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Introduccion







Introduccién

El aporte suficiente de nutrientes por parte de la dieta para cubrir
los requerimientos nutricionales de un individuo y proporcionar bienestar es
un aspecto basico y prioritario, ya que permite evitar gran ndmero de
enfermedades carenciales. Por otra parte, en las sociedades desarrolladas se
ha producido un cambio en el concepto de “esencialidad” de nutriente, el
cual estd siendo sustituido por el concepto de nutricién “Optima”, que
contempla la posibilidad de que algunos alimentos mejoren la salud de la
poblacion y reduzcan el riesgo de desarrollar determinadas enfermedades
(Ramos et al., 2006).

En este contexto, en el que el binomio alimentacion y salud
reconoce otros beneficios que no se engloban en los aspectos meramente
nutricionales, surge el concepto de “alimentacion funcional”. Asi pues, un
alimento puede considerarse funcional si se demuestra satisfactoriamente
mediante datos cientificos generalmente aceptados (Articulo 6 del
Reglamento (CE) n° 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo de
20 de diciembre de 2006 relativo a las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables de los alimentos) que, ademés de sus efectos
nutritivos, afecta beneficiosamente a una o mas funciones del organismo de
modo que mejora el estado de salud o bienestar o reduce el riesgo de
enfermedad. Ademas, los alimentos funcionales, segin Roberfroid (2002)

deben presentar unas determinadas caracteristicas:

1. Tienen que ser alimentos con un beneficio extra, por eliminacion,

reduccién o adicién de algin componente.



2. Los alimentos funcionales son basicamente alimentos “clasicos” pero
llevan incorporados nuevos componentes alimentarios, 0 no
alimentarios, siempre gque tengan un claro efecto beneficioso.

3. La base de la alimentacién, es una alimentacion completa y variada. Los
alimentos funcionales, complementan la funcion nutritiva y la
prevencion de ciertas enfermedades. Hay que tener en cuenta que las
cantidades deben ser las normalmente consumidas en la dieta.

4. La presentacion de un alimento funcional, tiene que ser como la de un
alimento, sin modificar sus caracteristicas. Nunca deben presentarse en

forma de capsulas o comprimidos.

Las areas tematicas de aplicacion de los alimentos funcionales son
muy diversas, siendo la defensa contra el estrés oxidativo y la modulacion
de los sistemas redox y antioxidantes del organismo una de las areas méas
prometedoras (Roberfroid, 2000). Por ello, en la actualidad muchos
alimentos funcionales tienen como finalidad incrementar el aporte de
antioxidantes naturales en la dieta con el objeto de modular las acciones de
los radicales libres, promoviendo de esta manera los procesos de
regeneracion celular, ya que se ha asociado una dieta rica en frutas y
verduras con una mayor proteccion frente a enfermedades cardiovasculares
(Bazzano et al., 2002), asi como frente a diversos tipos de cancer como los
del tracto gastrointestinal (Serafini et al., 2002).

Las ventajas de seguir una dieta rica en frutas y verduras llevo a la
creacion del programa de nutricion “Five a Day” en 2003, que aconseja
consumir cinco o mas raciones de fruta y/o verdura al dia (Royo, 2004). No

obstante, a pesar que la dieta espafiola tradicional responde al patrén



Introduccién

alimentario definido como Dieta Mediterranea, se habia observado una
preocupante disminucién en el consumo de frutas, verduras y hortalizas en
el periodo 1960-2004 (MAPA, 2001) de especial importancia en grupos de
poblacién vulnerable (edad infantil y adolescencia) que podria traducirse en
la ingesta inadecuada de diversas vitaminas A, C, E, y Bg asi como de
minerales tales como calcio y hierro (Serra-Majem 2001). Sin embargo,
datos mas recientes (MARM, 2008) indican una estabilizacién en el
consumo de frutas y hortalizas en el periodo 1987-2007. Del mismo modo,
personas de edad avanzada, con problemas de masticacion, pueden tener una
modificacion en sus patrones dietéticos incluyendo el abandono total o
parcial del consumo de fruta. Como consecuencia de tales situaciones, 10s
zumos de fruta emergen como una de las alternativas mas utiles para
complementar las recomendaciones dietéticas sobre el consumo diario de
frutas y verduras (Paterson et al., 2006). En una revision reciente (Ruxton et
al., 2006) se concluye que el consumo de zumos de frutas y verduras puede
ser tan efectivo como la ingesta de las mismas en relacién a la reduccion del
riesgo de enfermedad crénica.

Los zumos de frutas pueden ser considerados alimentos
funcionales naturales ya que, ademés del propio valor nutricional,
proporcionan otra serie de componentes potencialmente beneficiosos para la
salud (Bertsias et al., 2005):
= Fibra
= Acido félico o folatos (vitamina Bo)
= Vitaminas (C, E, A, B1 y Bg)
= Minerales (Ca, Mg, K)



= Fitoquimicos bioactivos incluyendo carotenoides y compuestos fendlicos
antioxidantes.

En los ultimos afos, la industria alimentaria ha incrementado su
interés en el desarrollo de alimentos funcionales, siendo el enriquecimiento
de bebidas a base de zumo de frutas con vitaminas y minerales uno de los
métodos empleados. Esta estrategia persigue mejorar el estado nutricional
de la poblacion, o de grupos especificos de la poblacion y/o corregir
posibles deficiencias en la ingesta diaria de vitaminas o minerales, debidas a
cambios en los hébitos alimentarios. No obstante, se precisa un mayor
conocimiento sobre las interacciones que puedan producirse entre los
compuestos bioactivos de las bebidas a base de zumo de frutas y los

minerales adicionados, o viceversa.
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Objetivos

El objetivo del presente estudio es evaluar la influencia del
enriquecimiento de hierro y cinc sobre la capacidad antioxidante y
bioactividad de compuestos antioxidantes en bebidas elaboradas a base de
zumo de frutas, asi como determinar la biodisponibilidad in vitro de dichos

minerales en los zumos.

Obijetivos especificos:

I. Evaluacién de la funcionalidad de una bebida a base de zumo de frutas

rica en antioxidantes suplementada o no con hierro y/o cinc y/o leche.

I. Estudio de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad mineral de hierro y

cinc mediante ensayos in vitro.
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Plan de trabajo

Para alcanzar los objetivos propuestos se propone un plan de

trabajo que consta de las siguientes etapas:

1) Revision de los antecedentes bibliograficos relativos a
compuestos bioactivos en bebidas a base de zumo de frutas:

biodisponibilidad y efectos biolégicos.

2) Estudio de la influencia del almacenamiento en refrigeracion y
digestion gastrointestinal simulada en bebidas a base de zumo de
frutas sobre:

- capacidad antioxidante total: métodos ORAC y TEAC.
- polifenoles solubles totales.

- acido ascorbico.

3) Evaluacion de los efectos biologicos, en cultivos celulares, de
las fracciones bioaccesibles obtenidas de las bebidas objeto de
estudio:

- actividad citoprotectora.

- actividad antiproliferativa.

4) Determinacion de la biodisponibilidad in vitro de polifenoles y
minerales:
- bioaccesibilidad y biodisponibilidad de polifenoles
- bioaccesibilidad de hierro y cinc.

- biodisponibilidad de hierro (sintesis de ferritina).

13



14

5) Estudio de la influencia del consumo de bebidas a base de zumo
de frutas en el estatus antioxidante de mujeres sanas en edad
fértil.
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Antecedentes bibliograficos

1. BEBIDAS FUNCIONALES

El tipo de alimentacion es uno de los factores condicionantes de la
salud del individuo. Por esta razon, existe un gran interés por parte de las
industrias alimentarias y de los consumidores por los llamados alimentos
funcionales, debido a sus beneficios en la salud y/o la prevencion de
enfermedades.

En los ultimos afios, se han incorporado al mercado una amplia
variedad de bebidas a base de zumo de frutas suplementadas con vitaminas,
minerales y leche. Este tipo de bebidas aporta al conjunto de la dieta
distintos compuestos fitoquimicos bioactivos. La presencia de leche, tras la
digestion gastrointestinal, aporta péptidos bioactivos derivados de la caseina
(caseinofosfopéptidos) con efecto favorecedor sobre la biodisponibilidad
mineral (Meisel & FitzGerald, 2003).

Las bebidas a base de zumo de frutas suplementadas con distintas
vitaminas y/o minerales pueden ser utiles cuando por diferentes
circunstancias la alimentacion no resulta suficiente, variada y/o equilibrada.

A continuacion se describen los principales compuestos con
potencial efecto funcional presentes en la composicidn de las bebidas a base
de zumo de frutas objeto de estudio de la presente tesis.

1.1 Hierro

El hierro es un micronutriente esencial para el hombre, cuya funcién

fisiologica principal es la de formar parte de la mioglobina y hemoglobina
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participando en los procesos de transferencia de electrones de la cadena
respiratoria (Amaro & Céamara, 2004).

La anemia debida a la deficiencia de hierro es uno de los principales
problemas nutricionales a nivel mundial, con mas de 700 millones de
personas afectadas. Un estatus de hierro deficiente se asocia con menor
capacidad de trabajo y memoria, asi como déficit de atencién y aprendizaje
(Webb, 2007).

Las recomendaciones diarias de ingesta (DRI-Dietary Reference
Intake) de hierro varian entre 8 y 18 mg/dia, segun edad y sexo, pudiendo
alcanzar los 27 mg/dia en el caso de mujeres embarazadas (Food &
Nutrition Board, 2004).

De las dos formas quimicas de hierro presentes en los alimentos
(hierro hemo y no hemo), la dltima es muy abundante en alimentos de
origen vegetal y es la forma mas utilizada para la suplementacion de
alimentos. Estas formas de hierro poseen diferente biodisponibilidad, siendo
la del hierro hemo superior al 15% frente a menos de un 5% para el hierro
no hemo (Schricker et al., 1982). La biodisponibilidad de hierro no hemo se
puede ver afectada por diversos componentes de la dieta; asi una serie de
factores aumentan su biodisponibilidad, como la presencia de proteinas
carnicas, éacidos organicos (&cido ascorbico) y determinados
caseinofosfopéptidos. Por el contrario, otros factores como el acido fitico y
polifenoles parecen ejercer un efecto inhibidor (Amaro & Camara, 2004).

Existen diversas estrategias para mejorar el estado de hierro de una
poblacién (Webb, 2007):
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= Promocion de cambios en la dieta para aumentar la cantidad de hierro
disponible:

1) Mayor consumo de carne y pescado (especial atencion en personas
vegetarianas)

2) Consumo de alimentos ricos en vitamina C con las comidas (ej. zumos
derivados de citricos) para incrementar la absorcion de hierro
inorganico.

3) Evitar el consumo de bebidas ricas en taninos durante las comidas (ej.
té) para evitar la inhibicion de la absorcion de hierro.

= Suplementacion de ciertos alimentos con hierro: cereales para el
desayuno, harinas (obligatorio su enriquecimiento en el Reino Unido), etc.

= Uso selectivo de complementos con hierro.

En este contexto, y frente a un déficit de Fe en amplios sectores
poblacionales, parece l6gico considerar desde un punto de vista nutricional
que una bebida a base de zumo de frutas, incluyendo citricos como es la
naranja, puede ser un vehiculo adecuado para la suplementacion con hierro
(Haro-Vicente et al., 2006):

Este tipo de alimentos presentan:

= Ausencia de algunos inhibidores de la absorcion de hierro como fitatos y
oxalatos.

= La ingesta y absorcion es mas rapida que en alimentos solidos.

= En bebidas &cidas como los zumos de frutas es dificil que ocurran
problemas de estabilidad y decoloracion ya que el porcentaje de hierro

afiadido permanece en estado ferroso a pH bajo.

19



Antecedentes bibliograficos

1.2 Cinc

El cinc es un elemento traza esencial en nutricion humana. Su
presencia es necesaria en la expresion genica, crecimiento y diferenciacion
celular, cicatrizacion de heridas y respuesta inmune (Hambidge, 2000).
Actla como cofactor de mas de 300 enzimas implicadas en el metabolismo
de &cidos nucleicos, carbohidratos y proteinas, y es un nutriente necesario
para el desarrollo del sistema nervioso central (Camara & Amaro, 2003).
Ademas, induce la formacion de metalotioneinas, las cuales intervienen en
la eliminacion de elementos minerales toxicos, como el cadmio, y en la
proteccion frente al estrés oxidativo celular causado por especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Barceloux, 1999). También actia como antioxidante
debido a su papel protector de los grupos sulfihidrilo de las proteinas
(Powell, 2000) asi como por su presencia en la enzima Cu/Zn-superéxido
dismutasa que forma parte del sistema enzimatico enddgeno implicada en la
defensa frente al estrés oxidativo (Zodl et al., 2003).

La deficiencia de cinc es un problema frecuente en paises
desarrollados y en vias de desarrollo. Su deficiencia, en nifios, produce
retraso de crecimiento, incremento de las enfermedades infecciosas y
alteracion de la funcidn cognitiva (Rosado, 1998).

Las recomendaciones diarias de ingesta (DRI) de cinc varian entre 8
y 11 mg/dia, segin edad y sexo, pudiendo alcanzar los 13 mg/dia en el caso
de mujeres lactantes (Food & Nutrition Board, 2004).

Las fuentes mas ricas en cinc son alimentos ricos en proteinas como
carne, alimentos marinos y huevos, ademéas de cereales y leguminosas.

Existen diversos factores dietéticos que parecen influir en la absorcion y
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biodisponibilidad del cinc. Concretamente, su absorcién se reduce cuando se
ingiere en presencia de fitatos, fibra, acido fdlico, selenio, o junto a
consumos elevados de hierro y calcio (Camara & Amaro, 2003). También se
ha descrito una disminucion en la absorcion de dicho mineral en presencia
de taninos (Salgueiro et al., 2000). Por el contrario, existen otros
componentes de la dieta que favorecen la absorcion de cinc, tales como el
acido picolinico secretado por el pancreas, la vitamina Bg que favorece la
secrecion de acido picolinico, &cidos organicos como el citrato y
aminoacidos como la glicina, histidina, lisina, cisteina y metionina.
Determinados componentes de la leche como la lactosa, polimeros de
glucosa y caseinofosfopeptidos pueden favorecer su absorcién (Camara &
Amaro, 2003).

Con todo ello, la utilidad potencial derivada de la suplementacion de

alimentos con cinc puede servir para:

= Complementar dietas con baja biodisponibilidad de cinc (ej. dietas
vegetarianas).
= Reforzar el sistema inmune.

