutralizar radicales libres
de PRM procedentes de sistemas modelo azlcar-aminoacido, coinciden en
sefalar que dicha capacidad se localiza fundamentalmente en las etapas
tempranas de la reaccion (Anese y col., 1999b; Morales y Jiménez-Pérez, 2001,
Morales y Babbel, 2002) y que, por tanto, se atribuye basicamente a los
compuestos de bajo peso molecular. Otros investigadores, sin embargo, sefialan
que la actividad anti-DPPH en ciertos sistemas modelo aumenta linealmente con
el pardeamiento y el calentamiento de las muestras (Nicoli y col., 2004; Benjakul
y col., 2005) y algunos defienden que la fraccion de alto peso molecular es la que
posee una mayor actividad antiradical (Jing y Kitts, 2004a).

La relacion entre las propiedades antiradicales y el aumento del procesado y
del pardeamiento ha sido también estudiada en alimentos, donde otros
antioxidantes ademas de los PRM estan presentes, como polifenoles y
compuestos fendlicos. Diversos autores han mostrado que el tostado prolongado
del café da lugar a una disminucion de las propiedades antioxidantes de esta
bebida, medidas por la actividad antiradical, a pesar del aumento de color (Nicoli
y col., 1997; Daglia y col., 2000; del Castillo y col., 2002; Delgado-Andrade y
col., 2005a;), por lo que atribuyen a los compuestos de bajo peso molecular

formados en la RM durante el tostado mayor contribucion a las propiedades
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antioxidantes. Por tanto, segiin nuestros resultados y los de otros autores, parece
ser que compuestos cuya formacidon se induce bajo condiciones severas de
temperatura y/o tiempo de calentamiento pueden contribuir al desarrollo del color
pero no a las propiedades antiradicales (Samaras y col., 2005b). Hay quien
defiende, sin embargo, que la menor actividad neutralizadora de RL, mostrada
por el café negro, se debe en realidad a la degradacion de los polifenoles, que no
puede ser compensada por los productos de Maillard formados (Sachetti y col.
2008). En otros alimentos, como el pan, se ha observado que las propiedades
antioxidantes aumentan con el horneado, y que los PRM avanzados, localizados
en la corteza, muestran mejor capacidad para recoger radicales libres que los
PRM tempranos de la miga (Michalska y col., 2008). Hay que tener en cuenta
que las condiciones durante el horneado son mucho menos drasticas,
alcanzandose un color pardo suave, por lo que a lo que ellos llaman compuestos
avanzados podrian ser intermedios comparados con otros tratamientos
alimentarios.

Por otra parte, parece ser que el aminoacido tiene una influencia decisiva en
la eficacia antiradicalaria de los PRM; asi, se ha observado que las melanoidinas
formadas a partir de glicina y cisteina, independientemente del tipo de azucar
utilizado como reactante, ejercen una actividad antiradical muy alta, al comparar
con otros aminodcidos como el triptofano (Morales y Babbel, 2002). Los
compuestos derivados de la lisina poseen una actividad intermedia. Ademas,
nuestros ensayos mostraron la capacidad de la lisina per se para neutralizar el
DPPH (Tabla 7a) por lo que, en cierta medida, la pérdida progresiva de lisina
libre paralela al calentamiento de la muestra podria contribuir al descenso de la
actividad antiradical de las muestras. De hecho, se observo una correlacion
positiva entre dicha actividad y el porcentaje de lisina libre de las muestras,
excepto a la concentracion mdas baja de las ensayadas para las muestras

calentadas a 100°C (Tabla 38 y 39).
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Abs 280 nm | Abs 420 nm | Lisina libre (%)
s AA (005 mgm) | 0,7979 | r=0,6927 r=-0,8324
) ,05 mg/m
p=0,0019 | p=0,0125 p=0,0008
r=-0,6852 r=0,6715
% AA (0,1 mg/ml) 001 NS 00168
p=0, p=0,
00 AA (02 mamb | -0,8902 | r=-0,3884 r=0,9316
(! mg/m
’ p=0,0001 | p=0,0001 p=0,0000
r=-0,7745 | 1=-0,9325 r=0,8199
(1)
70 AA S mg/mD) |6 0631 | p=0,0000 p=10,0011
r=-0,7547 | r=-0,9816 r=0,8082
o
o0 AA(mg/mD) 160046 | p=0.0000 p=0,0015

Tabla 38. Correlaciones entre el porcentaje de actividad antiradical del DPPH, la
absorbancia a 280 y 420nm y el porcentaje de lisina libre de las mezclas de glucosa-

lisina calentadas a 100°C

Abs 280 nm | Abs 420 nm | Lisina libre (%)
r=0,7199
% AA (0,05 mg/ml) NS NS
p=10,0189
r=-0,8443
% AA (0,1 mg/ml) NS 00021 NS
p=0,
r=-0,8410
% AA (0,2 mg/ml) NS 0,003 NS
p=Y,
NS r=-0,8553 r=0,7162
o
0w (IS p=0,0016 p=0,0198
NS r=-0,8485 r=0,7186
o
L SN (Wil p=0,0019 p=0,0192

Tabla 39. Correlaciones entre el porcentaje de actividad antiradical del DPPH, la
absorbancia a 280 y 420nm y el porcentaje de lisina libre de las mezclas de glucosa-

lisina calentadas a 150°C
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3. CAPACIDAD QUELANTE DE HIERRO Y COBRE

El hierro y el cobre son grandes promotores de la generacion de radicales
libres ya que, al tener varios estados de oxidacion (Fe*" o Fe’* y Cu® o Cu®),
pueden facilmente aceptar o ceder electrones (Papas, 1999). Ambos metales
promueven la reaccion de Fenton, que, como ya se ha comentado, origina
radicales hidroxilo (OH’), extremadamente reactivos y potencialmente muy
peligrosos. También participan en la hidrdlisis de los hidroperoxidos lipidicos,
dando lugar a radicales alcoxi y peroxilo (RO" y RO,), que son los mayores
iniciadores de la peroxidacion lipidica (Papas, 1999). Por tanto, los metales de
transicion pueden actuar como prooxidantes en los alimentos, en el tracto
digestivo y, tras la absorcion, en los tejidos del organismo, aunque este ultimo
caso tiene menos importancia practica, ya que el hierro y el cobre absorbidos se
encuentran casi en su totalidad unidos a proteinas y enzimas. Segun algunos
autores, aunque el cobre se considera un prooxidante mas reactivo que el hierro,
su significado practico es inferior, ya que sus niveles tanto en el organismo como
en la dieta son bastante mas pequenos.

Por lo tanto, algunos compuestos antioxidantes “preventivos” basan su
mecanismo de accion en la quelacion de metales de transicion, que de esta forma
impedirian o retardarian la formacién de radicales libres y la peroxidacion
lipidica (Frankel y Meyer, 2000). Este podria ser el caso de los productos de la
reaccion de Maillard, que, al comportarse como polimeros anidénicos, son capaces
de formar complejos estables con cationes metélicos (Gomyo y Horikoshi, 1976),
como el hierro (Homma y Murata, 1994; Morales y col., 2005; Chawla y col.,
2007) y el cobre (O'Brien y Morrissey, 1997; Delgado-Andrade y col., 2004a).
Hashiba (1986) propone que los grupos hidroxilo o cetona actian como grupos
donantes de protones en las melanoidinas y participan en la quelacion de metales.

Nuestros resultados mostraron una elevada capacidad quelante de hierro para
todas las mezclas G-L calentadas (82-96%) (Tabla 8a), aunque los valores

fueron inferiores a los de la mezcla cruda practicamente en todos los casos. Se
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observd ademas, que la lisina per se queld casi la totalidad del hierro presente,
confirmando la capacidad de este aminodcido para formar complejos con hierro
(Ruiz-Roca y col., 2008) (Fig. 44 y 45). Por tanto, el descenso generalizado de
actividad quelante de hierro en las mezclas calentadas, comparadas con la cruda,
podria ser parcialmente atribuido a la pérdida de lisina libre. Sin embargo, la
reduccion progresiva de lisina no se vio asociada a descensos similares en la
habilidad quelante, por lo que se puede asumir que durante el calentamiento se
formaron nuevos compuestos con propiedades quelantes de hierro. Otros autores
también han mostrado la habilidad de diferentes PRM, procedentes de sistemas
modelo azlicar-aminodcido, para formar complejos con hierro (Yoshimura y col.,
1997; Morales y col., 2005), e incluso se han propuesto ecuaciones matematicas
para calcular el efecto de las melanoidinas en la quelacion de hierro, teniendo en
cuenta las caracteristicas de las mismas y las concentraciones del metal. La
capacidad de las melanoidinas para quelar hierro también se ha estudiado en
alimentos, mostrandose que las procedentes del café, cerveza y vino dulce tienen
menores propiedades quelantes que las que proceden de sistemas modelo, lo cual
ha sido atribuido a que el esqueleto de las melanoidinas alimentarias es mucho
mas complejo que el de las melanoidinas modelo, ya que incluye grupos como
taninos, polisacaridos, péptidos, etc., (Morales y col., 2005).

La glucosa aislada también fué¢ capaz de quelar al hierro, llegando a
acomplejar mas del 50% del total presente en el medio. La participacion del
grupo hidroxilo de la glucosa en el poder quelante de metales ha sido demostrada
en mezclas de glucosa-glicina, en las que el bloqueo de dicho grupo supuso un
descenso drastico en la quelacion de hierro (de 93% a 69%) (Yoshimura y col.,
1997). Ademas, las melanoidinas de sistemas modelo formadas a partir de
glucosa tienen mayor capacidad para quelar hierro que las procedentes de otros

azucares (Morales y col., 2005).
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Figura 44. Porcentaje de hierro quelado por las muestras de glucosa-lisina cruda,

calentadas a 100°C y la lisina y glucosa individualmente
Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan).
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Figura 45. Porcentaje de hierro quelado por las muestras de glucosa-lisina cruda,

calentadas a 150°C y la lisina y glucosa individualmente
Valores medios + error estandar. (n = 4). Distintas letras indican diferencias significativas (P< 0,05).
(Anova de una via y test de Duncan).
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Segun nuestros resultados, el aumento de la temperatura produjo descensos
significativos en la actividad quelante, aunque no hubo efecto del tiempo de
calentamiento (Tabla 8b). Sin embargo, no se observo una correlacion entre el
pardeamiento, expresado como la absorbancia a 420nm, y la capacidad de unir al
hierro de las muestras, lo cual coincide con los ensayos de otros autores en
sistemas modelo de varias combinaciones azucar-aminoacido (Morales y col.,
2005). En mezclas glucosa-glicina se ha observado que los compuestos de alto
peso molecular poseian una habilidad quelante ligeramente mayor que los de
bajo peso molecular (95,1% frente a 91,1%, respectivamente), aunque estos
autores no han estudiado la relacion con el pardeamiento de las muestras
(Yoshimura y col., 1997). Sin embargo en nuestro caso, fueron las mezclas
calentadas a menor temperatura las que poseian un poder quelante de hierro
significativamente superior.

Estudios realizados en sistemas modelo han propuesto que las propiedades
antioxidantes de los PRM estan relacionadas con la habilidad quelante de hierro
(Yoshimura y col., 1997; Painter, 1998; Jing y Kitts, 2004a). Sin embargo, en los
presentes ensayos no se observo relacion estadistica entre la quelacion de hierro
y la actividad antioxidante de las muestras, ya sea medida por la capacidad de
reducir la peroxidacion lipidica o por la capacidad para neutralizar radicales
libres. Este hecho no implica que la quelacion de hierro no esté involucrada en
las acciones antioxidantes de las muestras, ya que es conocido que el bloqueo de
metales de transicion supone una proteccion frente al dafio oxidativo. La escasa
variacion en los valores de actividad quelante de hierro de las muestras podria
justificar la falta de correlacion observada entre dicha variable y la actividad
antioxidante, tanto si se estudian las muestras en conjunto como separadas por
temperaturas. En otros compuestos procedentes de alimentos, como los
hidrolizados de proteina de patata, también se ha observado que la capacidad
para reducir la peroxidacion lipidica (TBARS) no estd relacionada con la

actividad quelante de hierro (Wang y Xiong, 2005), por lo que los autores
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atribuyen las propiedades antioxidantes a otros mecanismos, como la
neutralizacion de radicales libres o el secuestro de cobre.