= Ampliar el aporte de antioxidantes procedentes de la dieta.
1.3 Leche. Fuente de péptidos bioactivos.
Dentro de las proteinas de la leche, la caseina (CN) representa un 76-

86% del total de proteinas y el 20% restante esta formado por las proteinas

del suero (Primo Ydufera, 1998). A su vez, la CN incluye a cuatro familias en

21



Antecedentes bibliograficos

funcion de la diferente secuencia de aminoacidos: os-, os-, B- Y x-CN
(FitzGerald, 1998).

Hasta hace poco, se consideraba que la funcién fisioldgica de la CN
era la de ser fuente de aminoacidos necesarios para la sintesis de proteinas.
No obstante, en los ultimos afios, se han estudiado diversos péptidos
procedentes de la secuencia de aminoécidos de la CN y que presentan
actividad funcional, como los caseinfosfopéptidos (CPPs).

Los CPPs son péptidos fosforilados de la CN liberados por hidrolisis
enzimatica de la as1-, as-, B- Y k-CN invivo o0 in vitro a partir de digestion
gastrointestinal utilizando tripsina, pancreatina o mezclas de ambas, o
durante el procesado de la leche y derivados lacteos (FitzGerald, 1998). Los
CPPs contienen residuos de fosfato en forma de monoésteres de serina
formando un entramado llamado cluster que contiene tres serinas fosfato
seguido de dos residuos de acido glutamico (Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu)
y que constituyen regiones de elevada polaridad donde pueden unirse
elementos minerales (Miquel et al., 2006), entre ellos hierro y cinc,
pudiendo aumentar su solubilidad y posterior biodisponibilidad (FitzGerald
& Meisel, 2003). Muchos minerales que son solubles al pH é&cido del
estomago, se insolubilizan al pH del duodeno. Los CPPs pueden formar
complejos solubles con elementos minerales, que se caracterizan por
uniones débiles que permiten la liberacion lenta de los minerales evitando su
precipitacion en el intestino. Por ello, una de las posibles aplicaciones de los
complejos formados entre Fe-CPPs seria su utilizacion en los casos de
anemia y, en especial, en grupos de poblacion como los vegetarianos donde
la ingesta de productos de origen animal se suprime y los lacteos cobran

especial importancia (Webb, 2007).
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Otra de las actividades funcionales atribuidas a los CPPs es su
capacidad antioxidante debida a la presencia de residuos de fosfoserina, los
cuales podrian realizar dos actividades antioxidantes: el secuestro de
metales pro-oxidantes y la donacion de electrones o atomos de hidrogeno
para estabilizar radicales libres (Kitts, 2005). Sin embargo, los residuos de
serina fosforilados podrian no ser los Unicos responsables de la actividad
antioxidante de los CPPs, ya que se ha descrito que la secuencia de
aminoacidos participa en dicha actividad. En este sentido se ha atribuido
capacidad antioxidante a la cisteina (Kim et al., 2007); al triptéfano y a la
tirosina, por la capacidad de sus grupos fenol e indol para donar electrones
(Philanto, 2006); y a la histidina, lisina, tirosina y prolina (Diaz & Decker,
2004).

1.4 Acido ascorbico

El &cido ascorbico (AA) se encuentra mayoritariamente en los
vegetales y frutos frescos; destacan por su contenido la acerola, grosella
negra y fresa, siguiéndole los frutos citricos, que tradicionalmente han sido
los alimentos de referencia en cuanto al contenido de vitamina C por su
elevada contribucion al aporte dietético. EI AA es la mas labil de las
vitaminas hidrosolubles, siendo termolabil y sensible a la accion del oxigeno
y a la radiacion ultravioleta, por lo que las pérdidas durante los procesos
culinarios o el tratamiento con calor (especialmente en condiciones de
alcalinidad) son importantes. La carencia, actualmente rara, da origen al
escorbuto (no frecuente en paises desarrollados) el cual se caracteriza por la

aparicion de hemorragias especialmente en los vasos de pequefio calibre.
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Las recomendaciones sobre las ingestas diarias de vitamina C,
publicadas por el Instituto de Medicina de los EE. UU en el afio 2000, son
de 90 mg/dia para un hombre adulto y 75 mg/dia para una mujer adulta
(Food and Nutrition Board, 2004). Por otra parte, las dosis maximas
tolerables se sitian en los 2000 mg/dia. Se recomienda, en fumadores, que
incrementen la recomendacion general en 35 mg/dia para prevenir el estrés
oxidativo.

Las funciones del AA estan basadas en sus propiedades de oxido-
reduccion. EI AA actGa como cofactor enzimatico en reacciones de
hidroxilacion de la lisina/prolina, en la biosintesis de la carnitina, en la
sintesis de hormonas de las glandulas suprarrenales y en el metabolismo de
la tirosina. Ademas, por sus propiedades antioxidantes protege las LDL
frente a la oxidacién y regenera la vitamina E, y juega un papel importante
en prevencion de cataratas, algunos tipos de cancer y otras enfermedades
neurodegenerativas (Halliwell et al., 1995). Asimismo, mantiene el hierro
no hemo en estado ferroso lo que permite su absorcion intestinal (Salovaara
et al., 2002).

1.5 Polifenoles

Los polifenoles se pueden clasificar en dos categorias principales
atendiendo a su estructura basica (Waterhouse, 2002) (cuadro n° 1).
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Cuadro n° 1. Clasificacion de los compuestos fenolicos.

FLAVONOIDES Antocianos

. Flavonoles

2 4 Flavan-3-oles
7 © 5 Proantocianidinas (taninos no hidrolizables)
@ Flavonas

>4 Flavanonas

Isoflavonas

NO FLAVONOIDES | Acidos hidroxicinamicos

Acidos hidroxibenzéicos
Taninos hidrolizables
Estilbenos

Los polifenoles se hallan ampliamente distribuidos en alimentos de
origen vegetal como frutas, verduras y derivados. En el caso de los zumos
de frutas (uva-naranja-melocoton) objeto de estudio en la presente tesis, se
encuentra una mezcla compleja de distintos grupos de polifenoles. Uva
blanca (&cidos hidroxicinamicos, flavan-3-oles y flavonoles) (Fernandez de
Simén et al., 1993; Mullen et al., 2007), naranja (acidos hidroxicinamicos,
flavanonas y flavonas) (Gil-lzquierdo et al., 2001) y melocoton (acidos
hidroxicinamicos, flavan-3-oles y quercetina-3-rutindsido) (Dragovic-
Uzelac et al., 2007).

En la actualidad no existen ingestas diarias recomendadas de
polifenoles, aunque las recomendaciones podrian estar basadas en la
cantidad de polifenoles ingeridas dentro del programa “5 al dia”
(Williamson & Holst, 2008). Por ello, utilizando datos de la USDA
(http://www.nal.usda.gov/fnic/foodcomp/Data/) de ingestas de polifenoles
esperadas en individuos que consumen 5 piezas de frutas o verduras al dia

se podrian alcanzar valores de ingesta >500 mg/dia, incrementandose dicho
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valor entre 500-1000 mg/dia si se considera la ingesta de otros alimentos
ricos en polifenoles como café, té o cacao (Williamson & Holst, 2008).
Muchos de los efectos beneficiosos asociados al consumo de
alimentos de origen vegetal se atribuyen en gran medida a los compuestos
fendlicos, los cuales son los compuestos antioxidantes mas abundantes en
nuestra dieta (Manach et al., 2004). Los compuestos fenélicos pueden actuar

como antioxidantes mediante dos mecanismos principales:

= Por su facilidad para ceder un radical hidrogeno de un grupo hidroxilo
aromatico a un radical libre, dada la posibilidad de deslocalizacion de
cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo aromatico (Duthie et al.,
2003).

= Por su facilidad para quelar iones metélicos (principalmente hierro y
cobre) y por tanto inhibir la formacion de radicales libres a través de
reacciones de Fenton (Kokhar & Apenten, 2003).

Mas alla de las propiedades antioxidantes, a estos compuestos se les
atribuye otra serie de actividades bioldgicas beneficiosas para la salud
incluyendo, entre otras, acciones cardioprotectoras, anticancerigenas y
neuroprotectoras (Stevenson & Hurst, 2007), ya que pueden interactuar con
funciones celulares a diferentes niveles tales como induccion de enzimas o
cascadas de sefializacién intracelular por interaccién con receptores de
membrana y/o nucleares. Ademas, toda esta serie de acciones las podrian
realizar a concentraciones mucho mas pequefias que las requeridas para

desempefiar su actividad antioxidante (Virgili & Marino, 2008).
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A continuacién se enumeran posibles mecanismos mediante los
cuales los compuestos bioactivos fitoquimicos de nuestra dieta
(principalmente polifenoles) pueden prevenir el cancer actuando de manera

aditiva y/o sinérgica (Liu, 2004):

» Actividad antioxidante (eliminacion de radicales libres y reduccion del
estrés oxidativo)

= Inhibicion de proliferacion y diferenciacion celular

= Induccion de arresto en el ciclo celular

= Induccidn de apoptosis

= Induccion enzimética (glutation peroxidasa, catalasa, superdxido

dismutasa) y aumento de la detoxificacion (enzimas de fase 1)
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2. BIODISPONIBILIDAD

2.1 Concepto

El significado del término biodisponibilidad (BD) varia en funcion
del area de trabajo. Desde un punto de vista nutricional, indica la eficacia
con la que los nutrientes son utilizados. En farmacologia la BD hace
referencia a la fraccion de una dosis de farmaco que llega al torrente
circulatorio después de una administracion oral (Schiimann et al., 1994). Asi
pues, la BD depende de los procesos de digestion de los alimentos,
absorcion de los nutrientes y disponibilidad de los mismos para las
funciones metabdlicas. A continuacion, se recogen distintas definiciones de
biodisponibilidad de nutrientes propuestas por varios autores que podrian
ser tambien de aplicacion a los polifenoles.

= La medida de la capacidad del hombre y de los animales, o la efectividad,
por la cual los nutrientes, en una forma quimica determinada, son
liberados de los alimentos en presencia de ciertos componentes dietéticos.
Incluye ademas la absorcion intestinal y el transporte de nutrientes a los
organos y ceélulas, donde finalmente cumplen su funcion bioldgica
(Schelmmer et al., 1995).

= Cantidad de nutriente disponible para absorberse en una forma
fisiolégicamente util (Van Campen & Glahn, 1999).

= La fraccion de elemento que es solubilizado y finalmente absorbido a
partir del tracto gastrointestinal y que llega a la circulacion sistémica
(Caussy, 2003).
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De las definiciones expuestas puede deducirse que el proceso de
biodisponibilidad es el resultado de tres etapas (Watzke, 1998):

1. Disponibilidad quimica o fisica del elemento en el tracto
gastrointestinal, es decir, fraccion del elemento ingerido disponible
para la posterior absorcion, también denominada fraccion
bioaccesible (Ruby et al., 1999).

2. Absorcion en la mucosa intestinal y estdmago, que puede implicar
un proceso de difusion pasiva o transporte paracelular no saturable
y/o un proceso de captacion o transporte transcelular por las células
de la mucosa intestinal.

3. Transformacion del elemento en su forma biolégicamente activa o

inactiva.

Son numerosos los factores que pueden influir en la BD de los
elementos minerales: 1) fisioldgicos o intrinsecos al organismo, y 2)
dietéticos o extrinsecos. Sus efectos pueden ser acumulativos, de ahi la
complejidad de las interacciones (Fairweather-Tait, 1996).

Entre los factores intrinsecos cabe mencionar: variabilidad
interindividual, edad o etapa de desarrollo, posibles anomalias genéticas,
estado fisiologico (embarazo, lactancia) y nutricional, eventuales estados
patoldgicos, flora intestinal, y de una forma especial, la capacidad individual
de adaptacion a aportes variados de nutrientes, susceptibles de influir en su
disponibilidad para su posterior absorcion y metabolismo. Los factores de

tipo extrinseco incluyen el aporte total por la dieta, forma quimica en que se
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encuentre, solubilidad, y su interaccion con otros componentes del alimento
o dieta (Barberd & Farré, 1992).

En el caso de los polifenoles su BD esta determinada principalmente
por: su estructura quimica, tamafio molecular, grado de polimerizacion,
hidrofobicidad, solubilidad, pKa, glicosilacion/acilacién, matriz en que se
encuentren, otros componentes de la dieta, asi como de factores bioldgicos
como el transito gastrico e intestinal, el pH del lumen, la permeabilidad de
membrana, y la excrecidn biliar (Bravo, 1998; Scalbert et al., 2002; Stahl et
al., 2002).

La gran variabilidad de este grupo de sustancias, asi como su
presencia en alimentos de origen vegetal como mezclas complejas de

compuestos fenolicos dificultan el estudio de su BD (Bravo, 1998).

2.2 Evaluacion dela biodisponibilidad

Los métodos utilizados en los estudios de BD pueden clasificarse en
dos grandes grupos: in vivo e in vitro (Barbera & Farré, 1992; Van Campen
& Glahn, 1999).

Métodos in vivo

Los métodos in vivo evalian la BD de un nutriente mediante la
administracion del mismo a un organismo vivo. En el organismo humano
existen factores fisiologicos dificilmente reproducibles en el laboratorio, lo
cual situa a los métodos in vivo como aquellos que proporcionan la mejor

estimacion de la BD de micronutrientes a partir de alimentos (Van Campen
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& Glahn, 1999). Entre estos métodos cabe destacar el balance quimico, el
empleo de is6topos, tanto radioactivos como estables, asi como los ensayos
con animales, aunque en estos ultimos el principal inconveniente radica en
la imposibilidad de que la extrapolacion al hombre de los resultados
obtenidos sea completa, debido a las diferencias entre los metabolismos
animal y humano (Wienk et al., 1999).

En el caso de los polifenoles la evaluacion invivo de su BD se lleva
a cabo de forma indirecta, mediante el incremento de la capacidad
antioxidante en plasma tras el consumo de alimentos ricos en polifenoles
(D’archivio et al., 2007; Fernandez-Pachén et al., 2008) o de forma directa
midiendo la concentracion de polifenoles en plasma u orina tras la ingesta
tanto de compuestos puros como de alimentos con una cantidad conocida de
los compuestos de interés (D’archivio et al., 2007). No obstante, se debe
tener en cuenta que la mayoria de polifenoles presentes en los alimentos se
encuentran en forma de esteres, glucdsidos o polimeros que no son
absorbidos en su forma nativa. Antes de su absorcion, estos compuestos
deben ser hidrolizados por las enzimas intestinales o la microflora coldnica.
Ademas, durante el transcurso de su absorcion los polifenoles sufren
modificaciones debido a las reacciones de conjugacion (metilacion,
sulfatacion y/o glucuronidacion) que tienen lugar en las células intestinales e
higado. Como consecuencia, las formas que alcanzan la sangre y los tejidos
son diferentes de las originales presentes en los alimentos y resulta dificil la
identificacion de todos los metabolitos formados (Day & Williamson,
2001).
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Métodos in vitro

Como alternativa a los estudios in vivo, se han desarrollado sistemas
in vitro que simulan las condiciones fisioldgicas y pueden resultar
predictivos de la situacion in vivo. Caracteristicas como su rapidez, relativo
bajo coste, sencillez y mejor control de las variables experimentales, han
propiciado su creciente utilizacién para evaluar la BD de distintos
componentes de los alimentos (Ekmekcioglu, 2002).