Es conocido que los PRM poseen una afinidad especial para formar
complejos con cobre (O’Brien y Morrissey, 1997). En nuestros ensayos, el
empleo de concentraciones crecientes de PRM fue paralelo al aumento de la
capacidad quelante de cobre, excepto en las muestras mas calentadas, de acuerdo
con otros autores (Matmaroh y col., 2006). Estudios realizados con mezclas de
glucosa o fructosa con lisina sometidas a diferentes condiciones de temperatura,
tiempo de calentamiento, pH, y actividad de agua, muestran que poseen distinta
capacidad de unirse al cobre (Wijewickreme y col., 1997). La intensidad de la
formacion de estos complejos depende, de nuevo, de las condiciones de la
reaccion y de los reactantes utilizados, observandose que la mayor capacidad
quelante de cobre se ha obtenido utilizando PRM procedentes de mezclas de
glucosa-lisina (Painter, 1998). La especial relacion de los PRM derivados de
lisina con el cobre ha sido descrita por Seifert y col., (2004) al mostrar que
compuestos como la N-g-fructosil-lisina y N-g-carboximetil-lisina forman
complejos moderadamente estables con cobre y no con otros metales como el
zinc, concluyendo que en la glicacion de las proteinas aparecen nuevos sitios de
unién al cobre. La estructura quimica de la N-g-carboximetil-lisina, semejante a
la del acido etilendiaminotetraacético (EDTA), parece ser decisiva para la
capacidad quelante de cobre (Saxena y col., 1999; Saxena y col., 2000). Ademas,
en condiciones intestinales se ha observado que los productos formados tras el
calentamiento de mezclas de glucosa-lisina, forman complejos insolubles con el
cobre (Delgado-Andrade y col., 2004a).

El diferente comportamiento de las muestras en cuanto a la quelacion de
hierro y cobre podria implicar que el mecanismo de union de los PRM es distinto
segln el metal del que se trate y las condiciones experimentales elegidas. En esta
linea, otros autores también han encontrado propiedades quelantes variables para

el hierro y para el cobre (Wang y Xiong, 2005; Stadman y Levine, 2000), y los
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efectos derivados de la presencia de mezclas G-L sobre la solubilidad del hierro y
cobre son, asimismo, diferentes (Delgado-Andrade y col., 2004a).

En nuestras condiciones experimentales, la capacidad quelante de cobre
mostré un aumento inicial en la primeras fases del tratamiento térmico, aunque
posteriormente, tanto la subida del tiempo de calentamiento como de la
temperatura de las muestras produjeron descensos en dicha variable (Tabla 9a y
Fig. 46).

De hecho, el andlisis estadistico mostrd6 un efecto significativo de Ia
temperatura y del tiempo de calentamiento (Tabla 9b) y se observd, ademds una
correlacion negativa entre el pardeamiento, medido por los valores de
absorbancia a 420nm, y la formacién de complejos con cobre para todas las
concentraciones ensayadas (por ejemplo, para 400ug de PRM, p= 0,0000; r= -
0,8764). Es decir, el avance del proceso no favorecio la quelacion de cobre, sino
que podrian ser los productos tempranos o intermedios, los que poseen mayor

capacidad quelante.
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Figura 46. Comportamiento de las mezclas de glucosa-lisina con respecto a la
quelacion de cobre en funcion de la temperatura de calentamiento (cantidad de
mezcla glucosa-lisina: 50, 200 y 400 ng)
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Segun algunos autores, la capacidad de formar complejos es mayor a elevados
valores de pH, debido posiblemente a que se originan cambios en la
configuracion de los ligandos de las melanoidinas e, incluso, a la formacion de
nuevos lugares de union al cobre (Buffle, 1988; Plavsic y Cosovic, 1994; Plavsic
y col., 2006). En nuestro caso se observo una correlacion positiva entre el pH y el
porcentaje de cobre quelado, tanto a bajas concentraciones de muestra (50ug) (p=
0,0052; r= 0,5629), como, y mas aun, a altas concentraciones (400ug) (p=
0,0000; = 0,9540), lo que confirma el importante papel del pH en la actividad
quelante de cobre. Ademas, la desaparicion progresiva de la lisina, que forma
complejos solubles con cobre (Berthon y col.,, 1986), podria perjudicar la
quelacion del metal por parte de las muestras. Sin embargo, la pérdida de lisina
producida en las primeras fases del calentamiento, debe haber sido compensada
por el poder quelante de los nuevos productos formados en estas etapas. Por el
contrario, la glucosa no fue capaz de formar complejos con el cobre a ninguna de
las concentraciones ensayadas, de acuerdo con otros autores (Plavsic y col.,
2006), que sefalan la importancia de la presencia de atomos de nitrogeno
necesarios en la formacion de estos complejos. El cobre (II) forma complejos
organicos muy estables con ligandos que contengan preferentemente azufre,
oxigeno o nitrogeno, como es el caso de nuestros PRM. La formacion de estos
complejos entre el cobre y las melanoidinas se produciria a través de enlaces
covalentes, aunque la atraccion electrostatica entre ambos no se excluye dado el
gran numero de grupos cargados que existen en estos compuestos (PRM)
(Plavsic y col., 2006). Los complejos Cu-lisina han sido utilizados en nutricion
animal para mejorar la biodisponibilidad del cobre de las dietas, en aquellos

casos en los que es conveniente una suplementacion (Guo y col., 2001).
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La quelacion de cobre ha sido asociada a la actividad antioxidante, no s6lo en
PRM procedentes de sistemas modelo (Wijewickreme y Kitts, 1997), sino en
compuestos obtenidos de alimentos (Wang y Xiong, 2005). Wijewickreme y
Kitts (1997) muestran que los PRM derivados de glucosa-lisina poseen mayores
propiedades antioxidantes que los derivados de fructosa-lisina, lo que atribuyen a
la existencia de un mayor nimero de sitios de union al cobre en los primeros. La
capacidad antioxidante de otros sistemas modelo también ha sido asociada a la
habilidad para bloquear el cobre en ensayos realizados en cultivos celulares (Jing
y Kitts, 2004c). Segin nuestros resultados, la habilidad para quelar cobre esta
directamente relacionada con la capacidad para neutralizar radicales libres de las
muestras, aunque no lo estd con la capacidad de reducir la peroxidacion lipidica.
A continuacion se muestra a modo de ejemplo la correlacion obtenida entre el
porcentaje de cobre quelado cuando la cantidad de muestra era de 400ug y el

porcentaje de actividad antiradical del DPPH (%AA) (Fig. 47).

100

% Cu quelado
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Figura 47. Correlacion entre el porcentaje de cobre quelado (400ug PRM) y la
actividad antiradical del DPPH (%AA, 0,5mg/ml PRM)
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Tal como se comentaba para las propiedades neutralizadoras de radicales
libres, los compuestos formados en las etapas tempranas de la reaccion también
mostraron mayor capacidad para quelar el cobre que los formados en las etapas
mas avanzadas. El desarrollo de la reaccion, por tanto, parece dar lugar a la
desaparicion progresiva de los sitios de unién al cobre, a lo que contribuye el
descenso en el pH y/o la desaparicion de la lisina libre residual, lo cual produce
una disminucién gradual en la actividad antiradical de los compuestos obtenidos.

Estudios realizados con otros antioxidantes como los flavonoides, indican que
la capacidad quelante de hierro y cobre depende en gran parte de su estructura
quimica, la cual favorece la quelacion de estos metales y, por tanto influye en su
capacidad antioxidante, exponiendo que la formacion de complejos esta
relacionada con la estructura de estos compuestos, fundamentalmente con la

presencia de grupos hidroxilo (Brown y col., 1998; Fernandez y col., 2002).
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS MEZCLAS DE

GLUCOSA-LISINA EN CULTIVOS CELULARES

La mucosa intestinal supone la interfase entre el organismo y su entorno
luminal, y estd continuamente expuesta a la presencia, no so6lo de nutrientes, sino
también de otras sustancias entre las que se incluyen agentes oxidantes derivados
de la dieta y, ademads, especies reactivas del oxigeno generadas de forma
endogena (Aw, 1999). Entre los compuestos prooxidantes estdn los metales de
transicion, como el hierro y el cobre, que llegan peridodicamente al tracto
gastrointestinal a través de los alimentos y del agua (Lonnerdal, 1998; Au y
Reddy, 2000). Los agentes reductores del jugo géstrico reducen el hierro (III)
presente en los alimentos a hierro (II) para facilitar su absorcion, con lo que el
intestino es la primera diana expuesta al dafio de los radicales hidroxilo
generados en la reaccion de Fenton (Wanasundara y col., 1994). Ademas, el dafio
celular producido por los radicales libres esta implicado en diversas patologias a
nivel digestivo, como los cambios en la permeabilidad de la membrana, la
enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa (Grisham, 1994). Estos datos indican
que la mucosa intestinal es un lugar preferente para el estudio del estrés oxidativo
y de la respuesta celular ante la presencia de compuestos pro- y antioxidantes.
Por otra parte, muchos de los alimentos que se consumen de forma habitual en la
dieta contienen cantidades significativas de PRM (Delgado-Andrade y col.,
2007), con lo que una gran cantidad de estos productos llegan diariamente al
intestino (Ames y col., 1999). En los presentes ensayos se han utilizado células
Caco-2, que se diferencian en cultivo en enterocitos maduros, y cuya eficacia
para este tipo de estudios ya ha sido validada (Wijeratne y col., 2005). Sin
embargo, el papel protector de los PRM ante un dafio oxidativo inducido a nivel

de la mucosa intestinal esta escasamente estudiado.
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4.1. Ensayos de viabilidad celular

4.1.1. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

Segun ciertos autores, algunos productos de la reaccion de Maillard derivados
de sistemas modelo aminoacido-azicar pueden tener efectos citotoxicos (O’Brien
y Morrissey, 1989b). Inhibiciones del crecimiento celular se han observado en
ensayos realizados en células de ratén (glioma C6) que se incubaron con PRM
obtenidos tras el calentamiento a 121°C durante 1 hora de mezclas de glucosa-
lisina y fructosa-lisina (Wang y col., 1987). Vagnarelli y col., (1991) mostraron
que PRM derivados del sistema ribosa-lisina presentan actividad citotdxica y
clastogénica en linfocitos humanos. Por tanto, antes de estudiar el posible
comportamiento antioxidante o el efecto protector de determinados PRM, es
necesario asegurar que no causan dafio celular a las dosis y en las condiciones
que van a ser utilizadas. En nuestro caso, los PRM ensayados no llegaron a
afectar negativamente la viabilidad de las células Caco-2 a ninguna de las
concentraciones ensayadas (Tabla 10a), de acuerdo con estudios realizados por
otros autores utilizando PRM obtenidos de mezclas de distintos azlicares con
lisina (Jing y Kitts, 2000), o con caseina (Jing y Kitts, 2002; 2004b). Los
distintos tipos de células parecen responder de manera diferente ante la presencia
de los PRM. De hecho, se ha mostrado que la viabilidad de células intestinales de
origen embrionario (las Int-407) se afecta de manera significativa ante la
presencia de productos de glicacién azicar-proteina, mientras que no ocurre lo
mismo en las células Caco-2 (Jing y Kitts, 2004b). Las Caco-2, por tanto, son
consideradas por algunos como mas resistentes que otras células a las
modificaciones oxidativas, probablemente debido a sus especiales mecanismos
de compensacion metabdlica y a sus sistemas enzimaticos detoxificadores mas
activos (Hofmann y col., 2001). Ensayos realizados con las melanoidinas del café
muestran que la presencia de los digeridos procedentes de estos compuestos no

produce efectos citotoxicos en células HepG2 (linea celular de origen hepético) a
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ninguna de las concentraciones ensayadas por los autores y tras periodos de
incubacioén hasta de 24h (Goya y col., 2007).

Segun el andlisis estadistico, la concentraciéon de la muestra en nuestras
condiciones experimentales modifico la viabilidad celular, aunque el valor global
en la concentraciéon mads alta fue superior al 90%, lo cual se considera mas que
aceptable (Tabla 10b). La comparacion de los datos individuales mostré que la
viabilidad descendi6 por debajo del 90% en presencia de las muestras mas
procesadas (100-90, 150-15, 150-30, 150-60, 150-90) s6lo a la concentracion
mas alta (2mg/ml); no obstante, las diferencias observadas no fueron
significativas en ningln caso. Estudios con PRM derivados del mismo sistema
modelo utilizado por nosotros (glucosa-lisina) muestran un efecto citotoxico en
las Caco-2 cuando las células se incuban durante 24h con las correspondientes
fracciones de elevado peso molecular, y a concentraciones de muestra superiores
a Img/ml (Jing y Kitts, 2000). Estos autores sugieren que la presencia de
polimeros de alto peso molecular tiene un potencial citotoxico mayor que la de
los de bajo peso molecular, a pesar de sus aparentes propiedades antioxidantes.
En esta linea, la viabilidad inferior en nuestro ensayo se observo tras la
incubacién con la muestra mas procesada (150-90).

Aunque hay un intervalo de tiempo para el desarrollo de esta toxicidad, el
mecanismo por el que los PRM la inducen no esté totalmente claro, sugiriéndose
que podrian causar cambios en la morfologia celular, inhibir la sintesis de ARN,
provocar mutaciones, conversion de genes y aberraciones cromosomicas debido
a su actividad mutagénica o genotoxica, como se ha comentado previamente en
la revision bibliografica (Rosin y col., 1982; Wang y col., 1987).

El tipo de azicar podria afectar el potencial citotdéxico de los PRM. En este
sentido, se ha observado que mientras que los compuestos obtenidos a partir de
glucosa y fructosa con caseina producen un descenso de la viabilidad en células
Int-407, los obtenidos a partir de ribosa no reducen este parametro (Jing y Kitts,

2004b).
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4.1.2. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

adicionadas de hierro o cobre

Como se ha comentado, el tracto gastrointestinal esta expuesto continuamente
a metales de transicion como hierro y cobre, contenidos en los alimentos que
forman parte de nuestra dieta habitual (Courtois y col., 2002; Casanueva y Viteri,
2003). La presencia de estos metales puede favorecer la generacion de radicales
libres que atacan fundamentalmente a los acidos grasos poliinsaturados de los
fosfolipidos de la membrana, produciendo un dafio funcional y estructural a las
células de la mucosa intestinal (Yoshimura y col., 1997; Srigiridhar y col., 2001).
Efectivamente, la incubacion de las células Caco-2 con hierro 1,5mM ¢ con
cobre 50uM durante 3 horas produjo un efecto negativo sobre la viabilidad
(Tablas 11a y 12a), lo cual era, en este caso, un prerrequisito para estudiar el
posible efecto protector de los PRM ante los efectos nocivos de los metales de
transicion.

Segin nuestros resultados, todas las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
100° y 150°C tuvieron un efecto protector frente a la citotoxicidad inducida con
hierro y cobre, a excepcidn de las mas procesadas (a partir de los 60 o 90 minutos
de calentamiento). Estos resultados sugieren que los PRM presentes en el lumen
intestinal podrian favorecer y participar en los mecanismos de defensa que actiian
protegiendo a las células intestinales del dafio oxidativo. Ademas, el mecanismo
por el que los PRM impiden que tanto el hierro como el cobre produzcan este
dafio parece estar relacionado, al menos en parte, con su capacidad para quelarlos
(Hayase, 1996; Wijewickreme y Kitts, 1997; Bersuder y col., 1998). La relacion
entre las propiedades antioxidantes de los PRM y la capacidad quelante de
metales podria deducirse al observar que la capacidad de los PRM para proteger
la funcionalidad de la célula estaba, en algunos casos, estadisticamente
relacionada con su habilidad para secuestrar los metales. De hecho, existi6 una

correlacion positiva entre el porcentaje de viabilidad de las células Caco-2 en
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presencia de hierro y el porcentaje de hierro quelado tanto con las muestras del
grupo 100 (p= 0,0000; r= 0,6108), como del 150 (p= 0,0351; r= 0,4148), aunque
dicha correlacion desaparecio si las muestras se estudiaban en conjunto. Con
respecto al cobre, si se observod esta correlacion para todas las muestras juntas
(p=0,0171; = 10,4551, con 400ng de Cu) y, de forma mucho mas estrecha, en las
muestras calentadas a 100°C (p= 0,0024; r= 0,7210). Es decir, el efecto protector
ante la citotoxicidad del cobre fue mayor por parte de las muestras calentadas
durante menos tiempo (15 y 30 minutos) y a menor temperatura (100°C) (Tabla
12b), lo cual recuerda bastante a los resultados obtenidos para la actividad
quelante de cobre (Tabla 9b). En otras palabras, los compuestos obtenidos en las
primeras fases del calentamiento exhibieron una mayor capacidad para quelar
cobre y, en consecuencia, un mayor efecto protector ante los efectos nocivos
debidos a la presencia de dicho metal. Las mezclas mas procesadas, por el
contrario, no fueron capaces de evitar el dafio oxidativo provocado por ambos
metales.

A pesar de que muchos investigadores han sugerido la participacion de la
quelacion de metales en la actividad antioxidante de los PRM (Yoshimura y col.,
1997; Morales y col., 2005), los estudios referentes al papel protector de estos
compuestos ante la toxicidad producida por metales de transicion son
escasisimos en la bibliografia, y mas aun los realizados en células de origen
intestinal. Casi como Unico referente tenemos los trabajos llevados a cabo por
Jing y Kitts, en los que encuentran que mezclas calentadas de diversos azlcares
(glucosa, fructosa y ribosa) con caseina (Jing y Kitts, 2004b) o con lisina (Jing y
Kitts, 2004a) protegen a las células Caco-2 de la citotoxicidad debida al hierro
(0,5-2mM) y al cobre (8-32uM). Estos autores atribuyen dichos efectos a la
capacidad quelante de metales de los compuestos ensayados y muestran que son
los compuestos de alto peso molecular (> 3500 Da) los principales responsables

del efecto protector de los PRM frente a la toxicidad inducida por metales (Jing y
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Kitts, 2004a) ya que, segun ellos, €stos poseen una mayor capacidad quelante

(Wijewickreme y Kitts, 1997).

4.1.3. Viabilidad celular en presencia de las mezclas de glucosa-lisina

adicionadas de peroxido de hidrogeno

Como hemos comentado en el apartado anterior, aparte de la presencia de
metales, el epitelio intestinal estd expuesto continuamente a especies reactivas
del oxigeno (ERO) que se generan a partir del metabolismo celular en
condiciones fisiologicas (Skaper y col., 1997) y/o procedentes de distintos
compuestos como pueden ser los xenobidticos, toxinas, bacterias catalasa-
negativas, células mucosales procedentes de la descamacion del epitelio y
alimentos (Engler y col., 1999). Estas especies reactivas y radicales libres
inducen alteraciones moleculares en los componentes celulares llegando, como
ya se ha dicho, a alterar la morfologia y hasta la viabilidad de las células.

Al contrario de lo mencionado respecto al uso de metales para provocar un
dafio celular en cultivos celulares, el peroxido de hidrogeno ha sido ampliamente
utilizado como inductor del estrés oxidativo in vitro, bien para estudiar la
respuesta celular ante un insulto oxidativo o bien para examinar el
comportamiento antioxidante de diversos compuestos (Riso y col., 1999; O’Brien
y col., 2000; Youdim y col., 2000; Cilla y col., 2008). El peréxido de hidrogeno
es una ERO no-radical que se genera de forma natural en las células vivas como
resultado de su metabolismo. Como tal, puede danar el ADN y los lipidos de
membrana produciendo un dafio oxidativo a la célula. Ademas, en presencia de
metales de transicion genera radicales hidroxilo, extremadamente reactivos y
potencialmente muy dafiinos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Se ha demostrado
que el peréxido de hidrogeno induce un dafio celular con resultado de pérdida de
viabilidad, ademas de una activacion de los mecanismos de defensa antioxidantes

en cé¢lulas de origen hepatico, las HepG2 (Alia y col., 2005), e intestinal, las
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Caco-2 (Wijeratne y col., 2005). La incubacién de la Caco-2 con concentraciones
de peroxido de hidrogeno hasta de 0,25mM durante 30min produjo dafios en la
funcionalidad de la membrana y en el ADN, aunque no se detectaron alteraciones
de la viabilidad mediante la técnica de tincidén con azul tripan (Wijeratne y col.,
2005). El uso de peroxido de hidrogeno 0,5mM durante 1h de incubacion indujo
una situacion de estrés oxidativo en las Caco-2 mediante el aumento en la
generacion de ERO y la alteracion de la funcionalidad mitocondrial, sin llegar a
alterar la viabilidad (Cilla y col., 2008). Sin embargo, periodos de incubaciéon
mas prolongados (3h) si dieron lugar a efectos citotdxicos, tanto a
concentraciones relativamente bajas (0,25mM) (Jing y Kitts, 2004a) como a
concentraciones mayores de perdxido de hidrogeno (10mM) (Manna y col.,
1997), lo cual indica que el dafio oxidativo producido por el peroxido es
dependiente de la concentracion y del tiempo de incubacion. Cambios en la
permeabilidad alteran la integridad de la membrana, pudiendo favorecer la
entrada de toxinas a la célula que, a largo plazo, podria ocasionar la muerte
celular; estos cambios se han observado en células Caco-2, expuestas a peroxido
de hidrégeno, y se han atribuido a la perturbacion de complejos de unidon
paracelulares debido a la fosforilacion de la tirosina de las proteinas de
membrana (Rao y col., 1997; 1999).

En nuestro ensayo se estudio el efecto que tenia la adicién de una solucion de
perdxido de hidrégeno 0,5mM durante 3h, sobre la viabilidad de las células
Caco-2. De acuerdo con otros autores utilizando 0,25mM de peroxido de
hidrogeno y 3h de incubacion, (Jing y Kitts, 2004a), se observo una dréstica
reduccion de la viabilidad celular hasta valores inferiores al 50% (Tabla 13a). El
uso de dosis agresivas para la célula era en este caso necesario para establecer
una situacion de estrés oxidativo. La incorporacion de las mezclas de glucosa-
lisina calentadas a 100° y 150°C no fue capaz de recuperar la viabilidad celular,
ya que soOlo en en presencia de la mezcla 150-15 y 150-90 mejord ligeramente.

Sin embargo, en el estudio citado anteriormente, si se observé un efecto protector
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de los PRM, procedentes del sistema modelo glucosa-lisina, incluso con
concentraciones de PRM inferiores a las utilizadas por nosotros (0,2mg/ml frente
a Img/ml), efecto que fue atribuido, en su mayor parte, a los compuestos de alto
peso molecular.

La proteccion de los PRM frente a la citotoxicidad inducida por peroxidos ha
sido atribuida a la capacidad para neutralizar radicales libres. Aunque los
compuestos ensayados exhibieron una cierta capacidad antiradical en las
primeras etapas de la reaccion, que fue disminuyendo con el procesado de las
muestras, esta capacidad no estuvo estadisticamente relacionada con la
proteccion frente a la toxicidad producida por el peroxido de hidrégeno. No
obstante, se observaron mejoras en la viabilidad celular en presencia de algunas
muestras, que nunca llegaron a alcanzar valores aceptables. Por lo tanto, la
capacidad para neutralizar radicales libres de las muestras no fue suficiente, al
menos en nuestro caso, para compensar los efectos nocivos del peroxido. Las
diferencias encontradas con los datos de otros autores pueden deberse a que la
concentracion de peroxido de hidrégeno fue mas elevada en nuestros ensayos
(0,5mM frente a 0,25mM) o bien a que la habilidad antiradical de los compuestos
fue inferior. Hay que tener en cuenta que la actividad antiradical de las muestras
ensayadas fue relativamente baja (hasta un 48%), comparada con las cifras
obtenidas por otros autores (un 95%, Jing y Kitts, 2004a) y, ademas, disminuyo
hasta valores negativos con las muestras mas procesadas. La capacidad para
proteger a las células Caco-2 de la citotoxicidad inducida por el perdxido de
hidrégeno ha sido estudiada con éxito en otros compuestos antioxidantes, como
los polifenoles del aceite de oliva (Manna y col., 1997) y en bebidas como las
fracciones bioaccesibles de zumos de frutas (Cilla y col., 2008). Sin embargo,
otros compuestos como el B-caroteno no son capaces de proteger a las células
Caco-2 de las alteraciones en la viabilidad producidas por el perdxido de
hidrégeno (Bestwick y Milne, 1999), lo cual estd més en linea con nuestros

resultados. Por otra parte, otros peroxidos, como el terbutilhidroperoxido
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(t-BOOH) han sido utilizados para provocar un insulto oxidativo in vitro y
estudiar el comportamiento antioxidante de diversos compuestos (Alia y col.,
2006b; Martin y col., 2008). En este sentido, se ha observado que las
melanoidinas aisladas del café son capaces de prevenir ciertos aspectos del dafio
oxidativo debido al t-BOOH, pero no el aumento de la generaciéon de ERO

(Goya y col., 2007).