Mediante estudios in vitro se pueden simular las condiciones
fisicoquimicas (pH, temperatura, tiempo de incubacion) del tracto
gastrointestinal, y evaluar las posibles transformaciones de los compuestos
inicialmente presentes en el alimento, asi como las interacciones entre los
distintos componentes del alimento que puedan acontecer durante su transito
intestinal. Sin embargo, estos métodos proporcionan estimaciones relativas
y no absolutas de la BD, puesto que no tienen en cuenta determinados
factores fisioldgicos intrinsecos del organismo (estado nutricional, secrecion
gastrointestinal, flora intestinal, transporte activo, interacciones con la
mucosa, cinetica del transito intestinal, etc.) (Van Campen & Glahn, 1999;
Wienk et al., 1999).

Solubilidad y dialisis

Se basan, generalmente, en la simulacién del proceso de digestion

gastrointestinal humano. Consiste en un tratamiento secuencial enzimético

32



Antecedentes bibliograficos

en dos etapas, gastrica con pepsina a pH 1.8-2.5, e intestinal con pancreatina
y sales biliares a pH 5-6.5, y posterior estimacion de la fraccion del
componente estudiado soluble (fraccion bioaccesible) o dializable a través

de una membrana de determinado tamario de poro.

Métodos basados en la solubilidad: Tras la digestion gastrointestinal se mide

la cantidad de componente soluble en el sobrenadante obtenido por
centrifugacion (Crews et al., 1983) o filtracion (Narasinga & Prabhavathi,
1978). Estiman la fracciébn méaxima de componente ingerido disponible para
ser absorbido (Versantvoort et al., 2005).

Métodos basados en la dializabilidad: Incorporan una membrana de dialisis

durante el proceso de digestion intestinal, para simular una difusion pasiva a
través del epitelio intestinal. El proceso de didlisis puede llevarse a cabo en
equilibrio (Miller et al., 1981) o en continuo (Minihane et al., 1993). Estos
métodos soOlo proporcionan informacion relativa a la fraccion del
componente soluble que se halla potencialmente disponible para la
absorcién que tiene un tamafio inferior al de poro de la membrana de didlisis

utilizada.

Los métodos de estudio de bioaccesibilidad in vitro (solubilidad y
dialisis) unicamente miden la primera etapa en el proceso de BD, es decir, la
solubilidad del compuesto objeto de estudio, requisito previo y necesario
para su posterior absorcion. A pesar de esta limitacion, los estudios de
bioaccesibilidad proporcionan datos utiles que permiten establecer

comparaciones entre los distintos alimentos y determinar el efecto causado
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por diferentes factores sobre la BD mineral (Azenha & Vasconcelos, 2000)
y la BD de polifenoles (Argyri et al., 2006).

Los estudios aplicando un método de bioaccesibilidad mineral en
zumos de frutas son escasos. Al respecto, cabe mencionar estudios de
dialisis de hierro en harina blanca de trigo con zumos de frutas (naranja,
manzana y pomelo) (Hazell & Johnson, 1987), dialisis de hierro en zumos
de fruta citricos (pifia y fruta de la pasion) suplementados con distintas sales
de hierro (Haro-Vicente et al., 2006) y dialisis y solubilidad de cinc (Perales
et al., 2006) y hierro (Perales et al., 2007) en mezclas de zumos de frutas
(pifia y platano, melocotén y manzana, y uva, naranja y platano) con leche y
cereales.

Los estudios de bioaccesibilidad de polifenoles en zumos de fruta
son limitados: zumo de naranja (Gil-Izquierdo et al., 2002) y zumo de
granada (Pérez-Vicente et al., 2002), en los que se aplica el método de
dialisis, y zumo de Aronia melanocarpa (Bermudez-Soto et al., 2007) en el

que se utiliza el método de solubilidad.

2.3 Cultivos celulares

La solubilidad es un prerrequisito para la absorcion de un
componente de un alimento, pero no toda la fraccion soluble del mismo es
absorbida. En un intento de aproximarse a las condiciones in vivo, desde
hace varios afios se ha introducido, en los sistemas in vitro, los cultivos
celulares. La utilizacion de métodos que simulan el proceso de digestion
humano en combinacion con cultivos celulares, permite evaluar los procesos

de captacion y transporte en el epitelio intestinal a partir de la fraccion
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bioaccesible obtenida del alimento (Ekmekcioglu, 2002). La linea celular
mas utilizada, son las células Caco-2, modelo validado de epitelio
intestinal.

La linea celular Caco-2 fue establecida en 1977 por Fogh y
colaboradores a partir de un adenocarcinoma de colon humano,
moderadamente bien diferenciado, obtenido de un paciente de 72 afios de
raza caucasiana. Estas celulas crecen en cultivo adheridas a un sustrato
formando monocapa. Cuando alcanzan la confluencia se diferencian
espontaneamente para dar lugar a una monocapa polarizada que presenta
muchas de las caracteristicas funcionales y morfoldgicas de los enterocitos
humanos maduros: organizacién de las células dentro de una monocapa
polarizada, formacion de domas, uniones intercelulares estrechas,
microvellosidades en el lado apical y enzimas de secrecion propias de la
membrana del borde en cepillo como fosfatasa alcalina, sacarasa-isomaltasa,
lactasa, etc (Pinto et al., 1983).

Cédulas Caco-2 y biodisponibilidad de hierro

La linea celular Caco-2 muestra una mayor captacion de hierro
ferroso que de hierro férrico y las células cultivadas con elevadas
concentraciones de hierro exhiben un incremento de ferritina intracelular
que disminuye la captacion de hierro (Alvarez-Hernandez et al., 1991;
Gangloff et al., 1996). Estos autores demuestran una correlacion inversa
entre el estatus de hierro en la monocapa celular y la captacion por las
células. Basandose en estos estudios y tras someter las células a unas

condiciones de cultivo deficitarias en hierro (condiciones dptimas para la
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captacién), Glahn et al. (1998) evaltan la formacion de ferritina como
indicador de la captacion de hierro, a partir del hierro disponible procedente
de los alimentos. Para ello, utilizan un modelo en el que combinan técnicas
de digestion in vitro con técnicas de captacion de hierro con células Caco-2.
Para validar el método miden la formacién de ferritina en células expuestas
a digeridos que contienen hierro de alta y baja disponibilidad, con el objeto
de determinar si dicha formacion puede ser proporcional a la captacion de
hierro y si es suficientemente sensible para ser un indicador de la
disponibilidad de hierro de alimentos digeridos. Demuestran que la
formacion de ferritina en las células Caco-2 es consecuencia de la captacion
del hierro y proporcional a la misma y que, por lo tanto, puede ser utilizada
para evaluar el hierro captado por la célula.

No se conoce estudios que evalien la determinacion de la
biodisponibilidad de hierro a través de la sintesis de ferritina en células
Caco-2 a partir de bebidas a base de zumo de frutas con o0 sin
suplementacién de minerales y/o leche sometidas a un proceso de digestion
gastrointestinal. Unicamente, un trabajo en el que, tras someter a una
digestion in vitro diferentes zumos (manzana, pera, uva blanca, uva roja,
ciruela, pomelo y naranja) a los cuales se adiciona FeCl3 (3.42 mg Fe/100 g;
cantidad de hierro del mismo orden a las bebidas a base de zumo utilizadas
en este trabajo), se determina la formacidn de ferritina intracelular en células
Caco-2 (Boato et al., 2002). Asimismo, existen estudios a partir de leche
(Etcheverry et al., 2003 y 2004; Argyri et al., 2007) y formulas para
lactantes (Etcheverry et al., 2004; Viadel et al., 2007), a las cuales se les ha
adicionado hierro, sometidas a un proceso de digestion gastrointestinal in

vitro.
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Células Caco-2 y polifenoles

Existen en la literatura diferentes estudios de captacion, metabolismo
y/o transporte en células Caco-2 con los distintos grupos de polifenoles
presentes en las bebidas a base de zumo de frutas objeto de estudio de la
presente tesis. Asi pues, estudios con hesperetina y/o hesperidina
(Kobayashi et al., 2008; Brand et al., 2008), y naringina (Tourniaire et al.,
2005) (representativos de flavanonas); apigenina (Hu et al., 2003)
(representativa de flavonas); acidos ferulico, caféico, sinapico y p-cumarico
(representativos de &cidos hidroxicinamicos) (Kern et al.,, 2003) y
procianidinas (Deprez et al., 2001) (representativas de flavan-3-oles) han
sido llevados a cabo con células Caco-2 como modelo in vitro del epitelio
intestinal humano. Sin embargo, estos estudios han sido realizados con
disoluciones modelo y sin tener en cuenta el proceso de digestion. A este
respecto, no conocemos estudios donde se haya evaluado el proceso de
digestion, absorcion y metabolismo en células Caco-2 a partir de bebidas a
base de zumo de frutas con o sin suplementacion de minerales y/o leche.
Solo se encuentran referenciados en la literatura dos trabajos en células
Caco-2 que determinan la absorcion de quercetina y quercetina-3-glucosido
a partir de cebolla y extracto de piel de manzana (Boyer et al., 2004 y 2005),
asi como absorcion de &cido clorogénico en café con leche (Dupas et al.,

2006), ambos tras digestion gastrointestinal in vitro.
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3. EFECTOS BIOLOGICOS DE BEBIDAS A BASE DE ZUMO DE
FRUTASRICASEN ANTIOXIDANTES

3.1 Estrésoxidativo y sistemas de defensa antioxidante

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros
radicales libres (RL) durante el metabolismo celular aerébico es un proceso
normal y necesario que generalmente se encuentra compensado por los
sistemas de defensa antioxidante enddgenos, los cuales ayudan a mantener
el equilibrio redox (Valko et al., 2007). No obstante, ciertas condiciones
ambientales, estilo de vida o situaciones patologicas pueden derivar en un
exceso de radicales libres que conduzca a una situacion de estrés oxidativo.
Este desequilibrio entre especies oxidantes y antioxidantes, debido por un
lado a la sobreproduccion de ROS, o por otra parte al déficit de
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, se conoce como estrés
oxidativo, el cual esta asociado a numerosas enfermedades (carcinogénesis,
enfermedad  cardiovascular, hipertension, diabetes, enfermedades
neurodegenerativas — Alzheimer y Parkinson- y artritis reumatoide) y al
proceso normal de envejecimiento (Valko et al., 2007).

En este punto, la dieta juega un papel importante en la prevencion de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, fundamentalmente a
través del aporte de compuestos bioactivos de origen vegetal, los cuales
presentan efectos sinérgicos o aditivos (Liu, 2004) que pueden mejorar la

defensa antioxidante directamente, o indirectamente activando vy
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potenciando los sistemas de detoxificacion y antioxidantes enddgenos
(Masella et al., 2005).

Radicales libresy especies reactivas de oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) es un término genérico que
incluye tanto radicales libres como a otras especies no radicales (incluso
especies reactivas de nitrogeno, cloro o bromo) que son agentes oxidantes
y/o se convierten facilmente en radicales libres, como por ejemplo HCIO,
HBrO, O3, ONNO", 'O, 0 H,0, (Halliwell, 2006).

Algunas de las ROS de mayor significado bioldgico son: anion
superéxido (O7,), perdxido de hidrégeno (H,0,), radical hidroxilo (OH),
oxido nitrico (NO’), peroxinitrito (ONOO), radicales peroxilo (ROO),
oxigeno singlete (*O,).

Las ROS pueden tener origen endégeno (mitocondria, peroxisomas,
lipooxigenasas, NADPH oxidasa y citocromo P450) y exdgeno (radiaciones
ultravioleta, radiaciones ionizantes, medicamentos, citoquinas inflamatorias
y toxinas) (Finkel & Holbrook, 2000).

Actualmente es bien conocido que las ROS pueden desempefiar una
doble funcion en el organismo. A elevadas concentraciones, pueden
provocar efectos perjudiciales derivados del estrés oxidativo, hecho que
puede originar dafios en biomoléculas tales como lipidos, proteinas y ADN.
Por otra parte, se han descrito efectos beneficiosos de las ROS cuando se
hallan a bajas concentraciones, debido a que estos compuestos intervienen
en diversas rutas de sefializacion celular, en la defensa frente a agentes
infecciosos y en la induccion de la respuesta mitogenica (Seifreid et al.,
2007).
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S stemas de defensa antioxidante

Un antioxidante se define como aquella sustancia que, presente a
baja concentracion comparada con aquella de un sustrato oxidable,
disminuye o inhibe significativamente la oxidacion del sustrato (Halliwell,
1995).

Los sistemas de defensa antioxidante que operan en el organismo
pueden tener un origen enddgeno (integrado por sistemas enzimaticos y no
enzimaticos) o provenir de fuentes externas (antioxidantes de la dieta). Estos

se resumen en el cuadro n° 2.
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Cuadro n° 2. Sistemas de defensa antioxidante del organismo”.

Superéxido dismutasa (SOD)
Catalasa (CAT)
Glutation peroxidasa (GPx)
Glutation reductasa (GSH-Rd)
Enzimaticos Glutatién-s-transferasa (GST)
Sistemas de reparacion del ADN
Proteasas
Enddgenos Fosfolipasas

Acido Urico

AlbUimina
No enzimaticos Bilirrubina
Glutation reducido (GSH)

Ubiquinol (coenzima Q)

Vitamina C
Vitamina E
Nutrientes Carotenos
Exdgenos Minerales relacionados con enzimas
antioxidantes (Se, Zn, Cu, Mn)

No nutrientes Polifenoles

“Basado en Halliwell & Gutteridge (1999) y Wilcox et al., (2004).
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Mecanismos de accion de |os antioxi dantes

La defensa del organismo frente al dafio oxidativo tiene lugar por

distintas vias segun se desarrolla la reaccion en cadena de oxidacion. Como

primera linea de defensa antioxidante se encuentran los antioxidantes

preventivos. A continuacion, intervienen los antioxidantes eliminadores de

radicales libres, y finalmente actlan los enzimas sintetizados de novo o de

reparacion (Wilcox et al., 2004) (ver explicacion en figura n® 1).

Figura n° 1. Clasificacion de los antioxidantes segin su mecanismo de

accion (Wilcox et al., 2004).