4.2. Efectos sobre la peroxidacion lipidica

4.2.1. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las

mezclas de glucosa-lisina

Tal y como se ha comentado en la introduccion, la peroxidacién lipidica es
una reaccion frecuente a nivel celular que favorece la formacién de compuestos
toxicos que pueden afectar negativamente la mayoria de las reacciones que se
dan a nivel bioldgico. Entre estos compuestos destacan los hidroperdxidos
lipidicos, compuestos asociados al desarrollo de numerosas enfermedades
degenerativas, como el cancer y la aterosclerosis (Blair, 2001; Sies y col., 2005).
Los acidos grasos poliinsaturados, presentes en las membranas celulares y en las
grasas contenidas en la dieta, son enormemente sensibles a la formacion de
peroxidos lipidicos (Girotti, 1998; Aw, 1998). Una excesiva concentracion de los
mismos a nivel intestinal puede contribuir al deterioro de los mecanismos de
detoxificacion de la mucosa y producir disfuncion de los enterocitos (Imai y
Nakagawa, 2003), dando lugar a la aparicién de dafios en el intestino como
inflamacion y hasta cancer de colon (Addis, 1986; Sawa y col., 1998; Udilova y
col., 2003). Los hidroperdxidos lipidicos activan enzimas, como la lipooxigenasa
y ciclooxigenasa, implicadas en los procesos de peroxidacion lipidica celular y
en la biosintesis de prostaglandinas, respectivamente, y pueden actuar como

sefiales indicativas de la apoptosis o muerte celular (Imai y Nakagawa, 2003).
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La peroxidacion lipidica ha sido evaluada en células Caco-2 por un escaso
numero de investigadores (Wijeratne y col., 2005; Wijeratne y Cuppett, 2006;
2007a; 2007b), que han utilizado, como es nuestro caso, la determinacién de
dienos conjugados en los lisados de las cé€lulas. Estos autores han mostrado que
la incubacion de las células Caco-2 durante 24 horas con diversos compuestos de
reconocida actividad antioxidante, como ciertos diterpenos fendlicos del romero
(acido carnosico y carnosol) o las isoflavonas de soja (genisteina y daidzeina) no
modifica los niveles de lipidos peroxidados respecto a los niveles basales
(Wijeratne y Cuppet, 2007a; 2007b). Sin embargo, en nuestros ensayos se
comprobo la capacidad de las mezclas de glucosa-lisina cruda y calentadas a 100°
y a 150°C, para reducir la peroxidacion lipidica, medida por la formacion de
dienos conjugados, con respecto a los niveles basales en las células Caco-2.
Segin el andlisis estadistico, hubo un efecto significativo del tiempo de
calentamiento y de la temperatura, y fueron las muestras procesadas durante mas
tiempo (60 y 90min) y a temperatura mas elevada (150°C) las que dieron lugar a
cifras menores de perdxidos lipidicos en las células (Tabla 14b). De acuerdo con
estos resultados, el avance de la reaccion favorecid la capacidad de las muestras
para reducir la oxidacion de los lipidos, lo cual concuerda con los datos
obtenidos al determinar la inhibicién de la peroxidacion lipidica en una emulsion
de acido linoléico (TBARS) (Tabla 6b). Es decir, los compuestos formados en
las etapas avanzadas de la reaccidon son los que mostraron una mayor capacidad
para reducir la peroxidacion lipidica, tanto en el ensayo in vitro como en el de
cultivos celulares. Al examinar los datos individuales para cada temperatura, se
observo que la reduccion de la peroxidacion lipidica fué¢ mas patente entre las
muestras calentadas a 150° que entre las de 100°C (Fig. 48). Ademas a la
temperatura de 100°C se observo una estrecha correlacion negativa entre la
habilidad de reducir la peroxidacion lipidica in vitro y los niveles de lipidos

peroxidados en cultivos celulares (p= 0,0074; r=-0,9291).
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Figura 48. Nivel de dienos conjugados en las células Caco-2 tras su incubacion con
las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C

El * indica diferencias significativas entre ambas temperaturas (P< 0,05). (Anova de dos vias y test de
Duncan).

No hemos encontrado en la bibliografia ninguna referencia relativa a los
efectos de los PRM en los niveles de lipidos peroxidados en células Caco-2, por
lo que, al parecer, nuestros datos son los primeros de los que se dispone en este
sentido. En otra linea celular, las HepG2, se ha estudiado la influencia de las
melanoidinas del café sobre los niveles de lipidos oxidados, medidos mediante la
determinacion de MDA. Los autores muestran que tras periodos prolongados de
incubacion las melanoidinas ensayadas reducen de forma significativa la
peroxidacion lipidica respecto a los niveles basales, de acuerdo con nuestros
resultados (Goya y col., 2007).

El mecanismo por el cual los PRM reducen la peroxidacion lipidica no esta,
como ya se ha comentado, totalmente aclarado. El efecto puede ser parcialmente
atribuido a la presencia de grupos hidroxilo en la estructura de estos compuestos,

que acttian como donadores de hidrogeno capaces de neutralizar los radicales
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libres formados durante la peroxidacién lipidica (Morales y Babbel, 2002;

Morales y Jiménez-Perez, 2004).

4.2.2. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las

mezclas de glucosa-lisina adicionadas de hierro o cobre

El papel prooxidante por parte de los metales de transicion (Fe*'/Fe’" y
Cu'/Cu™) es hoy dia aceptado por numerosos autores (Papas, 1999). Ambos
metales han sido utilizados in vitro como promotores de la peroxidacion lipidica;
por ejemplo, el hierro se ha utilizado para inducir la lipoperoxidacion en
membranas de eritrocito (Ochoa y col., 2003) y el cobre para oxidar los lipidos
de las LDL (Madhujith y Shahidi, 2007). Sin embargo, los niveles de hierro y
cobre utilizados en nuestros ensayos no produjeron un aumento significativo en
los niveles de lipidos peroxidados en las células Caco-2, respecto a los valores
basales. Estos niveles, al parecer insuficientes para promover la oxidacion de las
grasas, fueron seleccionados con la condicion de que no afectaran la viabilidad
de las células, con el fin de que las posibles modificaciones obtenidas en
presencia de las muestras no fueran resultado de alteraciones en la funcionalidad
celular, criterio que también han seguido otros autores (Di Pietro y col., 2008). El
hecho de que no hayamos encontrado en la bibliografia ningun trabajo que
estudie la induccion de la peroxidacion lipidica en Caco-2 con hierro o cobre,
puede ser debido precisamente a que los niveles de estos metales necesarios para
producir tal efecto perjudicarian la viabilidad celular. La falta de respuesta en la
induccion de la peroxidacion lipidica con concentraciones de hierro semejantes a
las utilizadas en nuestros ensayos, también ha sido mostrada en una linea celular
de origen alveolar, las células A549 (Di Pietro y col., 2008). Estos autores
atribuyen la falta de efectos a la presencia en el citoplasma de proteinas
atrapadoras de hierro, como la ferritina, que disminuirian el hierro disponible

para catalizar la reaccion de Fenton, y por tanto el dano oxidativo. De todas
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formas, no era nuestro objetivo estudiar la respuesta celular ante la presencia de
agentes promotores del estrés oxidativo, sino analizar las posibles modificaciones
que pudieran derivarse de la presencia adicional de las mezclas de glucosa-lisina.

En presencia de hierro 0,5mM, las muestras calentadas a 100°C, por lo
general, no fueron capaces de reducir la peroxidacion lipidica, mientras que las
mas procesadas si lo consiguieron (150-30, 150-60, 150-90), produciéndose una
reduccion significativa respecto a los valores obtenidos tras la incubacion con el
metal solo (Tabla 15a). Ademas, del andlisis estadistico se deriva un efecto
significativo de la temperatura, siendo las muestras calentadas a 150°C las que
mostraron valores globales inferiores en los niveles de lipidos peroxidados

(Tabla 15b y Fig. 49).

0,1

0,08 -

0,06 -

Abs (233 nm)

Fe 100 150

OFe @100 O150

Figura 49. Nivel de dienos conjugados en las células Caco-2 tras su incubacion con

las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C en presencia de hierro
El * indica diferencias significativas entre ambas temperaturas (P< 0,05). (Anova de dos vias y test de
Duncan).
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Sin embargo, cuando utilizamos como agente oxidante cobre 10uM, casi
ninguna de las mezclas de glucosa-lisina (grupo 100, grupo 150) fue capaz de
reducir significativamente el nivel de dienos conjugados (Tabla 16a). De hecho,
ninguna de las variables ensayadas (tiempo o temperatura de calentamiento)
afecto los resultados en presencia de cobre (Fig. 50). La presencia de la muestra
cruda si dio lugar a reducciones en las cifras de peroxidacion lipidica respecto a

los valores observados en presencia de hierro o cobre.

0,1 +

0,084
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Figura 50. Nivel de dienos conjugados en las células Caco-2 tras su incubacion con
las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C en presencia de cobre

El * indica diferencias significativas entre ambas temperaturas (P< 0,05). (Anova de dos vias y test de
Duncan).

Las propiedades antioxidantes de los PRM han sido atribuidas por algunos
autores a la capacidad quelante de metales (Yosimura y col., 1997; Wijevickreme
y Kitts, 1998), como ya se ha expuesto a lo largo de esta memoria. Resultados de

nuestros experimentos (apartado 3, Discusion) han mostrado que las muestras

ensayadas poseen capacidad para quelar hierro y cobre. Sin embargo, esta
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capacidad no parece modificar, al menos en nuestras condiciones experimentales,
las cifras de peroxidacion lipidica a las que da lugar la incubacion de las células
con ambos metales, excepto en el caso de las muestras mas procesadas (150°C)
en presencia de hierro. De hecho, no se observd la existencia de correlacion
alguna entra la habilidad quelante y los valores de dienos conjugados en las
células Caco-2, ni en el caso del hierro ni del cobre, a ninguna de las
temperaturas ensayadas. De acuerdo con estos datos, recordemos que tampoco
existi6 correlacion entre la actividad quelante y la capacidad para reducir la
peroxidacion lipidica in vitro.

No se han encontrado en la bibliografia datos referentes a los efectos de los
PRM en los niveles de peroxidacion lipidica en células Caco-2 en presencia de
metales de transicion, por lo que no hemos podido establecer comparacion
alguna con nuestros resultados. De los datos obtenidos se deduce que las
condiciones experimentales de nuestros ensayos, es decir, la incubacion de las
células Caco-2 con niveles moderados de hierro y cobre, no permiten relacionar
la actividad quelante de las muestras adicionadas con las propiedades

antioxidantes atribuidas a dichas muestras.

4.2.3. Modificaciones en la peroxidacion lipidica en presencia de las

mezclas de glucosa-lisina adicionadas de peroxido de hidréogeno

Cuando el oxidante utilizado fue el peroxido de hidrégeno, la practica
totalidad de las muestras ensayadas redujeron la peroxidacion lipidica de forma
significativa, hasta valores practicamente no detectables, respecto a los valores
obtenidos tras la incubaciéon con la solucion adicionada solamente con el
peréxido, sin que ni la temperatura ni el tiempo de calentamiento incidieran

significativamente en los resultados (Fig. 51).
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Figura 51. Nivel de dienos conjugados en las células Caco-2 tras su incubacion con
las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C en presencia de peroxido de
hidrégeno

El * indica diferencias significativas entre ambas temperaturas (P< 0,05). (Anova de dos vias y test de
Duncan).

La proteccion que los PRM ejercen estd en linea con estudios previos
realizados por otros autores en cultivos celulares. Asi, se ha observado que PRM
procedentes de mezclas de glucosa-glicina reducen la peroxidacion lipidica
inducida por adriamicina en cultivos primarios de hepatocitos (Valls-Bellés y
col., 2004), y que las melanoidinas del café reducen los niveles de MDA
inducidos por terbutilhidroperoxido en células HepG2 (Goya y col., 2007).
Resultados similares se han mostrado para otros compuestos con actividad
antioxidante reconocida como las catequinas del t¢ (Chen y col., 2002; Murakami
y col., 2002), el B-caroteno, la luteina (Chen y col., 2002) y la quercetina (Alia y
col., 2006b).

Utilizando la determinacion de los dienos conjugados en células Caco-2, se

ha comprobado que compuestos como los polifenoles del romero o las

291



Discusion

isoflavonas de soja son capaces de reducir significativamente la peroxidacion
lipidica inducida por los hidroperdxidos del acido oleico (Wijeratne y Cuppet,
2007a; 2007b).

Al igual que en los estudios in vitro (apartado 2.1., Resultados), los resultados
obtenidos en las células Caco-2 manifiestan la capacidad de las muestras para
reducir la peroxidacion lipidica inducida. Con la diferencia de que en las células
no se observo el efecto positivo de la temperatura y tiempo de calentamiento
puesto de manifiesto en el ensayo TBARS, ya que, X Vivo casi todas las mezclas
mostraron un comportamiento similar. El efecto beneficioso del procesado en la
capacidad para reducir la peroxidacion lipidica inducida ex vivo ha sido mostrado
en alimentos como el café (Daglia y col., 2000) y la cebada (Papetti y col., 2006);
el tostado de estos alimentos produce un aumento significativo en la habilidad
para reducir la peroxidacion lipidica en microsomas hepaticos, medida por el
método TBARS. Segln estos autores, son los compuestos de mayor peso
molecular los que protegen en mayor medida a los lipidos microsomales de la
peroxidacion (Papetti y col., 2006). Estos datos confirmarian los resultados
obtenidos por nosotros in Vvitro en los que el mayor porcentaje de reduccion de la
peroxidacion lipidica se producia con las mezclas procesadas a mas temperatura
y durante mas tiempo, pero no coinciden con los obtenidos ex vivo. Otros autores
también han observado discordancias entre la actividad antioxidante de algunos
compuestos, segiin se determine in Vvitro o ex vivo (Daglia y col., 2000; Zeyuan y
col., 1998). Recordemos que el mecanismo por el cual los PRM ejercen la accion
antioxidante parece ser debido, en parte, a la presencia de al menos un grupo
hidroxilo en estos compuestos, que al donar un atomo de hidrégeno confiere
capacidad para neutralizar radicales libres (Hashiba, 1986; Yoshimura y col.,
1997; Benjakul y col., 2005). Estudios realizados con PRM, contenidos en los
alimentos (Daglia y col., 2004; Kang y col., 2007a; 2007b) y procedentes del
sistema modelo glucosa-lisina, han observado la capacidad de estos compuestos

para neutralizar radicales hidroxilo (Wijewickreme y col., 1999; Jing y Kitts,
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2004b; Chawla y col., 2007; Kang y col., 2007a) y otros implicados en la
propagacion en cadena de la oxidacién como el radical superoxido (Yoshimura y
col., 1997; Mastrocola y Munari, 2000, Chawla y col., 2007).

En nuestro caso, la reduccion de la peroxidacion lipidica, inducida por las
muestras en presencia de peroxido de hidrégeno, solo supuso pequefias mejoras
en la viabilidad de las células Caco-2, sin que existiera una correlacion
significativa entre ambos parametros. Este hecho viene a confirmar que la
viabilidad celular depende de otras muchas variables, ademas de la peroxidacion
lipidica. Con otros compuestos, sin embargo, si se ha observado que la reduccion
de lipidos oxidados a nivel celular va asociada con mejoras significativas en la
viabilidad (Alia, 2006b; Wijeratne y Cuppett, 2007a; 2007b), coincidiendo con
los resultados obtenidos tras el tratamiento de células HepG2 con las

melanoidinas del caf¢ (Goya y col., 2007).
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4.3. Efectos sobre la actividad enzimatica

Como se ha comentado en la revision bibliografica, las células cuentan con
una serie de enzimas antioxidantes encargadas de protegerlas del dafio oxidativo
provocado por el exceso de radicales libres, y los cambios que se produzcan en
su actividad deben considerarse como biomarcadores de la respuesta antioxidante
celular (Alia y col., 2005).

El sistema de defensa enziméatico incluye principalmente la superdxido
dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPy).
Basicamente, CAT y GP, convierten el peroxido de hidrogeno en agua, y la SOD
cataliza la dismutacion del anion superoxido (Fig. 3). Practicamente todos los
tejidos poseen estas enzimas, aunque su actividad varia mucho de unos a otros,
ya que estd determinada por caracteristicas inherentes de las propias células, su
especializacion metabolica y factores ambientales a los que estan expuestas como
el nivel de oxigenacion y la presencia de metabolitos (Marklund y col., 1982).
Por ejemplo, el higado posee y mantiene una maquinaria antioxidante masiva,
debido a que en ¢l se lleva a cabo el metabolismo oxidativo de multitud de
sustratos, mientras que el intestino, al no participar tan extensamente en dicho
proceso, posee niveles inferiores de enzimas antioxidantes (Grisham y col.,
1990). Sin embargo, el epitelio gastrointestinal puede verse, como se ha
comentado, superado por un exceso de agentes oxidantes y de ERO, por lo que el
estudio de los mecanismos de respuesta enzimatica antioxidante a este nivel es de
gran importancia.

Las células Caco-2 también cuentan con estas enzimas, cuya actividad suele
ser pequeia pero significativa; se ha observado que la actividad de la SOD y de
la CAT en estas células es dos y cuatro veces inferior a la de las células
epiteliales del célon, respectivamente, mientras que la actividad GP, es similar en
ambas (Grisham y col., 1990). En general, la actividad de estas enzimas suele
incrementarse conforme lo hace el tiempo de cultivo (Baker y Baker, 1992), por

lo que en estudios cuyo objetivo sea comparar los cambios que se producen en la
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actividad enzimatica en funcion del dafio oxidativo o de la presencia de
antioxidantes, es importante mantener constantes las condiciones de cultivo y
utilizar células bien diferenciadas tras alcanzar la confluencia (Wijeratne y col.,
2005).

Diversos autores han estudiado la actividad basal de las enzimas
antioxidantes en las células Caco-2 (Grisham y col., 1990; Zédl y col., 2004; Jing
y Kitts, 2004; Wijeratne y col., 2005; 2006) y, aunque las técnicas utilizadas son
muy semejantes, los resultados son ciertamente dispares, debido, en parte, a que
los distintos autores los expresan de manera diferente. Los resultados basales
encontrados por nosotros se sitlan en los niveles intermedios para la CAT, y
entre los mas elevados para la SOD de todos los descritos en la bibliografia. La
actividad de la GPy es inferior a los resultados encontrados por los demas autores,

mostrando niveles realmente muy bajos en nuestros ensayos.

4.3.1. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad

catalasa, superoxido-dismutasa y glutation peroxidasa

Ademads de la capacidad para neutralizar radicales libres o para quelar los
metales de transicion, un aspecto importante a considerar a la hora de estudiar las
propiedades antioxidantes de los PRM es su posible efecto sobre las defensas
antioxidantes a nivel celular que son, basicamente, las enzimas mencionadas. Los
antioxidantes pueden actuar aumentando la defensa endogena, lo que supone una
mayor proteccion para la célula en una situacion de estrés oxidativo (Murthy y
col., 2005); ante una inactivacion de las enzimas antioxidantes, sin embargo, el
dafio producido en un insulto oxidativo se veria exacerbado (Kim y col., 2001).

Apenas existen estudios sobre el efecto que ejercen los productos de la
reaccion de Maillard sobre la actividad basal de catalasa, superoxido dismutasa y
glutation peroxidasa. Jing y Kitts (2004b) han evaluado el efecto de los PRM

derivados de distintos sistemas modelo constituidos por glucosa, fructosa o
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ribosa con caseina (2mg/ml, 3h) sobre la actividad de estas enzimas en la linea
celular Caco-2 y en la Int-407, células intestinales de origen embrionario. Estos
autores observan que en las células Int-407 los PRM del sistema glucosa-caseina
y fructosa-caseina disminuyen significativamente la actividad de todas las
enzimas, excepto la catalasa, lo que confirma que los PRM son selectivos a la
hora de actuar sobre las distintas enzimas detoxificadoras (Kitts y col., 1993;
Hofmann y col.,, 2001). Los autores relacionan el descenso de actividad
enzimatica con la disminucién de la viabilidad en estas células, lo cual es l6gico,
ya que un efecto citotoxico supone una alteracion en la funcionalidad celular y
una reduccion de sus constantes vitales. Por otra parte, ninguno de los PRM
ensayados por ellos tiene un impacto significativo ni en la viabilidad ni en la
actividad enzimatica de las células Caco-2, coincidiendo con los resultados de
otros autores al estudiar los efectos de compuestos con supuesta accidon
antioxidante, como el B-caroteno, en esta linea celular (Bestwick y Milne, 1999).
Sin embargo, en nuestro caso, la incubacion de las células con las mezclas de
glucosa-lisina (1mg/ml, 3h), produjo un aumento significativo, practicamente
generalizado, de la actividad de las enzimas ensayadas (Tablas 18, 22y 26 a 'y
b). El efecto de la temperatura, segun el analisis estadistico, fue significativo en
todos los casos, mostrandose inferiores los valores correspondientes a la

temperatura de 150°C respecto a los de 100°C (Fig. 52).
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Figura 52. Niveles de actividad catalasa, superoxido dismutasa y glutation

peroxidasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C
El * indica diferencias significativas entre temperaturas. Anova de dos vias y test de Duncan (P< 0,05).
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Por tanto, segun nuestros resultados, los PRM procedentes del sistema
modelo glucosa-lisina produjeron un efecto beneficioso en el sistema de defensa
enzimatico de las células Caco-2, hecho que no habia sido mostrado hasta ahora,
y que confirma las propiedades antioxidantes de estos compuestos. Por otra parte,
los compuestos formados a menor temperatura (100°C) fueron los maés
favorables para potenciar la actividad de las enzimas antioxidantes, al igual que
ocurria con el efecto neutralizador del DPPH y con la actividad quelante de
cobre, ya descritos en anteriores capitulos.

De acuerdo con nuestros resultados, otros autores han mostrado los efectos
antioxidantes de melanoidinas aisladas de alimentos, estudiando también las
modificaciones en la actividad de distintas enzimas en las células Caco-2. Asi, se
ha observado que la pronil-lisina, melanoidina aislada de la corteza del pan,
induce una elevacion en la actividad de la enzima detoxificante glutation S-
transferasa (GST), lo cual es interpretado como un efecto antioxidante del
compuesto ensayado (Lindenmeier y col., 2002). Ademads, las fracciones de
menor peso molecular, aisladas de la malta tostada, dan lugar a las mayores
elevaciones de la GST respecto al resto de las fracciones, que incluso disminuyen
la actividad de la enzima (Faist y col.,, 2002a). Segin estos autores, “los
compuestos pardos de bajo peso molecular son claramente mas prometedores en
cuanto a sus propiedades beneficiosas sobre la salud”.

Un aumento en las defensas antioxidantes celulares proporciona una mayor
proteccion frente a un dafio oxidativo y, por tanto, seria de esperar que produjera
una reduccidn en la oxidacion de los lipidos. Efectivamente, en nuestros ensayos
encontramos una correlacion negativa entre los niveles de lipidos peroxidados en
las Caco-2 y la actividad de las enzimas SOD (p= 0,0179; r=-0,5826) y GPy (p=
0,0420; r=-0,5133), que se hizo mucho mas estrecha en las muestras calentadas a
100°C (p= 0,0069; = -0,8543 y p= 0,0134, r= -0,8167, para la SOD y la GP,,
respectivamente), aunque no se observd en las muestras de 150°C. No existio

correlacion entra la actividad de la CAT y la peroxidacién lipidica celular, ya
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que, segun algunos autores, la GP, es responsable de la retirada de los
hidroperodxidos lipidicos en los sistemas biologicos en mucha mayor medida que
la catalasa (Aw, 1998). La SOD es responsable de neutralizar los radicales
superdxido, pero, al parecer, la GP,, se ve afectada por los niveles de
antioxidantes de la dieta en mayor medida que la SOD y la CAT (Andersen y
col., 1997). Se ha mostrado que compuestos de supuesta actividad antioxidante,
como los polifenoles de romero, inducen aumentos de la GP, y la SOD en las
Caco-2, aunque dependiendo de la dosis, pero no incrementan la actividad de la
CAT (Wijeratne y Cuppett, 2007a). Sin embargo otros, como las isoflavonas de
soja, aumentan la actividad de la CAT, reducen la de la SOD y no afectan
significativamente a la GP; en la misma linea celular (Wijeratne y Cuppett,
2007b). En células derivadas de hepatoma, estos mismos compuestos aumentan
la CAT y, mas débilmente, la GP,, mientras que la SOD no se ve modificada
(Roéhrdanz y col., 2002). Las muestras ensayadas por nosotros, sin embargo,
produjeron un aumento generalizado del sistema de defensa enzimatico que,
ademas, estuvo asociado a una reduccion significativa de la oxidacidén de los
lipidos a nivel celular.

Estudios realizados in vivo muestran que el consumo de compuestos de
supuesta accidn antioxidante, como las isoflavonas de soja, inducen aumentos en
la actividad de la CAT, SOD y GPj en el intestino delgado de ratones (Cai 'y Wei,
1996), disminuyen dicha actividad en los eritrocitos de rata, y no modifican los
niveles de actividad en higado (Breinholt y col., 1999). Es decir, los efectos de
los compuestos antioxidantes, ademds de depender de la dosis, parecen ser
especificos para cada tejido.

Los estudios in vivo referentes al efecto de la ingesta de PRM sobre el sistema
antioxidante enzimatico son escasisimos en la bibliografia. Somoza y col.,
(2005), tras alimentar a ratas con dietas conteniendo corteza de pan, malta
tostada y pronil-lisina, no encuentran cambios significativos en las enzimas

detoxificantes (GST) en higado, y solo observan aumentos en rifion con la
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ingesta de corteza de pan. Los autores concluyen que, aunque se produce una
mejora significativa del estatus antioxidante en general, a nivel de las defensas
enzimaticas no se repiten los datos que obtenian en las células Caco-2, debido
probablemente a transformaciones intestinales resultado de la degradacion
microbiana de estos compuestos. Segiin ensayos recientes de nuestro grupo de
investigacion, realizados en adolescentes sanos, la ingesta de dietas ricas en PRM
no modifica la actividad de las enzimas antioxidantes en eritrocitos, y sélo se
observa un aumento (no significativo) de la GP, (Seiquer y col., 2008).