Antioxidantes Antioxidantes Antioxidantes
preventivos eliminadores de reparadores/sintetizados
l radicales libres de novo

!

Vit. E

SOD
GPx

Vit. C

Ubiquinol
Urato

Proteinas
secuestradoras
de metales

Carotenos
Alblmina .
Polifenoles

}

Fosfolipasas

Proteasas

Enzimas reparadoras
de ADN

Transferasas

Suprimen la Suprimen la Ruptura
formacién de iniciacién de la propagacién/terminacion
radicales reaccion en cadena reaccion en cadena

}

Reparan dafio

REACCION

INICIADOR CX> RADICAL o> RADICAL CX> EN CADENA CX2>

LIBRE LIPIDICO

OXIDATIVA

Reconstituyen tejidos

DANO £X2> ENFERMEDAD
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3.2 Méodos de medida de la capacidad antioxidantetotal (CAT)

En general, los métodos para determinar la CAT se basan en la
inhibicidn de ciertas reacciones por la presencia de antioxidantes, siendo los
mas usados aquéllos que generan radicales libres en medios especificos y
son facilmente detectados por técnicas fotométricas. Cabe destacar, que en
las medidas de CAT se miden los efectos de cooperacion que existen entre
los distintos antioxidantes (sinergismo), lo cual aporta una informacion mas
relevante que la cuantificacion de compuestos antioxidantes aislados
(Ghiselli et al., 2000).

Frankel & Meyer (2000) indican que la medida de la capacidad
antioxidante depende de la heterogeneidad y la naturaleza heterofasica del
sistema, del tipo de sustrato, de su estado de saturacion y estado
fisicoquimico, del tipo de iniciadores, de la presencia de metales de
transicion y otros componentes y de su interaccion con el sistema. Para
obtener una informacién mas amplia y completa es més apropiado utilizar
distintos métodos con diferentes condiciones de oxidacion. Ademaés, debido
a la heterogeneidad de condiciones analiticas utilizadas incluso para un
mismo método (longitud de onda, generador del radical y tiempo de
andlisis), los valores de capacidad antioxidante solo deberian ser
comparados cuando se aplica el mismo método y el mismo disolvente
(Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006). Asimismo, se ha descrito que
ciertos componentes de los alimentos como glucidos, aminoacidos y

proteinas, pueden ejercer interferencias en distintos métodos de medida de
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CAT (p. ¢j. ORAC y TEAC), sobreestimando los valores obtenidos (Péerez-
Jiménez & Saura-Calixto, 2006).
Los ensayos de CAT se dividen en dos grandes grupos atendiendo

al mecanismo de las reacciones implicadas (Huang et al., 2005):

= Ensayos basados en transferencia de radical de hidrégeno (Hydrogen

Atom Transfer-HAT): presentan una reaccion competitiva entre

antioxidante y sustrato, los cuales compiten por los radicales peroxilo
generados térmicamente a través de la descomposicion de azo compuestos.

= Ensayos basados en transferencia de electron (Electron Transfer-ET):

miden la capacidad de reduccion de un oxidante (que cambia de color) por
parte de un antioxidante. El grado de cambio de color se correlaciona con

la concentracion de antioxidante en la muestra determinada.

Algunos de los métodos mas comunmente utilizados para la medida
de la CAT son: TEAC (Trolox-Equivalent Antioxidant Capacity), ORAC
(Oxigen Radical Absorbance Capacity), Folin-Ciocalteu (Polifenoles
solubles totales), TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter),
DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) y FRAP (Ferric Reduction
Antioxidant Power) (Prior et al., 2005).

En el cuadro n° 3, se resumen las caracteristicas mas destacadas de
los métodos de medida de capacidad antioxidante mas frecuentemente

usados.
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Cuadro n° 3. Caracteristicas normalizadas de los métodos de medida de la

capacidad antioxidante (Prior et al., 2005; Fernandez-Pachon et al., 2008).

i ) Paramétro de medida y ] Expresion de
Método Radical o Mecanismo Muestras®
técnica resultados
. - Descenso de ABTS™ Equivalentes
TEAC ABTS i ET/HAT 1,2y3
- Espectrofotometria Trolox

- Inhibicion descenso .
Equivalentes

ORAC AAPH fluorescencia PE/FL HAT 1,2y3
L Trolox
- Fluorimetria
i - Reduccidn reactivo
lp cg;ferlol[i ) . Equivalentes
solublestotales -- fosfomolibdotungstico ET o 2y3
(Folin- i Acido gélico
Ciocalteu) - Espectrofotometria
- Consumo de oxigeno Equivalentes
TRAP AAPH ; HAT 2 y 3
- Electrodo de oxigeno Trolox
ECs (cantidad
- Descenso de DPPH de muestra que
DPPH DPPH . ET/HAT ly?2
- Espectrofotometria reduce DPPH: al
50%)

- Reduccion TPTZ-Fe**
FRAP - aTPTZ- Fe** ET pmol Fe*/L 2y3

- Espectrofotometria

#1 = fenoles, 2 = alimentos, 3 = muestras bioldgicas

®Patrén de referencia recomendado (Prior et al., 2005)

A partir de los datos presentados en el 1 Congreso Internacional
en Métodos Antioxidantes de 2004, literatura cientifica y los usos finales
potenciales de los antioxidantes, se ha propuesto que los procedimientos y

aplicaciones de tres métodos de medida de la capacidad antioxidante total
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(TEAC, ORAC y Folin-Ciocalteu) se consideren para estandarizacion (Prior
et al., 2005).
Método TEAC. Capacidad antioxidante equivalente al Trolox

Fue puesto a punto por Miller et al. (1993) y Rice-Evans & Miller
(1994) y posteriormente modificado por Re et al. (1999). Se basa en la
reduccion por medio de antioxidantes del radical cationico ABTS®"
(2,2°azinobis  (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato))  obteniéndose  una
disminucion en los valores de absorbancia.

El ABTS®" es soluble en solventes acuosos y organicos, lo cual lo
hace un método apto para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica y
lipofilica de extractos y fluidos biologicos (Prior et al., 2005; Huang et al.,
2005).

En el ensayo TEAC mejorado (Re et al., 1999) el radical ABTS®" (de
color verde azulado) se genera con persulfato potasico, mientras que en la
version original del ensayo, el radical se generaba con ferrilmioglobina,
obtenida por la activacion de metamioglobina con H,O, (Prior et al., 2005;
Huang et al., 2005).

El radical ABTS®" es un compuesto estable en la oscuridad, muy
soluble en agua y posee un espectro de absorcion caracteristico a varias
longitudes de onda (645, 734 y 815 nm), empleandose comunmente la de
734 nm porque en ella se minimizan las interferencias debidas a otros
componentes y a la turbidez de la muestra. Al poner en contacto la muestra
con la disolucion del radical, el antioxidante le cede un electrén o radical de
hidrogeno al radical, observandose un descenso de la absorbancia (ver

figura n° 2). Se cuantifica en relacion al Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
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tetrametilcroman-2 carboxilico), analogo sintético hidrosoluble de la
vitamina E, que es el antioxidante patron de uso mas generalizado.

Figura n® 2. Mecanismo de reaccion del método TEAC (Huang et al., 2005).
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El método TEAC ha sido ampliamente utilizado en la
determinacion de la CAT de diversos alimentos, incluidos los zumos de
frutas: zumo de manzana (Miller & Rice-Evans, 1997), zumo de naranja
(Miller & Rice-Evans, 1997; Arena et al., 2001), zumos de naranja,
albaricoque, pera, melocoton y zumos de frutas tropical (Pellegrini et al.,
2003). Recientemente ha sido aplicado el método TEAC en el analisis de
diversas bebidas a base de zumo de frutas enriquecidas con leche (Zulueta et
al., 2007). No se conocen estudios en los que se determine el efecto de
diferentes factores dietéticos (hierro y/o cinc y/o leche) sobre la CAT de
alimentos (bebidas a base de zumo de frutas) utilizando este método.

Método ORAC. Capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno

El ensayo ORAC fue puesto a punto por Cao & Prior (1999)
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basandose en el trabajo de Glazer (1990), utilizando la ficobiliproteina o -
ficoeritrina como diana del dafio oxidativo. El método se basa en la medida
del descenso de la fluorescencia de esta proteina como consecuencia de la
pérdida de su conformacién, al sufrir dafio oxidativo provocado por
radicales libres. En presencia de antioxidantes se preserva la conformacion
de la proteina por eliminacion de los radicales libres mediante la
transferencia de un radical de hidrdgeno.

Posteriormente, Ou et al. (2001) introdujeron la fluoresceina (FL)
(3’,6°dihidroxiespiro[isobenzofuran1[3H],9’[9H]-xanten]-3-ona) como
marcador fluorescente estable. EI fundamento del método es idéntico al del
ensayo ORAC tradicional, pero contiene mejoras porque la FL es un
compuesto fotoestable, termoestable, presenta homogeneidad entre los
distintos lotes, no interacciona con los compuestos antioxidantes de la
muestra y reduce el coste de los ensayos. Sin embargo, cabe sefialar que la
intensidad de fluorescencia de la FL es muy sensible al pH, ya que cuando
el pH es menor de 7 la intensidad disminuye fuertemente. Ademas, debido a
la alta sensibilidad de la FL, las muestras deben ser diluidas
considerablemente antes de su analisis. No obstante debe indicarse que las
ficobiliproteinas, son biomoléculas que siempre tendran mayor significado
biolégico que una sustancia fluorescente sintetizada artificialmente, como la
FL (Ou et al., 2001). En la figura n°® 3 se muestra la degradacion de la FL

debido a la exposicion a radicales peroxilo.
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Figura n® 3. Degradacion de la fluoresceina por radicales peroxilo (Ou et

al., 2001).
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El radical libre que interviene en el ensayo es importante y no se

deben hacer comparaciones directas entre procedimientos que usen

diferentes radicales. Entre otros, se puede usar radicales peroxilo (ROO),

que son las ROS mas importantes a nivel bioldgico por su abundancia e

implicacion en el dafio oxidativo. Asi pues, como especie generadora de

radicales peroxilo se utiliza AAPH (2,2 -azobis (2-amidinopropano)

dihidrocloruro), que genera estos radicales tras sufrir descomposicion

térmica (Fernandez-Pachon et al., 2008).

ElI ORAC es un método cinético que mide la reaccion entre la
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especie reactiva (radicales peroxilo) y el sustrato oxidable (FL). La
cuantificacion se lleva a cabo mediante la técnica del &rea bajo la curva
(Area Under the Curve-AUC) de descenso de fluorescencia de la FL, que
integra los porcentajes de inhibicion del radical libre con el tiempo completo
de reaccion. Como patrén y para la expresion de resultados se utiliza el
antioxidante estandar Trolox (Ou et al., 2001).

El método ORAC ha sido utilizado en la determinacion de la CAT
de diversos zumos de frutas tales como: uva, pomelo, tomate, naranja,
manzana, limén y lima (Wang et al., 1996; Wu et al., 2004), y en bebidas a
base de zumo de frutas con leche Unicamente en zumos de grosella negra
(Skrede et al., 2004) y zumo de naranja (Zulueta et al., 2009). Como se ha
indicado anteriormente para el método TEAC, no se conocen estudios en los
que se determine el efecto de diferentes factores dietéticos (hierro y/o cinc)
sobre la CAT de alimentos (bebidas a base de zumo de frutas) utilizando

este método.

Método Folin-Ciocalteu. Determinacion de los polifenoles solubles totales

El metodo Folin-Ciocalteu (Folin & Ciocalteu, 1927) fue
modificado por Singleton & Rossi en 1965, utilizando un heteropolianion
fosforico de molibdeno y tungsteno que oxida los fenoles con mayor
especificidad, proporcionando un color azul con un maximo de absorcién a
765 nm que es proporcional a la concentracion total de polifenoles, y que se
cuantifica por espectrofotometria utilizando una recta de calibrado de acido

galico.
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Este ensayo se utiliza como una medida del contenido de
compuestos fendlicos totales en productos naturales y alimentos; como se
trata de una reaccidon redox, puede considerarse como otro método de
medida de la CAT (Prior et al., 2005; Huang et al., 2005). En este sentido,
Magalhaes et al. (2008) indican que el mecanismo se basa en la
transferencia de electrones en medio alcalino, por parte de los compuestos
fenolicos asi como otras especies reductoras presentes en la muestra, al
molibdeno del reactivo Folin-Ciocalteu.

Es un método simple y reproducible siempre y cuando se sigan los
pasos Yy condiciones indicados (Prior et al., 2005): (1) volimenes adecuados
de alcali y reactivo Folin-Ciocalteu, (2) tiempos y temperaturas de reaccion
optimos, (3) medida de absorbancia a 765 nm y (4) uso de acido galico
como patron de polifenoles.

El método puede sufrir interferencias por parte de sustancias de
naturaleza no fendlica como azucares, proteinas, ciertos aminoacidos, acidos
organicos (acido ascorbico) y algunas sales inorganicas; interferencias que
deben ser eliminadas (Prior et al., 2005).

El método Folin-Ciocalteu ha sido ampliamente utilizado en la
determinacion de polifenoles solubles totales en zumos de frutas. Sin
embargo, su utilizacion tras una digestion gastrointestinal simulada es
escasa Y solo se conocen dos estudios, uno con zumo de naranja (Gil-
Izquierdo et al., 2002) y otro con zumo de granada (Pérez-Vicente et al.,
2002). El efecto de la adicion de hierro y caseina sobre los polifenoles
totales en té verde y vino tinto, respectivamente, utilizando el método de
Folin-Ciocalteu ha sido estudiado por Alexandropoulou et al. (2006) y

Argyri et al. (2006). No se conoce ningun estudio similar que determine el
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efecto derivado de la adicién de cinc sobre los polifenoles solubles totales

en alimentos.

Ventajas e inconvenientes de los métodos de medida de capacidad

antioxidante total

Como se ha indicado anteriormente, en la actualidad no existe un
método normalizado para la medida de la CAT en alimentos. Por lo tanto, se
recomienda que dicha evaluacion se realice utilizando distintos métodos de
medida y diferentes condiciones de oxidacién (Frankel & Meyer, 2000).
Ventajas e inconvenientes de los métodos considerados para estandarizacion
(Prior et al., 2005) utilizados en la evaluacion de la CAT se resumen en el
cuadro n® 4 (Karadag et al., 2009).

Cuadro n° 4. Ventajas y desventajas de los métodos de medida de capacidad

antioxidante total utilizados en la presente tesis.