El hecho de que algunas de las mezclas de glucosa-lisina sean capaces de
aumentar la actividad de estas enzimas detoxificadoras cuando las células no
estan en una situacion de estrés oxidativo, podria suponer que también son
capaces de proteger a las células frente a un dafio oxidativo inducido. Para
comprobarlo, y siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 5.5.2.,
(Material y Métodos), se midi6 la actividad CAT, SOD y GP, de las cé€lulas, tras
su incubacién con las mezclas de glucosa-lisina (Img/ml, 3 horas) adicionadas de

hierro 0,5 mM, cobre 10uM 6 perdxido de hidrogeno 0,5mM.

4.3.2. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad
catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa en

presencia de hierro o cobre

Es conocido que los metales de transicion son inductores de la generacion de
radicales libres y pueden producir un dafio oxidativo. Asi, el dafio oxidativo
provocado por el hierro ha sido mostrado en las células Caco-2 (Nuiiez y col.,
2001), aunque tras periodos de incubacion muy prolongados (5 dias). Sin
embargo, la respuesta celular de las defensas enzimaticas ante la presencia de
hierro o cobre en la linea celular Caco-2 esta escasamente estudiada. Algunos
autores indican que el incremento de la concentracion de radicales libres en una

situacion de estrés oxidativo puede causar una disminucion de la actividad
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enzimatica (Escobar y col., 1996). Ciertamente, ensayos realizados en ratones
muestran que dosis altas de hierro, administradas intraperitonealmente, producen
descensos significativos en la actividad eritrocitaria de las principales enzimas
antioxidantes, SOD, CAT y GP, (Koyu y col., 2005). Sin embargo, segin los
ensayos de Zodl y col., (2004), la actividad de la CAT y, en mayor medida, la de
la GP,, aumenta considerablemente en células Caco-2 tratadas con
concentraciones crecientes de hierro (0-3mM, 24h), mientras que la de la SOD
no se afecta (Zodl y col., 2004). Los ensayos realizados para estudiar el efecto
del cobre sobre la actividad de las enzimas antioxidantes ofrecen resultados
contradictorios. Algunos de ellos describen aumentos en la accion de dichas
enzimas tras la exposicion al cobre (Singh y col., 2007a; Kovacik y Backor,
2008), mientras que otros muestran descensos (Ji y col., 2007). Parece haber,
ademas, una cierta selectividad del cobre segun el tipo de tejido, ya que en ratas
que ingirieron elevadas dosis de cobre la actividad de la SOD aument6 en higado
y en plasma pero descendid en cerebro (Ozcelik y Uzun, 2008). Ninguno de estos
ensayos ha sido realizado en células Caco-2.

La respuesta de las enzimas de defensa antioxidante va a depender, por tanto,
del modelo experimental y de las condiciones especificas utilizadas en cada
estudio.

La incubacioén de las células Caco-2 con las concentraciones de hierro y cobre
utilizadas en nuestros ensayos produjo una reaccion, significativa en la mayoria
de los casos, de las defensas enzimaticas, respecto a los valores basales Asi, la
actividad de la CAT disminuy6 (de forma mucho mds patente en presencia de
cobre), la de la GP, no cambio y, la de la SOD aument6 drasticamente (Tabla

40).
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DMEM Fe Cu

CAT (seg'l/mg proteina) | 0,918 +0,170° | 0,697 + 0,066 * | 0,067 + 0,031 b

SOD (U/mg proteina) | 6,32+0,46" | 29,24+4,09° | 21,48+1,28"°

GPx (U/mg proteina) | 0,006 +0,001° | 0,011 0,007 * | 0,009 0,003 *

Tabla 40. Actividad enzimatica catalasa, superoxido dismutasa y glutation

peroxidasa en presencia de DMEM, hierro y cobre
Valores medios * error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma fila, indican diferencias
significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

Se ha descrito que un aumento en la producciéon de radicales libres
frecuentemente provoca, como mecanismo de defensa por parte de la célula, un
aumento en los niveles de enzimas antioxidantes (Sies, 1993; Alia y col., 2005).
Dicho aumento ante un insulto oxidativo, particularmente de la GP, y la CAT, ha
sido mostrado en cultivos celulares, como cultivos primarios de hepatocitos
(Andres y Cascales, 2002) y en la linea celular HepG2 (Yoo y col., 1999), en la
que la presencia de perdxidos lipidicos provoca un aumento generalizado y
significativo de todas las enzimas antioxidantes (Alia y col., 2005). Ahora bien,
también se han descrito descensos de las defensas enzimaticas antioxidantes en
presencia de radicales libres, tanto in vitro (Kim y col., 2001) como en animales
(Koyu y col., 2005). Parece ser que ante un flujo elevado y continuado de
radicales en la célula, el estimulo inicial da paso a una inactivacion de la enzima
(0 quizés a un agotamiento), que conduce a un proceso de dafio oxidativo
(Escobar y col., 1996). Seglin esta teoria, el aumento en la actividad SOD y GP,,
observado en nuestros experimentos en presencia de hierro y cobre,
corresponderia a un mecanismo de defensa de la célula ante la generacion de
radicales libres provocada por los metales de transicion. La inactivacion de la
CAT, sobre todo en presencia de cobre, podria ser debida a que esta enzima “ya

se ha consumido”. En apoyo de esta hipdtesis existen datos que muestran que,
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ante concentraciones crecientes de cobre, la actividad de la CAT primero
aumenta pero luego disminuye (Jiy col., 2007).

La presencia de las mezclas de glucosa-lisina junto con los agentes oxidantes
supuso cambios dispares en la actividad de las enzimas estudiadas. La incubacion
de las muestras de manera conjunta con el hierro indujo descensos en la accion
de la CAT y la SOD, sin modificar la GP,, respecto a los resultados obtenidos en
presencia solo del hierro. Al comparar con el cobre, sin embargo, las muestras
restauraron la actividad de la CAT y aumentaron de manera dréstica los niveles

de SOD y de GP, (Fig. 53).
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Figura 53. Niveles de actividad catalasa, superdéxido dismutasa y glutation
peroxidasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C

adicionadas de hierro o cobre

El * indica diferencias significativas entre temperaturas. Anova de dos vias y test de Duncan (P< 0,05).
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4.3.3. Efectos de las mezclas de glucosa-lisina sobre la actividad
catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa en

presencia de peroxido de hidrogeno

Diversos autores han utilizado peroxido de hidrogeno, u otros peroxidos, para
estudiar in vitro la respuesta celular del sistema de defensa antioxidante en una
situacién de estrés oxidativo inducida. Algunos de estos trabajos han sido
realizados en lineas celulares de origen hepatico, las HepG2 (Alia y col., 2005) o
intestinal, las Caco-2 (Bestwick y Milne, 1999; Wijeratne y col., 2005; Cilla y
col., 2008). La incubacion de las HepG2 con perdxido de hidrogeno 0,5mM (3h)
no produjo cambios significativos en la actividad de la CAT ni de la SOD, y sélo
se observaron ligeros aumentos en la GP, (Alia y col., 2005), mientras que la
presencia de t-BOOH indujo aumentos drésticos en todas las enzimas
antioxidantes. Segin estos autores, estas cé€lulas son poco sensibles al efecto
estresante del perdxido de hidrogeno al ser un producto que se genera de forma
natural en ellas, y tienen un sistema muy eficaz para neutralizarlo. Los resultados
obtenidos en las Caco-2 por otros autores muestran que la incubacidon con
peroxido de hidrogeno 0,25mM (30min) induce aumentos en la CAT y la GPy, y
descensos en la actividad de la SOD (Wijeratne y col., 2005), mientras que otros
han observado un incremento de ésta ultima tras la incubacion con una
concentracion superior de perdxido de hidrogeno (5SmM, 1h) (Cilla y col., 2008).
Segun nuestros resultados, las Caco-2 reaccionan ante la presencia de perdxido
de hidroégeno 0,5mM (3h) aumentando la actividad SOD y GPy, mientras que la
CAT disminuye (no significativamente) respecto a los niveles basales (Tabla

41).
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DMEM H,0,

CAT (seg”/mg proteina) | 0,918 +0,170* | 0,524 + 0,067 *

SOD (U/mg proteina) | 6,32+046° | 26,53+0,10°

GPx (U/mg proteina) 0,006 +£ 0,001 * | 0,018 £ 0,004 b

Tabla 41. Actividad enzimatica catalasa, superdoxido dismutasa y glutation

peroxidasa en presencia de DMEM y peroxido de hidrégeno
Valores medios + error estandar. (n = 3). Distintas letras, dentro de la misma fila, indican diferencias
significativas (P< 0,05) (Anova de una via y test de Duncan).

Una hipotesis para este comportamiento, puede ser, como se ha comentado
para la presencia de hierro y cobre, que la CAT es la primera enzima que se gasta
y que nuestras condiciones experimentales fueran de mayor concentracion de
peroxido de hidrégeno y mas tiempo de incubacidon. Ademas, trabajos de otros
autores han mostrado que la actividad de la CAT en las células Caco-2 es muy
escasa, siendo significativamente inferior a la de la mucosa del colon y, por
supuesto, a la de eritrocitos (Grisham y col., 1990), lo cual no ocurre con las
otras enzimas. La inhibicién de la actividad de la SOD en presencia de peroxido
de hidrogeno descrita por algunos autores parece ser dependiente de la dosis y
del tiempo de incubacion (Symonyan y Nalbandyan, 1972; Bray y col., 1974);
estudios en sistemas no celulares muestran un incremento de su actividad ante
concentraciones de peroxido de hidrogeno comprendidas entre 250-1000uM
durante 15 minutos, mientras que un aumento del tiempo de exposicion reduce
draméaticamente su actividad (Jhonson y Mcdonald, 2004).

Es conocido que las enzimas antioxidantes interaccionan de forma sinérgica
con el objetivo de protegerse entre ellas del ataque de los radicales libres (Bray y
col., 1974; Sinet y Garber, 1981; Blum y Fridovich, 1985; Wang y col., 2008).
La SOD protege a la CAT y a la GPy, evitando su inactivacion por los radicales

superoxido (Blum y Fridovich, 1985), y a la vez, estas dos enzimas impiden la
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inactivacion de la SOD por la accidon de los hidroperoxidos (Bray y col., 1974;
Sinet y Garber, 1981). La actividad de cada enzima en un sistema biologico
puede ser la suma de todos los efectos antagonicos y sinérgicos de otras enzimas
y compuestos presentes en la célula (Wijeratne y col., 2005); por ejemplo, los
hidroperdxidos lipidicos pueden descomponerse en presencia de otros radicales
libres como el anidén superdxido o de iones metdlicos, formadndose nuevos
radicales peroxilo, hidroxilo y alcoxilo y la combinacién de sus efectos puede
determinar la actividad de las enzimas antioxidantes (Shaich, 1980). Las
concentraciones de éstas enzimas estan sujetas a regulacion génica, de forma que
aumentan rdpidamente en respuesta a factores de transcripcion que detectan
cambios en el nivel de estrés oxidativo (Harris, 1992), ya que su funcion es la de
disminuir la velocidad de inicio de las reacciones de los radicales libres para
hacer que decrezcan sus concentraciones (Martinez-Cayuela, 2005). Por tanto, un
descenso de su actividad hace a la célula més susceptible de ser atacada por los
radicales libres (Wijeratne y Cuppett, 2007a).

El efecto de los PRM sobre las modificaciones en la actividad de las enzimas
antioxidantes en presencia de peroxidos estd escasamente estudiado. Nuestros
ensayos ofrecieron resultados muy dispares, ya que, en funcion de la muestra, la
actividad de las tres enzimas aumentd, disminuyd o permanecié constante. En
general, las muestras calentadas a 100°C indujeron aumentos en la CAT vy
descensos en la SOD, es decir, recuperaron parcialmente el efecto provocado por
el peroxido de hidrogeno. Sin embargo, la presencia de las muestras calentadas a
150°C potenci6 las modificaciones observadas con el peroxido de hidrogeno, es
decir, se observaron reducciones de la CAT y aumentos en la SOD. La actividad

global de la GP, no se afect6 significativamente (Fig. 54).
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Figura 54. Niveles de actividad catalasa, superoxido dismutasa y glutation
peroxidasa en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C
adicionadas con peroxido de hidrogeno

El * indica diferencias significativas entre temperaturas. Anova de dos vias y test de Duncan (P< 0,05).
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Es de sobra conocido el efecto potenciador del peroxido de hidrégeno sobre el
estrés oxidativo; asi los compuestos capaces de contrarrestar sus efectos podrian
ser considerados como potenciales antioxidantes, ya que reestablecen el
equilibrio oxidativo y disminuyen el posible dafio celular. Seglin esto y, como ya
se ha apuntado varias veces a lo largo de esta memoria, los compuestos formados
en las primeras etapas del proceso, es decir, los calentados a 100°C, se muestran
potencialmente mas beneficiosos de cara a la prevencion del estrés oxidativo que
los formados en las etapas mas avanzadas.

No hay, que sepamos, estudios en Caco-2 referentes al efecto de PRM ante
los cambios enzimaticos inducidos por peroxidos. Algunos autores han mostrado,
en c¢lulas HepG2, que las melanoidinas del café son capaces de contrarrestar el
aumento en la actividad de la GP, y la glutation reductasa (GR) provocado por el
t-BOOH (Goya y col.,, 2007), de forma similar a como lo hacen otros
antioxidantes, como el flavonoide quercetina (Alia y col., 2006a), los polifenoles
del aceite de oliva (Goya y col., 2007) o los del cacao (Martin y col., 2008).
Dichos autores concluyen, por tanto, que las melanoidinas ensayadas protegen a
las células frente a un insulto oxidativo mediante, entre otros factores, la
modulacién de la actividad de las enzimas antioxidantes. Los mecanismos
moleculares por los que se produce esta proteccion no estdn actualmente

establecidos.
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5. INFLUENCIA DE LAS MEZCLAS DE GLUCOSA-LISINA EN LA ABSORCION DE

HIERRO Y COBRE

5.1. Ensayos de captacion y transporte de hierro y cobre

Como ya se ha comentado, la habilidad de los PRM para quelar al hierro y al
cobre puede tener un aspecto positivo en cuanto a que pueden retardar el inicio
de muchas reacciones, catalizadas por estos metales, en las que se generan
radicales libres y especies reactivas, pero, por otro lado, también podria afectar
su biodisponibilidad. Para evaluar este efecto, se llevaron a cabo ensayos de
captacion y transporte en cultivos de células Caco-2, sistema que ha sido
utilizado y validado para estudiar el metabolismo del hierro (Garcia-Casal y col.,
2000) y del cobre (Klomp y col., 2002) tanto de forma aislada como formando
parte de algunos alimentos, como formulas infantiles (Jovani y col., 2001; 2004),
carne y digeridos de caseina (Glahn y col., 1996), algunas algas (Puyfoulhoux y
col., 2001), legumbres (Viadel y col., 2006), comidas completas (Au y Ready,
2000) e incluso dietas completas (Mesias, 2007).

Estas cé¢lulas, en cultivo, se diferencian en enterocitos maduros, desarrollando
caracteristicas morfologicas y funcionales similares a las del epitelio intestinal,
como la polarizacion y formacion del borde en cepillo de sus membranas y la
presencia de enzimas implicadas en el proceso absortivo (Pinto y col., 1983;
Hidalgo y col., 1989).

La validez de las células Caco-2 en los estudios de metabolismo del hierro ha
sido demostrada en diversas publicaciones desde 1980. Estas células, sembradas
en placas bicamerales, transportan hierro desde la camara apical a la basolateral
en un proceso que es dependiente de la valencia del hierro, la concentracion y el
estatus férrico de la propia célula (Alvarez-Herndndez y col., 1991; Halleux y
Scheider, 1994; Han y col., 1995), poseen proteinas como la transferrina y la
ferritina (Halleux y Scheider, 1989) y expresan transportadores de hierro como el

DMT-1 (Etcheverry y col., 2004). La captacién del hierro en las Caco-2 se ve
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afectada por componentes de la dieta que inhiben o mejoran su absorcion en el
epitelio intestinal, tales como fitatos, acido ascorbico, carne, dcidos orgéanicos y
vitaminas (Han y col., 1995; Garcia y col., 1996; Garcia-Casal, 2000; Salovaara
y col., 2002). Diversos estudios han demostrado que este modelo responde de
forma muy parecida al epitelio intestinal humano, en cuanto a cambios en el pH
del medio, en la concentracion de hierro presente en el lumen intestinal y en la
forma fisicoquimica en la que se encuentre el mineral (Alvarez-Hernandez y col.,
1991; Ekmekcioglu y col., 1996; Gangloftf y col., 1996; Garcia y col., 1996). Se
ha demostrado, ademas, que existe una estrecha correlacion entre los resultados
obtenidos en estudios sobre la absorcion de hierro in vivo en humanos y ex vivo
en c¢lulas Caco-2 (Au y Reddy, 2000).

Diversos trabajos, aunque no tantos como en el caso del hierro, avalan la
validez de las Caco-2 para estudiar la absorcion y metabolismo del cobre. Se ha
mostrado que estas células, ademas de trasportar cobre utilizando el DMT-1,
poseen el transportador CTR-1, especifico para el cobre (I), y expresan la
metalotioneina (Tennant y col., 2002; Bauerly y col., 2004). Ademas, las Caco-2
son capaces de regular la homeostasis, controlando la absorcién de cobre ante
concentraciones variables del metal, siendo el transporte mas sensible que la

captacion (Zerounian y col., 2003).

El estudio de la captacion y transporte de hierro y cobre se realizé en placas
bicamerales en las que tras 21 dias de la siembra, las c€lulas se diferencian de
manera que el polo o membrana apical se dirige hacia la cdmara superior (camara
apical), y el polo basolateral, en contacto con la membrana porosa, hacia la

camara basolateral (Garcia y col., 1996) (Fig. 55).
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Figura 55. Representacion de la monocapa de células Caco-2 desarrollada en los
pocillos de las placas bicamerales Transwell (http://www.cacoready.com)

La existencia de fuertes uniones celulares que demuestran la integridad y la
confluencia de la monocapa, se comprob6é mediante la medida de la resistencia
eléctrica transepitelial (TEER) y el transporte del rojo fenol, como ya se ha
indicado, obteniéndose valores para ambos parametros que convertian a estas
cé¢lulas en un modelo excelente para el estudio de la captacion y transporte de

hierro y cobre.

5.1.1. Hierro

La captacion de hierro en las células Caco-2 se redujo drastica y
significativamente en presencia de las mezclas de glucosa-lisina calentadas a
100° y 150°C con respecto al control (FeSO,4) (Tabla 30a). Este hecho podria
atribuirse a la formacion de complejos con el hierro, demostrada previamente en
esta memoria (>80%) (Tabla 8a), a pesar de que no se observo una correlacion
estadistica entre ambas variables, debido posiblemente a la ausencia de variacion
en el porcentaje de hierro quelado y captado por la célula entre las mezclas de

glucosa-lisina calentadas a distintos tiempos.
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Diversos compuestos de la dieta como el inositol hexafosfato, los polifenoles,
los fitatos, los oxalatos y los taninos, conocidos como factores antinutritivos,
forman directamente compuestos insolubles con el hierro convirtiéndolo, por
tanto, en hierro no absorbible (Brune y col., 1989; 1992; Tutawiroon y col.,
1991); sin embargo, cuando forman parte de alimentos y éstos son cocinados, los
factores antinutritivos se destruyen parcialmente produciéndose un aumento de la
biodisponibilidad mineral (Viadel y col., 2006). Por otra parte, el hierro puede
formar complejos solubles con compuestos como la mucina, los acidos
organicos, ciertos aminoacidos y el EDTA, que impiden que precipite (Hazell y
Johnson, 1987; Conrad y Umbreit., 1991; MacPhail y col., 1994; Perez-Llamas y
col., 1997; Salovaara y col., 2002). Ahora bien, aunque es cierto que el hierro
debe estar soluble para ser absorbido, solubilidad y absorcion de hierro en el
lumen intestinal no son necesariamente equivalentes, ya que la solubilidad no es
el unico factor implicado (Miller y Berner, 1989; Seiquer y col., 2002; Delgado-
Andrade y col., 2004b). La afinidad de las proteinas transportadoras para unir al
hierro, asi como la tendencia del quelante para ceder el hierro, son también
factores determinantes, sin olvidar que factores bioldgicos como el estatus férrico
de la célula o del organismo pueden modificar la captacioén de hierro en respuesta
a las demandas (Salovaara y col., 2002). Ciertos quelantes pueden acomplejar al
hierro fuertemente y no permitir su liberacion en los enterocitos, limitando por
tanto, su absorcion. Estudios in vitro han mostrado que el acido citrico y el
EDTA tienen una elevada afinidad por el hierro férrico por lo que son donadores
débiles del mineral, afectando negativamente su absorcion (Narasinga-Rao y
Subba-Rao, 1992), aunque in vivo se ha observado que ciertas dosis de EDTA
mejoran la absorcion de hierro (MacPhail y col., 1994). Estudios realizados en
células Caco-2 muestran que, de diversos acidos organicos ensayados, algunos
(madlico, tartarico) favorecen la captacion de hierro por la célula, mientras que
otros (citrico, oxalico) la inhiben (Salovaara y col., 2002). Segln estos autores, la

estructura de los compuestos es decisiva para la liberacion del hierro a la célula
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del complejo soluble formado, siendo la presencia de grupos hidroxilo y
carboxilo positiva respecto a la captacion de hierro, ya que estos grupos se
comportan como efectivos donadores del mineral a los enterocitos. Sin embargo,
en nuestro caso, los PRM procedentes de las mezclas de glucosa-lisina se
comportaron, al parecer, como quelantes de hierro tan potentes que el mineral no
estaba disponible para su captacion por las proteinas de membrana de las células
Caco-2, lo que perjudicaria su entrega al transportador DMT-1 de la membrana
apical de la célula y disminuiria, por tanto, su entrada en el enterocito. En
ensayos realizados en células Caco-2, Glahn y col., (1996) mostraron que la
captacion de hierro en presencia de digeridos de caseina se reduce, a pesar de que
su solubilidad es mayor, al comparar con otras fuentes de proteina como carne y
pescado. Otros investigadores han sugerido que la capacidad de unir hierro de los
productos de digestion de la caseina juega un papel importante en la reduccion de
la captacion por el enterocito (Hurrell y col., 1989). Ya que la caseina es una
proteina rica en lisina, este aminoacido podria ser en parte responsable de la
formacion de fuertes complejos con el hierro y de dificultar su cesion al
enterocito. De hecho, nuestros datos mostraron una elevada capacidad de la lisina
para quelar hierro (Tabla 8a) y, de forma paralela, una reduccion de la captacion
celular del mineral en presencia de la lisina (Tabla 30a). Ademas, el
calentamiento de las mezclas supuso, como ya se ha expuesto, reducciones en la
lisina libre y, de forma paralela, ligeros aumentos del hierro captado, lo cual
coincide con resultados previos (Delgado-Andrade y col., 2004b). Si el analisis
estadistico se aplica solo a las mezclas, sin considerar el control de FeSO,, dicho
aumento fue significativo para las muestras calentadas a 150°C, que eran las que
contenian menos lisina libre residual (Ruiz-Roca y col., 2008). A pesar de ello, la
cantidad de hierro captada puede no ser totalmente disponible para su utilizacion,
ya que la mucosa intestinal se descama y renueva casi diariamente (Andrews y

Schmidt, 2007).
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El impacto de los compuestos quelantes en la captacion de hierro estd, por
tanto, influenciado por multitud de variables como: el nivel y el tipo de los
complejos formados, la solubilidad de los mismos, la fuerza del enlace entre el
complejo y el metal, el estado de oxidacion del mineral, la afinidad del complejo
por el sistema de captacion celular y la tendencia que tenga a donar el hierro o
cobre a las proteinas transportadoras de membrana. Del mismo modo, el estado
fisiologico de las células puede afectar la expresion de determinadas proteinas
implicadas en la captacion que, a la vez, puede estar modulada por sefiales
internas de la propia célula y otras externas como los distintos componentes
presentes en los alimentos de la dieta (Salovaara y col., 2002).