Ventajas

Desventajas

1. Econémico y facil de usar.
2. pH estable (permite estudiar el

1. Etapa extra necesaria para generar
el radical libre a partir del ABTS
2. El radical libre generado no es

TEAC efecto del pH sobre la CAT). estable
3. Tiempo de reaccion rapido. 3. No estandarizado. Dificultad al
comparar valores entre laboratorios
1. Usa radicales libres de . .
s 1. Equipo de medida caro
relevancia bioldgica v ,
: . 2. Variabilidad de datos segun el
2. Estandarizado. Permite - - -
. equipo de medida utilizado
ORAC comparar valores entre laboratorios -
- 3. pH sensible
3. Los resultados integran el grado . -
: g, 4. Tiempos largos para cuantificar
y el tiempo de reaccion del resultados
antioxidante
Polifenoles 1. Econémico y facil de usar 1. No estandarizado. Dificultad al
solubles 2. Excelente correlacion con comparar valores entre laboratorios
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totales métodos de medida de CAT 2. Interferencias (sustancias
reductoras no fendlicas)
3. No aplicable para antioxidantes
lipofilos

3.3 Ensayosin vitro utilizando cultivos celulares

Dado que los estudios en humanos para la caracterizacion inicial
de los efectos biologicos de alimentos ricos en antioxidantes (p. ej. bebidas
a base de zumo de frutas) son dificiles de llevar a cabo y costosos, los
estudios in vitro han cobrado protagonismo debido a su mayor sencillez,
rapidez, reproducibilidad y menor coste, ya que suponen una herramienta
atil para evaluar procesos bioquimicos, mecanismos de accion y actividad
protectora derivada de compuestos bioactivos puros de los alimentos asi
como el alimento completo (Glei et al., 2003).

Desde un punto de vista fisioldgico, tras su ingesta, los alimentos
ricos en antioxidantes sufren un proceso de digestion gastrointestinal. Las
células epiteliales del intestino y colon pueden estar expuestas a los
componentes bioactivos presentes en los digeridos de alimentos ricos en
antioxidantes. Por lo tanto, el uso de células de adenocarcinoma de colon
humano (Caco-2 y HT-29) como modelo intestinal puede  ser  datil vy
asemejarse a la situacion in vivo, teniendo siempre presente que la
extrapolacion de los efectos observados in vitro a la situacion in vivo debe
hacerse con precaucion.

En este sentido, dos son las estrategias comunmente usadas para
determinar los efectos bioactivos de antioxidantes o alimentos ricos en

antioxidantes utilizando modelos de células en cultivo (Kampa et al., 2007):
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1) Modificacidn del estatus redox: evaluacion de la proteccion ejercida
frente al dafio oxidativo producido por diversos agentes oxidantes.

2) Interferencia con funciones celulares basicas: valoracion de la
capacidad para inhibir la proliferacion de células tumorales (ciclo

celular y apoptosis).

Para la determinacion del efecto citoprotector de una determinada
muestra frente a un dafio oxidativo inducido, las células se deben
suplementar con dosis no citotoxicas de la muestra objeto de estudio, para
posteriormente ser expuestas a la accion de la sustancia oxidante. El
peréxido de hidrogeno (H,O,), es de las sustancias mas frecuentemente
utilizadas para inducir el estrés oxidativo, ya que este compuesto es capaz
de inducir de forma eficaz la muerte celular y provocar dafios a
biomoléculas tales como lipidos, proteinas y ADN (Alia et al., 2005). La
valoracion del efecto protector se evalla a traves de diferentes parametros

tales como:

= Viabilidad celular

= Acumulacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)

= Integridad de la membrana mitocondrial (potencial de membrana)

= Actividad de sistemas enzimaticos antioxidantes y estatus redox (niveles
de glutation oxidado (GSSG) y glutation reducido (GSH))

= Cambios en el ciclo celular y apoptosis (muerte celular programada)

En el cuadro n® 5 se recogen algunos ejemplos de estudios sobre el

efecto protector ejercido por diversos compuestos bioactivos frente a H,0O,
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en células Caco-2. No se conoce hasta la fecha estudios de esta indole

realizados con zumos de frutas sometidos a digestion gastrointestinal

simulada.

Cuadro n° 5. Efecto citoprotector ejercido por compuestos bioactivos frente

a H,O, en células Caco-2.

Compuesto bioactivo

Oxidante

Efectos

Referencia

Hidroxitirosol (250uM)

H,0, (10 mM)

J Muerte celular

J Peroxidacion lipidica

J Mantenimiento integridad

monocapa celular

Manna et al., (1997)

Miricetina, quercetina y

J Dafio al ADN

Aherne & O’brien

rutina (0-200pM) (1999)
. Bestwick & Milne
{3-caroteno H,0, (10 mM)  No efecto citoprotector (2000)
Quercetina, luteolina'y Yokomizo &

kaempferol (50uM)

J ROS

Moriwaki (2006)

Oligofosfopéptidos de

{ inflamacién (IL-8)

J Peroxidacion lipidica

Katayama et al.,

fosvitina (0.5 mg/mL) ~ H2O2(ImM) s oo, (2006)

1 GSH-Rd

T GSH
Oligofosfopéptidos de T GSH-Rd Katayama et al.,
fosvitina (0.5 mg/mL) H0 L MM) 4 Gsh-s-Transferasa (2007)

1 Catalasa
Extractos fendlicos de 1 Muerte celular

romero, salvia y orégano H,0, (50 M) L Darto al ADN Aherne et al., (2007)
(15-250 pg/mL)
Lactoferrina de leche
H,0, (250 uM) ¥ ROS Shoji et al., (2007)

humana (50 pg/mL)
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En cuanto a la segunda estrategia encaminada a evaluar la
actividad antiproliferativa de células tumorales por parte de antioxidantes o
alimentos ricos en antioxidantes, es frecuente, en una primera etapa,
caracterizar las dosis citotoxicas de los componentes bioactivos de las
muestras. A continuacion, las células tumorales se suplementan con los
componentes bioactivos en concentraciones dietéticamente relevantes y no
toxicas. Sin embargo, muchos estudios in vitro con cultivos celulares en los
que se evalua la actividad quimiopreventiva de polifenoles utilizan dosis
farmacologicas en lugar de nutricionales durante elevados periodos de
tiempo (hasta 96 h) (Larrosa et al., 2003; Seeram et al., 2004). Finalmente,
se determinan diversos procesos celulares derivados de la interaccion entre
los componentes bioactivos del alimento con las células. Los principales
efectos anticancerigenos determinados en cultivos celulares son: inhibicion
de la proliferacion celular, distribucién del ciclo celular (arresto en alguna
determinada fase) e induccion de la muerte celular programada (apoptosis).

En el cuadro n° 6 se muestran diferentes estudios en los que se
determina la capacidad para inhibir la proliferacion de células de cancer de
colon (células Caco-2 y HT-29) por parte de compuestos bioactivos y zumos
de frutas, incluyendo estudios con la fraccion bioaccesible de muestras

obtenidas tras una digestion gastrointestinal simulada.
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Cuadro n° 6. Compuestos bioactivos y actividad antiproliferativa en células

humanas de cancer de colon.

o Linea )
Compuesto bioactivo Efectos Referencia
celular
] { Proliferacion celular
30 flavonoides Caco-2 Kuntz et al.,
No efecto citotdxico
(25-250 uM) HT-29 ] ) 1999
Induccion apoptosis
No efecto citotoxico
Flavonoides del té Caco.2 Aurresto ciclo celular fase Salucci et al.,
aco-
(70-100 pM) Gy/M 2002
No induccion apoptosis
) . No efecto antiproliferativo
Caseinofosfopéptidos . . Hartmann &
Caco-2  No efecto citotoxico .
(0.1-1 mg/mL) ) N ) Meisel, 2004
No induccion apoptosis
Zumo de granada HT-29 { Proliferacion celular Seeram et al.,
(12.5- 100 pg/mL) Induccién apoptosis 2005
{ Proliferacién celular
Tangeretina y nobiletina HT.20 Arresto ciclo celular fase G, Morley et al.,
(54-100 pM) Efecto citostatico 2007
No induccion apoptosis
{ Proliferacién celular
Arresto ciclo celular fase G;
Inhibicién expresion ciclinas o
Zumos de bayas Boivin et al.,
Caco-2 D1, D3, cdk4 y cdk6
(0-50 puL/mL) . » . 2007
No induccion apoptosis
Inhibicion factor necrosis
tumoral (NFxB)
Extracto fendlico de frambuesa HT-29 Arresto ciclo celular fase G; Coates et al.,
(0-50 pg/mL) (digerido in vitro) 2007
{ Proliferacion celular
Zumo Aronia Melanocarpa (85-220 Caco.2 Arresto ciclo celular fase Bermiidez-Soto
aco-

pM) (digerido in vitro)

G,/IM
Efecto citostatico

et al., 2007
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Ciclo celular y apoptosis
a) Ciclo celular

El ciclo celular es la secuencia ciclica de procesos en la vida de la
celula eucariota, que consta de dos periodos denominados interfase

(constituida por tres fases: G1, Sy G2) y mitosis o fase M.

= Fase G; (primer periodo de crecimiento): Es la primera fase del ciclo

celular, en la que existe crecimiento celular con sintesis de proteinas y
de ARN. Es el periodo que trascurre entre el fin de una mitosis y el
inicio de la sintesis de ADN.

= Fase S (fase de sintesis): segunda fase del ciclo, en la que se produce la

replicacion o sintesis del ADN. Con la duplicacién del ADN, el nucleo
contiene el doble de proteinas nucleares y de ADN que al principio.

= Fase G, (sequndo periodo de crecimiento): fase de crecimiento del ciclo

celular en la que continda la sintesis de proteinas y ARN. Termina
cuando los cromosomas empiezan a condensarse al inicio de la mitosis.

= Fase M (mitosis): Es la division celular en la que una célula progenitora

se divide en dos celulas hijas identicas.

La progresion de las distintas fases del ciclo celular esta
controlada por una serie de proteinas, principalmente las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKSs), cuya actividad esta regulada por medio de
interacciones con sus subunidades reguladoras activadoras (ciclinas) y con

inhibidores de ciclinas dependientes de quinasas (CDKIs). La transicién de
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una fase a otra del ciclo se produce por activacion de varias ciclinas, proceso
en el cual, las ciclinas y las CDKs forman un complejo unido no
covalentemente que se activa por procesos de fosforilacion (Singh et al.,
2002).

Para la entrada en la fase G; es necesaria la union entre las ciclinas
tipo D (D1, D, y D3) con las CDK, y CDKg. Por su parte, la transicion de la
fase G; a S esta regulada por el complejo CDK,-ciclina E. Durante la fase S
es necesaria la intervencion del complejo ciclina A-CDKj, y finalmente, el
complejo formado entre CDK; y la ciclina B se encarga de regular la
transicion de la fase G2 a la fase M (Singh et al., 2002; Sa & Das, 2008).

En la figura n® 4 se muestra el ciclo de division celular asi como

las proteinas (ciclinas y CDKSs) encargadas de su progresion y regulacion.

Figura n° 4. Ciclo celular y proteinas encargadas de su regulacion.
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El ciclo celular también posee para su regulacién puntos de
restriccion y de control. El punto de restriccion en el ciclo celular es aquel
punto de no retorno en Gi, a partir del cual la célula entra en el proceso de
division. En cambio, los puntos de control se definen como posiciones de
control que aseguran un orden correcto de eventos durante el ciclo celular y
que ademas integra la reparacién del ADN, con la progresion del ciclo
celular (Hartewell & Kastan, 1994). Asi pues, los puntos de control

presentan dos funciones primordiales (Kaufmann & Paules, 1996):

= Asegurar que todos los eventos del ciclo celular se han completado
correctamente antes de pasar al siguiente.

= Permitir la parada del ciclo celular con el fin de proporcionar tiempo
suficiente a la célula para reparar su ADN, en caso que éste haya sufrido
algun tipo de afio.

Se han descrito puntos de control del ciclo celular en las fases G, S
y G2, los cuales permiten a las células que han sufrido algin dafio, repararlo
y reanudar nuevamente su secuencia ciclica. En este sentido, se ha descrito
que dafios provocados por peroxidos (H.O, y tert-butilhidroperoxido)
inducen la respuesta del punto de control en la fase G, la cual puede ser
atenuada mediante la aplicacion de antioxidantes (Shackelford et al., 2000).

Son varios los efectos que los polifenoles pueden ejercer sobre el
ciclo celular, los cuales pueden inducir arresto en las diferentes fases del
mismo (G, S y G,/M) en distintas clases de lineas celulares de cancer,

incluyendo las de cancer de colon.
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Se ha descrito en células HT-29 arresto en la fase G; causada por
tangeretina y nobiletina (Morley et al., 2007) y por un extracto fenolico de
frambuesa digerido in vitro (Coates et al., 2007). Del mismo modo, en
células Caco-2 distintos zumos de bayas han inducido arresto en G;
acompafiado de la inhibicion de las ciclinas D; y D3 y CDK,; y CDKg
(Boivin et al., 2007). La detencion del ciclo celular en fase S unida a la
disminucion en la expresion de las ciclinas A 'y By junto a la sobreexpresion
de la ciclina E mediada por &cido elagico, ha sido descrita en células Caco-2
(Larrosa et al., 2006); asi como arresto en la fase G,/M por la accién de
epigalocatequina galato y &cido galico (Salucci et al., 2002) o zumo de

Aronia melanocarpa digerido in vitro (Bermudez-Soto et al., 2007)

b) Apoptosis

La apoptosis, 0 muerte celular programada, es el proceso ordenado
por el que la célula muere ante estimulos extra o intracelulares tales como
estrés oxidativo, dafio en el ADN, fluctuaciones idnicas y citoquinas
(Kampa et al., 2007).

Las caracteristicas de la célula apoptética difieren de las observadas
en las células que sufren necrosis. En la figura n® 5 se muestra las
principales diferencias entre la muerte celular provocada por apoptosis
(programada genéticamente) y aquella producida por necrosis (accidental)
(Arango et al., 1997).
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Figura n° 5. Diferencias entre muerte celular por necrosis y apoptosis
(http://retina.umh.es).
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El proceso de apoptosis es fundamental en el desarrollo de érganos y
sistemas, en el mantenimiento de la homeostasis del nimero de células y en
la defensa frente a patdgenos. La supresion de la apoptosis contribuye al
proceso de carcinogénesis (caracterizado por excesiva proliferacion celular

y limitada apoptosis) mediante diversos mecanismos (Larrosa et al., 2006):
= Facilitando la acumulacion de mutaciones genéticas.

= Permitiendo la supervivencia celular de forma independiente a los
factores de crecimiento.
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=  Promoviendo la resistencia de las células tumorales a la citotoxicidad
inducida frente a ellas por el sistema inmune.

= Escapando de los puntos de control del ciclo celular.

Los principales ejecutores implicados en la mayoria de los cambios
morfoldgicos que caracterizan la muerte celular por apoptosis, comdnmente
conocidos como caspasas, son unas enzimas cistein proteasas que activan
sus sustratos cortando los enlaces Asp-Xxx, es decir, después de los
residuos de &cido aspartico en el extremo carboxi-terminal (Hengartner,
2000).

Actualmente se conocen 14 caspasas, de las cuales las caspasas -2, -
3, -6, -7, -8, -9 y -10 estan implicadas en la apoptosis. Dependiendo de su
estructura y la funcion que desempefian, las caspasas se clasifican en
ejecutoras o iniciadoras. Las caspasas -3, -6, y -7, son caspasas ejecutoras
que se activan por proteolisis de alguna de sus subunidades y, una vez
activadas, procesan sustratos que conducen a toda la morfologia
caracteristica del proceso apoptotico. Las caspasas iniciadoras (-2, -8, -9 y -
10) son activadas por autocatalisis de alguna de sus subunidades por
factores externos (via receptor de membrana) o sefiales intracelulares

(Kaufmann & Hengartner, 2001) (véase figura n° 6).

63



Antecedentes bibliograficos

Figura n® 6. Principales rutas desencadenantes de apoptosis (Adaptada de
Igney & Krammer, 2002).
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Tal y como se muestra en la figura n° 6, la apoptosis se puede iniciar
principalmente por dos rutas alternativas: (a) A través de receptores de
muerte celular, situados en la superficie de la membrana celular (ruta
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extrinseca), o (b) por medio de la mitocondria (ruta intrinseca). En ambos
casos, la induccién de apoptosis conlleva la activacion de una caspasa
iniciadora: caspasa-8 y posiblemente caspasa-10 en la ruta extrinseca, y
caspasa-9, la cual es activada cuando se forma el apoptosoma (requiere la
union en el citosol de procaspasa-9, ATP, Apaf-1 y el citocromo c liberado
de la mitocondria) en la ruta intrinseca. A continuacion, las caspasas
iniciadoras activan a las caspasas ejecutoras, las cuales a su vez acttan sobre
los sustratos de muerte celular que finalmente desencadenan la apoptosis a
nivel del nucelo celular. Las dos rutas pueden estar interconectadas si se
produce la activacion de la proteina BID por medio de la caspasa-8 (ruta
extrinseca), desencadenando la ruta mitocondrial, hecho que puede ser
usado por la células para amplificar la sefial apoptotica (Igney & Krammer,
2002).

Entre otros ejemplos, se ha descrito que diversos flavonoides (Kuntz
et al., 1999), el zumo de granada (Seeram et al., 2005) asi como extractos
fenolicos de uva (Yi et al., 2005), fresa, frambuesa, ardndano y mora
(Seeram et al., 2006), ciruela (Fujii et al., 2006) y manzana (Kern et al.,
2007), pueden afectar el crecimiento celular no controlado en células
cancerigenas de colon (Caco-2 y HT-29) mediante la induccion de
apoptosis. Sin embargo, los polifenoles también podrian ejercer un efecto
antiapoptdtico, en células de céncer de colon frente al dafio oxidativo
provocado en el ADN por parte de sustancias oxidantes como el H,O, (ver

cuadro n°5).
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3.4 Ensayosin vivo. Estudiosdeintervencion en humanos

La hipotesis de la prevencion del cancer mediante la intervencion
con antioxidantes se basa en el hecho que los individuos que consumen
frutas y verduras ricas en antioxidantes presentan menores tasas de cancer
(Collins, 2005), por lo que se recomienda aumentar el consumo de
alimentos ricos en antioxidantes.

En los estudios de intervencion en humanos con alimentos ricos en
compuestos antioxidantes, es habitual la determinacion de la capacidad
antioxidante total (CAT) en suero o plasma (ademés del dafio oxidativo en
biomoléculas tales como ADN, lipidos y proteinas) como posible
biomarcador del efecto de los antioxidantes en los individuos sujeto de
estudio y como prueba concluyente de su funcionalidad (Collins, 2005).

La medida de la CAT en suero o plasma permite evaluar la accion
combinada total de los antioxidantes en el organismo asi como el estatus de
las defensas antioxidantes de los individuos (Ghiselli et al., 2000), y la
implicacion del estrés oxidativo en distintas patologias (Yeum et al., 2004).

Fernandez-Pachén et al. (2008), en un articulo de revisién
bibliogréafica indican que los principales métodos de medida de la CAT en
suero/plasma en estudios de intervencion en humanos son: ORAC, FRAP,
ABTS o TEAC, TRAP, DCFH-DA (ensayo basado en diclorofluoresceina
acetato), quimioluminiscencia y ensayo basado en la crocina. Se indica la
conveniencia de utilizar mas de un método de medida de CAT,
preferiblemente una combinacion de métodos con mecanismos de reaccion
basados en transferencia de radical de hidrogeno (HAT) y transferencia de

electron (ET). Ejemplos de dichos métodos son el método ORAC vy el

66



Antecedentes bibliograficos

TEAC, ambos utilizados en la presente tesis doctoral para la medida de la
CAT en suero.

Las enzimas antioxidantes cooperan con los antioxidantes no
enzimaticos endogenos (albimina, bilirrubina, acido drico y glutatiéon) y
exogenos (provenientes de la dieta) en la proteccion del dafio celular
inducido por estrés oxidativo, siendo la SOD la primera linea de defensa
antioxidante enzimatica del organismo, la cual cataliza la dismutacion del
anion superdxido (O,7) en peroxido de hidrogeno (H20.), que es convertido
en H,O y O, por las enzimas CAT y GPx en sinergia con el GSH (Cheng et
al., 2001). Ademas, existe la evidencia en la terapia antioxidante, que la
induccién de las enzimas SOD y CAT in vivo es mas efectiva que los
efectos de los antioxidantes suplementados a traves de la dieta, los cuales,
como mucho, pueden eliminar estequiométricamente una pequefia parte de
la produccion oxidante total (Nelson et al., 2006).

Los estudios de intervencion en humanos con alimentos ricos en

antioxidantes pueden ser de dos tipos (Fernandez-Pachon et al., 2008):

= Estudios a corto plazo: se caracterizan por una ingesta puntual del

alimento rico en antioxidantes y la medida de la capacidad antioxidante
total en plasma/suero a los pocos minutos, u horas, tras su ingesta. En la
mayoria de casos se observan efectos positivos con incrementos en la
capacidad antioxidante total del suero/plasma. Sin embargo, este tipo de
estudios no reflejan la situacion real derivada de un consumo regular.

= Estudios a largo plazo: en este tipo de estudios se mide la capacidad

antioxidante total del suero/plasma del alimento rico en antioxidantes

(expresado como porcidn ingerida/dia) a nivel basal (dia 0) y al final de
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la suplementacion (entre 1-3 semanas). Presentan el inconveniente de la
dieta seguida por los voluntarios, ya que dietas ricas en antioxidantes
pueden interferir en los resultados. Para excluir este problema, se
elimina de la dieta, durante el estudio, todos los antioxidantes excepto
aquellos presentes en el alimento objeto de estudio. Otro punto
importante es el grupo control; éste puede estar formado por otros
voluntarios distintos a los que ingieren el alimento estudiado, o por los
mismos voluntarios pero sometidos a un periodo de lavado lo
suficientemente largo para evitar el efecto de la ingesta repetida (es

decir, deben recuperar el nivel basal antes de la siguiente intervencion).

En el cuadro n°® 7 se muestran algunos ejemplos de estudios de

intervencion en humanos con zumos de frutas y su efecto en el estatus

antioxidante.
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Cuadro n° 7. Ejemplos del efecto de estudios de intervencién a corto (horas)

y largo plazo (semanas) con zumos de frutas sobre la CAT en suero/plasma

y/o la actividad SOD eritrocitaria.

Suplementacion N° sujetos Duracién Efectos Referencia
Zumos de frambuesa 9 mujeres T CAT plasmatica
) Pedersen et
y ardndanos sanas 0-4 horas (ESR y FRAP) sélo L 2000
al.,
(500 mL/dia) (23-41 afios) zumo frambuesa
o T CAT sérica
Arandano liofilizado 8 hombres
(ORAC) Kay & Holub,
(1009 en 500 mL sanos 0-4 horas ]
N T CAT sérica 2002
agua) (38-54 afios)
transitoria (TEAC)
6 individuos .
Zumo de bayas T CAT sérica Netzel et al.,
sanos 0-8 horas o
(400 mL) . transitoria (TEAC) 2002
(24-31 afios)
Bebida a base de 5 individuos T CAT sérica B5hm et al
I 6hmetal.,
zumo de frutas sanos 0-2 horas transitoria (TRAP) 2008
(500 mL) (26-3 afios) T CAT plasmatica
transitoria (FRAP)
Bebida a base de 12 individuos ] Garcia-
No cambios en CAT
zumo de frutas sanos (23-43 0-6 horas - Alonso et al.,
sérica (FRAP)
(400 mL) afios) 2006
J CAT plasmatica
con 1000 mL/dia
Zumo de manzana y o (TEAC). Resto dosis
5 individuos . .
grosella negra 1 semana cada sin cambios. Young et al.,
sanos
(750, 1000 6 1500 intervencion No cambios CAT 1999
i (22-28 afios)
mL/dia) (FRAP)

T SOD (1000 mL/dia)
4 SOD (1500 mL/dia)
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Cuadro n° 7. (continuacion).

Suplementacién NP° sujetos Duracién Efectos Referencia
] 27 hombres No cambios en
2 bebidas a base de zumo 2 semanas cada . Bub et al.,
] sanos (31-39 ) N CAT plasmatica
de frutas (330 mL/dia) intervencion 2003
afios) (FRAP)
] 16 mujeres No cambios en )
Zumo de naranja . Riso et al.,
. sanas (20-27 3 semanas CAT plasmatica
(600 mL/dia) . 2005
afios) (CUPRAC)
92 mujeres No cambios en Burgess &
Zumo de pomelo (? »
. sanas (18-30 12 semanas CAT sérica Andrade,
mL/dia)
afios) (TRAP) 2006
No cambios en
20 mujeres CAT plasmatica )
Zumo de frambuesa (750 Duthie et al.,
] sanas (18-40 2 semanas (ESR y FRAP)
mL/dia) ) 2006
afios) No cambios en
SOD
Zumos de grosella negra . T CAT plasmatica .
52 ancianos McGhie et al.,
y “boysenberrey” (200 . 24 semanas (ORAC)
(65-92 afios) 2007

mL/dia)
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1. MUESTRAS

1.1 Relacion de muestras

Para el desarrollo de la investigacion se dispone de ocho
combinaciones diferentes de bebidas a base de zumo de frutas en funcion de

la presencia o ausencia de leche y/o minerales (Fe y Zn).

= Bebida a base de zumo de frutas (uva-naranja-melocoton) (BZ)
= BZ + hierro (BZFe)

= BZ + cinc (BZZn)

= BZ + hierro + cinc (BZFeZn)

= BZ + leche (BZL)

= BZ + hierro + leche (BZFel)

= BZ + cinc + leche (BZZnL)

= BZ + hierro + cinc + leche (BZFeZnL)

1.2 Descripciéon y composicion de las bebidas a base de zumo de frutas

Las bebidas a base de zumo de frutas han sido elaboradas por el
Departamento de Investigacion y Desarrollo de Hero Espafa S. A., a partir
de la mezcla de concentrados de melocoton de las variedades “Bullin” y
“Carson” (24.5 %), uva de la variedad “Airén” (7.2 %) y naranja de la
variedad “Hamlin” (4.2 %). En el cuadro n° 8 se muestra el valor energético
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y la composicion de las bebidas a base de zumo de frutas estudiadas (datos

suministrados por el fabricante).

Cuadro n° 8. Valor energetico (Kcal/100 mL) y composicion (g/100 mL) de

las bebidas a base de zumo de frutas estudiadas.

BZ BZL
Energia 50.8 57.2
Proteinas 0.4 0.7
Hidratos de carbono 12.2 13.5
Grasas 0.1 0.1
Fibra 0.3 0.1
Cenizas 0.2 0.2
Leche desnatada en polvo -- 1.04
Acido L-ascorbico 0.054 0.054

BZ = bebidas a base de zumo de frutas con o sin suplementacion mineral:
hierro (3 mg/100 ml bebida) como sulfato y cinc (1.6 mg/100 ml bebida)
como sulfato.

BZL = bebidas a base de zumo de frutas con leche desnatada suplementadas

0 no con minerales.
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Las bebidas a base de zumo de frutas se pasteurizan (95 °C durante
45 segundos) y se envasan al vacio en condiciones asépticas después de su

enfriamiento a temperatura ambiente en envases de vidrio.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Se plantea un disefio experimental en base a los objetivos especificos

indicados anteriormente (ver esquema en figura n° 7).
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Figura n® 7. Esquema del disefio experimental.
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3. METODOSDE ANALISIS

Los procedimientos analiticos se describen en base a los objetivos
especificos indicados anteriormente.

Las muestras objeto de estudio son las bebidas a base de zumo de
frutas descritas en el apartado Muestras de la Parte Experimental, asi como
sus fracciones bioaccesibles obtenidas mediante una digestion

gastrointestinal simulada.

Digestion gastrointestinal simulada  (obtencién de las fracciones

bi oaccesibles)

El método utilizado simula el proceso de digestién gastrointestinal
en sus dos etapas gastrica e intestinal.

Desmineralizacion de enzimas

Las enzimas utilizadas en la digestion gastrointestinal in vitro se
desmineralizan segun el protocolo descrito por Glahn et al. (1998)
ligeramente modificado.

Inmediatamente antes de su uso, 0.125 g de pepsina se disuelven en
10 ml de HCI 0.1 N, se adicionan a 2 g de resina Chelex y se mantiene en
agitacion (mediante iman) durante 30 minutos. A continuacion se transfiere
a una columna de filtracion de 2.0 cm de didmetro y se recoge el eluato de la
disolucion de pepsina. Se afiade un volumen adicional de 5 ml de HCI 0.1 N

y se recoge el eluato, el cual se une con el anterior.
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Para la digestion intestinal, 0.05 g de pancreatina y 0.312 g de
extracto biliar se disuelven en 12.5 ml de NaHCO3 0.1 M. Se adicionan
3.125 g de Chelex y se mantiene en agitacion (mediante iman) durante 30
minutos. La mezcla se introduce en una columna de filtracion de 2.0 cm de
didmetro y se recoge el eluato de la disolucion de pancreatina-sales biliares.
Un volumen adicional de 5 ml de NaHCO3 0.1 M se afiade a la columna y se

recoge se recoge el eluato, el cual se une con el anterior.