A pesar de la disminucidn de la cantidad de hierro captada por las cé€lulas en
presencia de las mezclas de glucosa-lisina, el transporte del mineral a través de la
monocapa celular fue considerable y no vario significativamente con respecto a
los valores obtenidos con el hierro solo a excepcion de la muestra 100-15 con la
que incrementod. Resultados similares se han obtenido en células Caco-2, en las
que el transporte de hierro no se ve modificado tras la administracion de dietas
completas ricas y pobres en PRM (Mesias, 2007). En nuestro caso, lo mads
probable es que la mayor parte del hierro transportado a la camara basolateral
fuera hierro libre, no quelado por los PRM, que se habria movilizado
transcelularmente. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que
parte del hierro presente en la camara basolateral, se hubiera transportado por via
paracelular como un quelato intacto constituido por hierro-PRM, de una forma
similar a la propuesta para los complejos de hierro-EDTA (South y Miller, 1998;
Kibangou y col., 2008), ya que se admite que cerca de un 10-15% del hierro total
que se absorbe en condiciones fisioldgicas, se realiza por esta via (Cox y Peters,
1979; Peres y col., 1999). De hecho, mediante la medida de la absorbancia de las
soluciones recogidas en la cdmara basolareral, realizada para las mezclas de
150°C, pudimos confirmar que los compuestos tempranos e intermedios de la

reaccion fueron ciertamente absorbidos, ya que la absorbancia a 280nm aumento
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progresivamente con el tiempo de calentamiento de las muestras hasta alcanzar
valores cercanos al 30% de recogida (Fig. 35). Sin embargo, la falta de
correlacion observada entre el porcentaje de absorbancia a 280nm y el transporte
de hierro, sugiere que el transporte de los quelatos de Fe-PRM no fue la principal
ruta de absorcion de éste mineral. Los valores de absorbancia a 420nm fueron,
por el contrario, muy bajos o indetectables en las soluciones recogidas (Fig. 36),
lo que significaria un flujo insignificante de los productos avanzados de la
reaccion de acuerdo con otros autores que han encontrado en células Caco-2
valores de transporte de otros productos como la carboximetil-lisina,
extremadamente bajos (Grundwald y col., 2006). Por otra parte, estos resultados
concuerdan con estudios sobre el transito metabolico de los PRM realizados en
ratas, que muestran que los compuestos de bajo peso molecular se absorben hasta
en un 30%, mientras que los de alto peso molecular lo hacen en mucha menor
medida (Finot y Magnenat, 1981).

Se observo un efecto positivo de la glucosa sobre el transporte de hierro a
través de la monocapa de células Caco-2 (Tabla 30a). En la misma linea,
algunos investigadores han encontrado cifras aumentadas de absorcion de hierro
en ratas tras el consumo de dietas conteniendo glucosa, en las que la fuente de

hierro era FeSO,4 (Brouwer y col., 1993).

Por tanto, a pesar de la elevada actividad quelante de hierro de las muestras,
nuestros resultados no nos permiten establecer una correlacion entre dicha
actividad y sus propiedades antioxidantes, claramente demostradas a través de los
diversos ensayos realizados, excepto para el efecto protector que ejercen a nivel
celular ante la citotoxicidad inducida por hierro. Por otra parte, tampoco hemos
encontrado significacion estadistica entre la quelacion de hierro y las
modificaciones observadas en la captacion y transporte celular en presencia de
las muestras. Sin embargo, sugerimos que la formacidén de complejos con hierro

podria estar implicada en la reduccion de la captacion por el enterocito, lo cual
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podria tener consecuencias negativas sobre la disponibilidad del hierro,

especialmente ante un aumento de sus necesidades.

5.1.2. Cobre

Aunque, como se ha comentado, la linea celular Caco-2 es un modelo util
para el estudio del metabolismo del cobre (Klomp y col., 2002), contamos con
poca informacion en relacion al efecto que ejercen los productos de la reaccion
de Maillard sobre la absorcion de éste mineral en cultivos celulares.

Nuestros resultados mostraron que la captacion de cobre en presencia de
todas las mezclas de glucosa-lisina calentadas a 100° y 150°C e incluso de la
mezcla sin calentar, se redujo significativamente en comparacion con el cobre
solo (CuSQO,). Es conocido que ciertos compuestos de la dieta, como fitatos, fibra
o ciertos taninos, son ligandos potenciales para el cobre y pueden, por tanto,
afectar su biodisponibilidad (Jondreville y col.,, 2002). Poco se sabe, sin
embargo, de los mecanismos que regulan la absorcion de cobre a nivel intestinal
y de la medida en que esta puede verse afectada por la formacién de complejos
solubles con otros compuestos presentes en la dieta. Se podria sugerir que, de
forma parecida a lo descrito para el hierro, la reduccion drastica en la captacion
celular de cobre puede ser atribuida, al menos en parte, a la formacion de
quelatos Cu-PRM, que cederian dificilmente el cobre a los transportadores del
borde en cepillo de la células intestinales. Algunos autores han descrito que la
presencia de compuestos como el acido ascérbico reduce la captacion de cobre en
células Caco-2, efecto que atribuyen a la capacidad de este compuesto para
reducir el cobre (II) a cobre (I), cuya absorcion es minoritaria (Ferruza y col.,
2000). Ya que diversos trabajos han mostrado el poder reductor de los PRM,
(Yoshimura y col., 1997; Delgado-Andrade y col., 2005a; Rufidn-Henares y
Morales, 2007) esta habilidad podria afectar negativamente a la captacion de
cobre, de forma parecida a lo mencionado para otros compuestos. A pesar de ésta

reduccion observada en la captacion, el transporte de cobre mejord durante la
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incubacion con las mezclas calentadas durante 15 y 30 minutos, que
precisamente fueron las que quelaban mayor proporcion de cobre, y disminuy6

posteriormente conforme avanzaba el tiempo de calentamiento (Tabla 31a y Fig.

56).
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Figura 56. Porcentaje de cobre transportado a la cimara basolateral en presencia

de las mezclas de glucosa-lisina cruda y calentadas a 100° y 150°C
Valores medios =+ error estandar (n=4). Distintas letras indican diferencias significativas. Anova de una
via y test de Duncan (P< 0,05).
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En nuestras condiciones experimentales y, a pesar de que la lisina también
quelaba cierto porcentaje de cobre, su presencia no indujo aumentos en la
absorcion del elemento a través de la monocapa de células, a pesar de que los
complejos Cu-lisina han sido utilizados en nutricion animal para mejorar la
absorcion de cobre, ya que se les atribuye una biodisponibilidad del 120%
comparada con el CuSO, (Aoyagi y Baker, 1994; Guo y col., 2001). Otros
autores, sin embargo, no encuentran diferencias en la absorcién o retencion de
cobre a partir de CuSO, o de Cu-lisina (Apgar y Kornegay, 1996).

De forma similar a lo descrito para el hierro, dentro del grupo de las mezclas
calentadas a mayor temperatura, los valores del porcentaje de absorbancia
medida a 280nm de las soluciones recogidas en la caimara basolateral indican que
proporciones considerables de los complejos tempranos e intermedios (37-48%)
han atravesado la monocapa de células, excepto en la mezcla 150-15 (Fig. 37).
Parte del cobre absorbido podria ir, por tanto, ligado a estos complejos, e incluso
a los de alto peso molecular, que en el caso de la muestra 150-30 se absorben en
mayor medida (18,68%) que el resto de mezclas (Fig. 38), coincidiendo con las
cifras de absorcion de cobre significativamente superiores encontradas en
presencia de esta muestra (Tabla 31a). De acuerdo con nuestros resultados, se ha
descrito que ciertos 4cidos orgdnicos, como el citrico, mejoran la
biodisponibilidad del cobre mediante la formacion de complejos solubles
altamente absorbibles (Wapnir, 1998). De hecho, en nuestros ensayos existié una
correlacion positiva entre la capacidad quelante de cobre y el mineral
transportado a la camara basolateral (p= 0,0041; r= 0,5642). Parece ser, por tanto,
que la presencia de las mezclas calentadas durante tiempos moderados favorecio
la absorciéon de cobre a través de las células intestinales. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en ensayos realizados en ratas, en los que se
mostré que el consumo de dietas adicionadas con PRM procedentes de mezclas

de glucosa-lisina y glucosa-metionina daba lugar a aumentos en la cantidad de
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cobre absorbido y a su acumulacion en diversos organos (Delgado-Andrade y
col., 2001a).

En resumen, la capacidad para quelar cobre esti, segin nuestros datos,
estrechamente involucrada en las propiedades antioxidantes de las muestras,
concretamente en la capacidad para neutralizar radicales libres y en la prevencion
del dafio citotoxico inducido. Dicha habilidad da lugar, ademas, a modificaciones
en la absorcion de cobre a través del enterocito. Ahora bien, las consecuencias
fisiologicas del incremento de la absorcion de cobre, atribuido a la presencia de
PRM, merecen ser objeto de estudio, ya que, aunque su quelacion puede ser
beneficiosa a nivel del estrés oxidativo, un exceso del mineral en el organismo

podria resultar toéxico (Linder y Hazegh-Azam, 1996).
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Resumen y Conclusiones

Los productos de la reaccion de Maillard (PRM) o de pardeamiento no
enzimatico son ampliamente consumidos en la dieta habitual ya que, en la
mayoria de los casos, proporcionan caracteristicas organolépticas agradables para
el consumidor. Ademas, pueden tener repercusiones nutricionales, como sus
efectos sobre la utilizacion de la proteina o de los minerales de la dieta. Uno de
los aspectos positivos mds interesantes de los PRM es la actividad antioxidante,
ya que el estrés oxidativo estd implicado en multitud de patologias y en procesos
como el envejecimiento. Los mecanismos de accidén por los que actuan de esta
forma todavia son desconocidos pero, el hecho de que se comporten como
polimeros anidnicos capaces de quelar metales como el hierro y el cobre,
implicados en reacciones de oxidacion, podria estar involucrado. Se han
propuesto, ademas, otras vias de actuacion como la neutralizacion de radicales
libres o la modulacion de la actividad de ciertas enzimas antioxidantes
implicadas en procesos de detoxificacion. Ahora bien, la quelacion de metales
implicados en la generacion de radicales libres por parte de los PRM, ademas de
los efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo, podria suponer ciertas
modificaciones de la absorcion mineral, alterandose la biodisponibilidad y el

metabolismo de ciertos nutrientes minerales en el organismo.

El objeto del presente trabajo fue evaluar in vitro y ex vivo la capacidad
antioxidante de compuestos de la reaccion de Maillard procedentes de un sistema
modelo aminoacido-aziucar y, estudiar ademds, si ésta capacidad estaba
relacionada con su habilidad quelante de hierro y cobre y si afectaba de algun
modo la captacion y el transporte intestinal de dichos minerales. Se analiz6 el
efecto de las condiciones de la reaccion (temperatura y tiempo) sobre los
resultados obtenidos. Para estudiar la respuesta a nivel celular de las
modificaciones sobre el estrés oxidativo y sobre la absorcidn mineral, se utilizo

la linea celular Caco-2.
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Los datos obtenidos nos permiten formular las siguientes conclusiones:

1.

2%

3%

4*.

5

Los productos obtenidos tras el calentamiento de las mezclas de
glucosa-lisina son capaces de prevenir, en gran medida, la
peroxidacion lipidica in vitro, de forma comparable a la vitamina C y
E. Esta capacidad se ve favorecida por la duracion e intensidad del
tratamiento térmico y aumenta con la dosis hasta alcanzar un maximo.
Por tanto, podria sugerirse el uso de estos derivados como
antioxidantes alimentarios teniendo en cuenta la adecuacion de la
dosis.

La capacidad de las mezclas de glucosa-lisina para neutralizar
radicales libres disminuye con la intensidad del tratamiento térmico y
con el aumento de la concentracion, de forma que calentamientos
drasticos de las muestras 6 concentraciones elevadas podrian dar lugar
a efectos prooxidantes.

Todas las mezclas ensayadas son capaces de quelar hierro y también,
aunque en menor medida, cobre. La formacion de complejos con cobre
muestra una correlacion estadistica con la capacidad para neutralizar
radicales libres, por lo que estaria implicada en el poder antioxidante
de estos productos.

Las mezclas calentadas durante menos tiempo son capaces de prevenir
el efecto citotoxico inducido por hierro y cobre, pero no el generado
por el peroxido de hidrégeno. De esto se deduce que la capacidad
quelante de metales, especialmente la del cobre, estda nuevamente
implicada en las propiedades antioxidantes de las muestras.

Al igual que se observa in vitro, las mezclas de glucosa-lisina reducen
la peroxidacion lipidica a nivel celular, en condiciones basales y tras
un dafio oxidativo inducido. Este efecto parece estar relacionado con la

modulacién que ejercen los productos de la reaccion de Maillard en la
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actividad de las enzimas antioxidantes, especialmente de la superdxido
dismutasa y de la glutation peroxidasa.

6*. La presencia de las mezclas de glucosa-lisina reduce la captacion de
hierro y cobre por el enterocito, probablemente por su capacidad
quelante. Sin embargo, el transporte de hierro a través de la célula
apenas no se modifica, y el del cobre incluso aumenta en presencia de
las muestras menos procesadas. Dichos cambios podrian alterar la

disponibilidad de ambos minerales.

CONCLUSION GENERAL

Las mezclas de glucosa-lisina ensayadas muestran claras propiedades
antioxidantes en todos los ensayos realizados, tanto in vitro como a nivel celular.
El modo por el cual ejercen su accién parece ser una combinacion de varios
mecanismos, ya que estan implicadas las propiedades quelantes de metales
(especialmente de cobre), la neutralizacion de radicales libres y la promocion de
la actividad de enzimas antioxidantes. Por otra parte, la presencia de dichas
muestras supone cambios que podrian afectar la biodisponibilidad mineral. El
procesado en condiciones suaves y las dosis moderadas de PRM se muestran mas

beneficiosos para la prevencion del estrés oxidativo.
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