Etapa gastrica

En un matraz Erlenmeyer de 250 ml de capacidad se pesan 80 g de
bebida a base de zumo de frutas u 80 g de agua de grado de cultivo celular
(blanco de digestién). Se ajusta el pH a 2 con HCI 6 M y transcurridos 15
minutos se reajusta el valor, si es necesario. Se afiade un volumen de
disolucion de pepsina, previamente desmineralizada, equivalente a 0.02 g de
pepsina y se completa a 100 g con agua de grado de cultivo celular. Se
precinta el matraz Erlenmeyer con Parafilm® y se incuba 2 horas en un bafio
de agua a 37 °C y agitacion controlada (120 golpes/minuto). Transcurrido
este tiempo, el digerido gastrico se sumerge en un bafio de hielo durante 10

minutos con el fin de interrumpir la actividad enzimatica.
Etapa intestinal

El pH del digerido gastrico se ajusta a 6.5 con NaHCO3; 0.1 M. A
continuacion se adiciona al digerido gastrico un volumen de disolucion de

pancreatina-extracto biliar, previamente desmineralizada, equivalente a
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0.005 g de pancreatina y 0.03 g de extracto biliar por cada 100 ml. El matraz
Erlenmeyer se precinta con Parafilm® y se incuba a 37 °C durante 2 horas en
un bafio con agitacion controlada (120 golpes/minuto). Transcurrido este
tiempo se retira del bafio y se sumerge en hielo durante 10 minutos.

Una vez finalizada la etapa intestinal, el pH se ajusta a 7.2 con
NaOH 0.5 M. En tubos de centrifuga de propileno, de 50 ml de capacidad,
se pesan alicuotas de 20 g del digerido intestinal y se centrifugan a 3500 g, a
4 °C durante 1 hora. La fraccion soluble obtenida representa la cantidad de
un constituyente de un alimento que esta presente en el intestino como
consecuencia de su liberacion de la matriz alimentaria, y que podria ser
potencialmente absorbida (Saura-Calixto et al., 2007); es por ello que se

denomina “fraccién hioaccesible”.

A. Evaluacion de la funcionalidad de una bebida a base de zumo de
frutas rica en antioxidantes suplementada o no con hierro y cinc y/o

leche.

A.1 Propiedades anti oxidantes (al macenamiento v digestion)

- Capacidad antioxidante total
Se determina la capacidad antioxidante total del producto recién

elaborado y cada 45 dias durante el periodo de vida util (135 dias)

almacenado en frio (2-4 °C). Asimismo, se determina la capacidad
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antioxidante total en las fracciones bioaccesibles obtenidas tras aplicar la
digestion gastrointestinal simulada a los 135 dias de almacenamiento.

a) Ensayo ORAC (Capacidad de Absorbancia de Radical es de Oxigeno)

El método ORAC se basa en la capacidad de los compuestos
antioxidantes de atrapar radicales oxigeno (Ou et al., 2001). El radical libre
peroxilo, generado por descomposicion térmica del AAPH disminuye la
fluorescencia debida a la fluoresceina, y la adicion de un antioxidante, que
reacciona rapidamente con los radicales donandoles sus &tomos de
hidrogeno, inhibe la pérdida de la intensidad de la fluorescencia, y el grado
de inhibicion es proporcional a la actividad antioxidante.

Se evalla la capacidad antioxidante de la muestra en funcion del
tiempo y porcentaje de proteccion frente a la pérdida de fluorescencia y se
cuantifica utilizando Trolox como antioxidante patron.

Es necesario optimizar la dilucion de las muestras para la aplicacion
del método. Se selecciona la dilucion necesaria para que a los 60 minutos la
fluorescencia en el ensayo sea inferior al 5% de la fluorescencia inicial. La
dilucion utilizada para las bebidas a base de zumo de frutas y fracciones
bioaccesibles objeto de estudio es 1/150 v/v en tampdn fosfato.

En placas blancas de 96 pocillos no estériles atemperadas a 37 °C se
adicionan 80 pL de la disolucdn de fluoresceina, 40uL. de AAPH y 80 uL
de muestra, Trolox o tampon fosfato (blanco). Se mide la fluorescencia &
excitacion = 485 nm y A emisioén = 535 nm al inicio (t = 0) y cada 5 minutos

hasta los 60 minutos utilizando el lector de placas VICTOR®.
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El valor ORAC de la muestra se obtiene calculando la diferencia de
areas bajo la curva de descenso de fluorescencia de la fluoresceina a lo largo
del tiempo entre una muestra y el blanco. Los resultados finales se expresan
en equivalentes de Trolox (umol/L) y se calculan siguiendo la ednaci

descrita por Cao & Prior, (1999):

Valor ORAC (MM) =20xKx (Smuestra - Sblanco) / (STroon - Sblanco)

siendo 20 la concentraciomM de Trolox, K el factor de dildieide la
muestra 'y S el &rea bajo la curva de descenso de fluorescencia de la muestra,

patrén de Trolox o el blanco:

S= (05 + Fs/Fo+ Fio/Fg + Fis/Fg + ... + Feo/Fo) X5

donde Fo es la fluorescenciaat = 0 y Fs-Fgo es la fluorescencia medida cada

cinco minutos.

b) Ensayo TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox)

Se basa en la capacidad para atrapar radicales libres presentes en el
medio. El radical catiénico de color verde-azulado (ABTS™) se genera por
interaccion del ABTS con persulfato potasico (Re et al., 1999). El radical
ABTS™ es un compuesto estable, muy soluble en agua y con un espectro de
absorcion caracteristico. Al adicionar la muestra a la disolucion del radical
se observa un descenso de la absorbancia. Se evalla la capacidad

antioxidante de la muestra en funcion de la capacidad para disminuir la
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concentracion del radical. Se cuantifica en relacion al Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), que es el antioxidante
patrén de uso mas generalizado.

Se toman 2 ml de la disolucion del radical cationico ABTS™ (ver
Anexo IV-Reactivos) y se mide su absorbancia inicial a 734 nm. Se
adicionan 0.1 ml del patron Trolox o de la muestra convenientemente
diluida con agua desionizada para que la medida de absorbancia se
encuentre dentro del intervalo de linealidad y presente un porcentaje de
inhibicion aproximado al 50%. La dilucion seleccionada para las bebidas a
base de zumo de frutas y para las fracciones bioaccesibles es de 1/35. Las
determinaciones se realizan a 30 °C, por triplicado y frente a un blanco de
etanol. Se mide la absorbancia at =0 y a los 3 minutos, ya que no se
observa una disminucion significativa de la absorbancia a partir de este

punto.

El porcentaje de inhibicion se calcula como:

Inhibicién (%) = (1- (A¢/ A,)) x 100

donde A, es la absorbancia at =0 min y As es la absorbancia at = 3 min.

La cuantificacion se realiza mediante interpolacién de la muestra en
una recta de calibrado determinando el porcentaje de inhibicion de
diferentes concentraciones de Trolox (0, 50, 100, 150, 200, 250 uM) en
etanol. La capacidad antioxidante se expresa en equivalentes de Trolox
(umol/L).
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- Acido L-ascérbico

Se determina el contenido de &cido ascorbico durante el
almacenamiento y tras la digestion gastrointestinal en las muestras indicadas
en el apartado anterior (ver apartado Capacidad Antioxidante Total).

El &cido ascorbico (AA) se determina por el método volumétrico
oficial para zumos y preparaciones vitaminicas (AOAC 967.21, 2000). La
determinacion se basa en el poder reductor del &cido ascorbico frente al 2,6-
diclorofenolindofenol (2,6-DCFI), reactivo incoloro en forma reducida y
coloreado en forma oxidada (azul en medio béasico y rosa en medio &cido).
El acido ascoérbico se extrae y valora en medio &cido acético-metafosforico
para mantener la acidez adecuada y evitar la autooxidacion del AA a pH
elevados.

Para determinar el contenido de &cido ascorbico en las bebidas a
base de zumo de frutas y sus fracciones bioaccesibles, se prepara una
disolucion de la mismas en acido acético-acido metafosférico a partes
iguales. El contenido de &cido ascorbico se determina mediante valoracion
con la disolucion de 2,6-DCFI. Paralelamente se valora un blanco.

La normalizacion de la disolucion indicador 2,6-DCFI se realiza en
presencia de una disolucién patron de acido ascorbico (1 mg/ml).

Para valorar la posible contribucion de sustancias interferentes que
pueden intervenir en el proceso redox, se realiza un test con azul de
metileno. Para ello se adicionan dos gotas de una solucion acuosa de azul de
metileno 0.05% (p/v) a 10 ml de una mezcla recién preparada de muestra y

disolucidn acido acético-acido metafosforico (1:1, v/v). La desaparicion del
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color azul al cabo de 5-10 segundos indica la presencia de sustancias

interferentes.

- Determinacion de polifenoles

Se determina el contenido de polifenoles en las bebidas a base de
zumo de frutas antes y después de la digestion gastrointestinal simulada en

el ultimo punto de muestreo del periodo de almacenamiento (135 dias)

a) Polifenoles solubles totales

Se aplica el método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965). El
reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de é&cido fosfotlngstico y
fosfomolibdico. En presencia de un exceso de este reactivo, los polifenoles
reducen a los acidos anteriores a 6xidos de tungsteno y molibdeno de color
azul. Tratando la muestra problema con exceso de reactivo de Folin
Ciocalteu, en presencia de Na,COg, la lectura de absorbancia a 765 nm es
proporcional a la concentracion total de polifenoles, y se expresa como mg
de &cido galico/L.

Los bebidas a base de zumo de frutas se diluyen 1:1 con agua
desionizada antes de su medida. Por su parte, las fracciones bioaccesibles o
los blancos de digestion no precisan ser diluidas para este analisis.

Se prepara una curva de calibrado de acido galico. Para ello se toman
0, 10, 30, 50, 70, 100 ul de la disobicipatron de acido galico que se
completan a un volumen final de 10 ml con AD. La concentracion de acido

galico en estas disoluciones es de 0, 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 1 mg/ml,
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respectivamente. Se toma 100 pl de muestra (bebidas a base de zumo de
frutas, fracciones bioaccesibles o blanco de digestidn) o disolucion patron y
se afiaden 3 ml de disolucién carbonato sédico al 2%, y 1001 de reactivo
Folin-Ciocalteu; se agita por inversion y se deja reposar durante 1 hora a
temperatura ambiente en oscuridad. Se determina la absorbancia a 765 nm.
Los resultados se expresan como equivalentes de &cido gélico (mg GAE/L).

b) Analisis de compuestos polifendlicos mediante HPLC-DAD-MSMS

Alicuotas de 10 ml de bebidas a base de zumo de frutas y fracciones
bioaccesibles se centrifugan a 3890g durante 15 minutos a temperatura
ambiente y se separa el sobrenadante y el precipitado. Los sobrenadantes (en
el caso de bebidas a base de zumo de frutas, previa dilucion con agua
desionizada 1:2, v/v) se filtran a través de un cartucho de extraccion en fase
solida (SPE) C-18 Sep-Pak, previamente activado con 10 ml de MeOH
seguidos de 10 ml de agua desionizada. Cada 10 ml de sobrenadante se
eluyen con 2 ml de MeOH. Las fracciones metandlicas se recogen, se filtran
a través de un filtro de membrana Millex-HV13 de 0.45 pm y se analizan en
un cromatografo liquido de alta resolucion con detector de fotodiodos y
acoplado a un espectrémetro de masas con trampa de iones (HPLC-DAD-
MS/MS).

Los precipitados obtenidos tras la centrifugacion, se lavan con
metanol acido (MeOH/acido formico, 97:3) en una proporcion muestra-
metanol acido 1:2, se agitan en vortex y se sonican 5 minutos para extraer
los compuestos polifenolicos. La solucion obtenida se centrifuga como se ha

indicado anteriormente, y el sobrenadante se filtra (0.45 pm) y se inyectan
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(35 ul) en un cromatdgrafo liquido de alta resolucion (HPLC) acoplado a un
detector de masas que consta de un espectrometro de masas equipado con
una trampa de iones y un sistema de ionizacién de electrospray (ESI).

La temperatura y el voltaje capilar, para el sistema ESI se fijan a 350
°C y 4 kilovoltios (kv) respectivamente. El intervalo para el barrido de
masas, tanto para el barrido total (MS) como para los correspondientes
fragmentos o “iones producto” (MS-MS), se fija en m/z de 100 hasta 1000 y
los datos de espectrometria de masas son registrados en modo negativo de
ionizacion. Los parametros de la fragmentacion de iones mediante colision
inducida se realizan en el interior de la trampa utilizando helio como gas de
colision y la energia se ajusta al 50%.

La separacion cromatografica de las muestras se lleva a cabo en una
columna Cyg Mediterranean Sea (250 x 4 mm, tamafio de particula jom).
Las fases moviles utilizadas son agua-acido formico (99:1, v/v) (A) y
acetonitrilo (B) con un flujo de 1 ml/min. El gradiente comienza con un 5%
de B en A hasta alcanzar el 25% de B en A en el minuto 25, el 60% de B en
A en el minuto 35, el 90% de B en A en el minuto 36 mantenido hasta el
minuto 41.

La identificacion de los polifenoles se lleva a cabo por comparacion
cromatografica con compuestos estandares de acuerdo a sus espectros UV,
tiempos de retencion, espectro de masas (MS) y por sus correspondientes
fragmentos producto (MS-MS). Los cromatogramas se registran a 350 nm
(flavonas), 320 nm (derivados del é&cido hidroxicindmico), 290 nm
(flavanonas) y 280 nm (flavan-3-oles) y la cuantificacion se lleva a cabo
usando los estandares apigenina, acido clorogénico, hesperidina y (+)

catequina, respectivamente. La cantidad de polifenoles totales se calcula
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como la suma de los diferentes compuestos fendlicos cuantificados y los
resultados se expresan como miligramos de polifenoles por litro de bebida a

base de zumo de frutas (mg/L).

A.2 Ensayos in vitro con cultivos celulares: citoproteccién, actividad

antiproliferativa vy biodisponibilidad y metabolismo de polifenoles

mayoritarios

A.2.1 Efecto citoprotector frente a estrés oxidativo inducido

- Linea celular Caco-2

Las células Caco-2 proceden de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares (ECACC; numero 86010202, Salysbury, UK). Todos los cultivos
se utilizan entre los pases 53 al 71. EI mantenimiento de las células se lleva
a cabo en frascos de 75 cm? a los que se adiciona 15 ml de Medio Minimo
Esencial (MEM) enriquecido con 10% (v/v) de suero bovino fetal, 1% (v/v)
de aminoacidos no esenciales, 1% (v/v) de antibidticos, 1% (v/v) de L-
glutamina, 1% (v/v) de HEPES, 1% (v/v) de piruvato sodico y 0.4% (v/v) de
fungizona. Las células se incuban a 37 °C, en atmosfera con 95% de
humedad relativa y con un flujo de CO, de 5%. El medio de cultivo se
cambia cada 2 dias.

Una vez el cultivo alcanza el 70% de confluencia, se elimina el
MEM por aspiracion y la monocapa celular se lava con 10 ml de una
disolucion fosfato tamponada (PBS) para eliminar los restos de medio de

cultivo y las células no viables.

87



Parte experimental

Para despegar la monocapa celular, se adicionan 10 ml de una
disolucion de Tripsina - EDTA, previamente atemperada a 37 °C. Se deja
actuar durante 1-2 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se
elimina por aspiracion. El frasco se incuba durante 10 minutos a 37 °C, en
atmosfera con 95% de humedad relativa y con un flujo de CO, de 5%.
Transcurrido este tiempo, se recogen las células resuspendidas en MEM. Se
toma una alicuota de la suspension celular donde se lleva a cabo el recuento
y se determina la viabilidad celular.

Para los ensayos de citoproteccion, las células se siembran a una
densidad de 5 x 10* células viables cm™ en placas de 24 pocillos y se
incuban a 37 °C, 5% CO, y 95% de humedad relativa, cambiando el medio
cada 2-3 dias hasta alcanzar la diferenciacion celular (15-18 dias
postsiembra), estado en que presenta la maxima actividad enzimatica de los
enzimas del borde en cepillo (Jovani et al., 2001).

Los cultivos celulares se preincuban (37 °C, 5% CO, y 95% de
humedad relativa) durante 24 horas con las fracciones bioaccesibles de las
bebidas a base de zumo de frutas, afiadidas en proporcién 1:1 (v/v) con
MEM para preservar la viabilidad celular. Transcurrido este tiempo, se retira
el medio de cultivo y las células se lavan con PBS atemperado a 37 °C.
Posteriormente, se induce el estrés oxidativo preincubando las células (37
°C, 5% CO; y 95% de humedad relativa) con una solucién de H,O, 5 mM
preparada en MEM durante 1 ¢ 2 horas. Previo a la realizacion de los
distintos ensayos, se elimina el medio de cultivo y se lava la monocapa
celular con PBS.

Paralelamente, se utilizan células Caco-2 no preincubadas con

fracciones bioaccesibles ni  H,O, como control de los ensayos, y células
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Caco-2 preincubadas Unicamente con H;O, como control de estrés

oxidativo.

- Acumulacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)

La acumulacion intracelular de ROS en las células Caco-2 se mide
utilizando dihidro-rodamina (DHR), la cual se acumula en la mitocondria
debido a su naturaleza de catién lipofilico (Haugland, 1996), donde se oxida
a rodamina fluorescente (verde) por la accion de peroxidasas mitocondriales
(Gomes et al., 2005).

A partir de una solucion 2 mM de DHR en dimetilsulfoxido
(DMSO0), se prepara una disoluciénudt de DHR en PBS, que debe
preservarse de la luz para evitar la foto-oxidacién. Se adicionan 1.5 ml de
esta disolucion al cultivo celular y se incuban durante 30 minutos a 37 °C,
5% CO, y 95% de humedad relativa. Posteriormente, el sobrenadante se
desecha y las células se recogen con disolucion de Tripsina-EDTA. El
cultivo celular se analiza mediante citometria de flujo a Aexcitacisn = 355 nm 'y
Aemisisn = 460 nm. Los resultados se expresan como unidades arbitrarias de

fluorescencia.

Figura n°® 8. Acumulacion de ROS intramitocondrial.

89



Parte experimental

- Potencial de membrana mitocondrial (Aym)

Los cambios en el potencial de membrana mitocondrial (Ayy) se
evaltan usando el doble marcaje con DHR y yoduro de propidio (IP) (Cai et
al., 2000).

Previamente a la realizacion del ensayo, se procede a la calibracién
del citdbmetro de flujo mediante distintos controles de marcaje celular
(sondas fluorescentes). En primer lugar, utilizando una disolucion de
Tripsina-EDTA se despega la monocapa celular de uno de los pocillos (no
preincubado con fracciones bioaccesibles ni H,O,; no marcado con tincion
fluorescente) que servira como control para localizar la poblacion celular. A
continuacion, se incuba (37 °C, 5% CO, y 95% de humedad relativa) otro de
los pocillos (no preincubado con fracciones bioaccesibles ni H,O,) con 1 ml
de la disolucién de DHR durante 30 minutos para localizar la poblacion
marcada con DHR debido al metabolismo basal de la célula (color verde).
Por otra parte, otro pocillo (no preincubado con fracciones bioaccesibles ni
H,0,) se incuba (37 °C, 5% CO, y 95% de humedad relativa) con 0.5 ml de
la disolucién de IP durante 15 minutos para poder localizar la poblacién
celular marcada con IP en el ensayo (color rojo).

El resto de pocillos se incuban (37 °C, 5% CO, y 95% de humedad
relativa) con 1 ml de la disolucion de DHR durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo se retira esta disolucion y se adicionan 0.5 ml de la
disolucion de IP incubando (37 °C, 5% CO; y 95% de humedad relativa)
durante 15 minutos. Despues, se retira la solucion de IP con ayuda de una
pipeta y se tripsiniza el cultivo celular para, finalmente recoger la monocapa

celular con 0.5 ml de PBS. Por dltimo se procede al analisis mediante
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citometria de flujo (Longitudes de onda de DHR Aexcitacisn = 488 NM Y Aemision
=525 nm; IP Aexcitacion = 488 NM Y Aemisisn = 620 nm).

Los resultados se expresan como la cantidad relativa de poblacion
celular marcada con IP (regién C4), la cual identifica subpoblaciones
celulares con permeabilidad de membrana alterada asociado a una pérdida
de integridad de membrana, respecto a la poblacion celular marcada con
DHR (region C1), que identifica subpoblaciones celulares con enzimas
mitocondriales activas (peroxidasas que transforman DHR en rodamina).
Asi pues, Ay, = IP (region C4) / DHR (region C1), % respecto al control.

Figura n® 9. Potencial de membrana mitocondrial
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- Funcionalidad mitocondrial (test MTT)

La funcionalidad de las mitocondrias se evalua con el test MTT que
proporciona una medida parcial del metabolismo celular. La reduccion de
MTT a formazan insoluble en las células viables estd catalizada por
deshidrogenasas mitocondriales acopladas al proceso de fosforilacidn

oxidativa en la cadena respiratoria (Ekmekcioglu et al., 1999).
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Se adiciona MTT (concentracion final de 0.5 mg/ml en PBS), y se
incuba (37 °C, 5% CO; y 95% de humedad relativa) durante 2 h. Se elimina
el sobrenadante y la monocapa celular se lava con PBS. Se adicionan 2 ml
de una disolucion de isopropanol acido y Triton 10% (v/v), y se agita
durante 5 minutos para disolver el formazan insoluble. Se mide la
absorbancia a 570 nm frente a aire y el valor obtenido se corrige con la
sustraccion de fondo a 690nm. Los resultados se expresan como porcentaje

de absorbancia con respecto al control.

- Contenido intracelular de glutation reducido (GSH)

El método utilizado se basa en la medida de la formacion de un
complejo fluorescente del o-ftalaldehido (OPA) con el glutation reducido
(GSH) (Hissin & Hilf, 1976).

A las células se les adiciona 0.5 ml de la disolucion tampon 20 mM
Tris - Triton 0.1 % (v/v), y se agita hasta obtener un homogenizado celular.
A continuacion, 1Qul del homogenizado celular se transfieren a placas
negras de 96 pocillos, se les adiciona 10 ul de tagp formal dehido, y la
mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 5 minutos. Posteriormente
se adicionan 170 pl del tampon Fosfato 0.1 M — EDTA 5 mM y 10 ul de la
disolucion de OPA, manteniéndolo al abrigo de la luz. Paralelamente, se
prepara una curva de calibrado de GSH con concentraciones 5, 10, 25, 50,
100, 150, y 200 pg/ml. La fluorescencia se mide a Aexcitacion = 395 hm 'y
Aemision = 460 nm, en un lector de placas multipocillos VICTOR?, después de
agitar en agitador con plataforma universal y dejar en oscuridad, a

temperatura ambiente, durante 45 minutos.
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Los resultados de GSH se expresan como nmol/mg proteina, por lo
que es necesario determinar el contenido proteico de la monocapa celular,
utilizando para ello el método de Lowry et al. (1951). EI método se basa en
la formacion de un complejo entre el cobre y los enlaces peptidicos de las
proteinas. A continuacion, se afiade el reactivo de Folin-Ciocalteu 1N (&cido
fosfomolibdotlngstico), el cual reacciona con los residuos de aminoacidos
aromaticos (tirosina), lo que sumado al complejo anterior proporciona una
intensa coloracion azul (con un maximo de absorcion a 750 nm). La
determinacion de proteinas se realiza segun se indica en el siguiente cuadro

utilizando albumina de suero bovino (ASB) como patron.

Cuadro n° 9. Determinacion de proteinas totales

B PL | P2 | P3 | P4 | P5 | P6 | Muestras
ASB 0.2 mg/ml| -- |0.05|0.10|0.30|0.40 | 0.50 | 0.70
(ml)
Homogeneizado -- -- -- -- -- -- -- 0.05
celular (ml)
H,O (ml) 0.70 | 0.65|0.60 | 0.40 | 0.30 | 0.20 | -- 0.65
Lowry A+B (ml) | 2.50 | 2.50 | 250 | 250 | 2.50 | 2.50 | 250 | 2.50

Tras la adicion de cada una de las disoluciones se agita por inversion
y se deja a temperatura ambiente 10 minutos. Se adicionan 0.25 ml del
reactivo Folin-Ciocalteu 1 N y se agita por inversion. Se deja a temperatura
ambiente, durante 30 minutos y se mide la absorbancia a 750 nm.
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- Actividad enzimatica glutatién reductasa (GSH-Rd)

La glutation reductasa cataliza la reduccion dependiente de NADPH
del glutation oxidado (GSSG) y esta actividad se evalia monitorizando
espectrofotométricamente la oxidacion del cofactor NADPH (Carlberg &
Mannervick, 1985).

Se adicionan 0.2 ml de la disolucion tampdn 20 mM Tris - Triton 0.1 %
(v/v) a las células, y se agita hasta obtener un homogenizado celular, que se
transfiere a placas transparentes de 96 pocillos. A continuacion, se afiaden
140 ul de tampdn fosfato, 15 ul de la disolucion de NADPH y 50 pl del
homogenizado celular, o tampén (blanco de reaccién). Tras 5 minutos,
durante los cuales se produce la oxidacion del cofactor, se inicia la reaccion
mediante la adicion de 100 pl de la disolucion de GSSG. Finalmente, se
monitoriza el descenso en la absorbancia de la muestra a 340 nm cada
minuto durante 10 minutos usando un lector de placas multipocillos
VICTOR? atemperado a 25 °C.

Los cambios de absorbancia se convierten en unidades de GSH-Rd
usando el coeficiente de extincion molar de 6.22 x 10° M™* cm™.

Una unidad de actividad se define como la oxidacion de 1 pmol de
NADPH por minuto. Los resultados de actividad GSH-Rd se expresan como

umol/min/ml fraccion enzimatica en porcentaje respecto al control.

- Actividad enzimatica de la superoxido dismutasa (SOD)

La enzima superdxido dismutasa cataliza la destruccion del anion

superdxido, O, (radical toxico) resultante de procesos oxidativos celulares,
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a peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular. En este método se utiliza
xantina y xantin-oxidasa (XOD), como generadores del radical superoxido.
Una vez formado, el radical superdxido reacciona con un cromadgeno, el
cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio) (INT), para dar
lugar a un compuesto coloreado, que presenta un maximo de absorcion a
505 nm. La actividad enzimética de la SOD en la muestra se mide por el
grado de inhibicion de esta reaccion coloreada. A mayor porcentaje de
inhibicion, mayor es la actividad SOD en la muestra analizada (Garcia-
Garcia Saavedra, 1995).

La determinacion se realiza utilizando el Kit Ransod SD125
comercializado por los laboratorios Randox (ver Anexo I1V-Reactivos).

Se adicionan a las células 0.2 ml de la disolucion tampon 20 mM
Tris - Triton 0.1 % (v/v), y se agita hasta obtener un homogenizado celular.
A continuacion, se pipetean en placas transparentes de 96 pocillos 7.5 ul de
homogeneizado celular, patron de SOD o blanco. Seguidamente, se
adicionan 255 pul de mezcla sustrato (xantina 5 mM-INT 2.5 mM en tampon
CAPS/EDTA), y 37.5 ul de XOD. Se realizan dos lecturas a 505 nm: una a
los 30 segundos de la adicién de XOD y otra a los 3 minutos de ésta.

El porcentaje de inhibicion se calcula como:

inhibicién (%) = 100 — [(ADOw/ ADOR)]

siendo: ADOp, y ADOy, el incremento de absorbancia (A,-A;) de la muestra

(o patron) y del blanco, respectivamente.
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El porcentaje de inhibicion es directamente proporcional al
logaritmo de la concentracion, de manera que la curva de calibrado obedece

a la ecuacion:

inhibicion (%) = a + b log SOD

Los resultados se expresan como Ul/ ml homogenizado celular. Una
unidad de SOD es la que causa un 50% de inhibicion del valor de reduccién

de INT bajo las condiciones de analisis.

- Ciclo cdlular: andlisis del contenido de ADN

El ciclo celular es la secuencia ciclica de etapas por las cuales una
célula coordina el proceso de duplicacion de ADN vy la divisién celular.
Utilizando el yoduro de propidio, que se une especificamente al ADN de
doble cadena, y la técnica de citometria de flujo, es posible cuantificar el
contenido de ADN Yy estudiar la proporcién celular en cada una de las etapas
de su ciclo biologico.

Se adicionan al cultivo celular 0.5 ml de la disolucién hipotonica de
yoduro de propidio y se incuba durante 24h a 4 °C. Posteriormente, se
homogeniza y se filtra utilizando filtros de nylon de 0.45 um. Porultimo, se

analiza mediante citometria de flujo Aexcitacisn = 536 NM Y Aemision = 617 Nm.
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Figura n° 10. Fases del ciclo celular.
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- Apoptosis: Actividad de la caspasa-3

La caspasa-3 es uno de los enzimas criticos en la sefializacion de la
apoptosis celular. El ensayo estd basado en la hidrolisis del sustrato
peptidico acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) por la
caspasa-3, con la subsiguiente liberacion de p-nitroanilina (pNA), la cual
puede ser determinada espectrofotométricamente a A = 405 nm.

Para llevar a cabo el ensayo se utiliza el kit colorimétrico caspasa-3
(CASP-3-C) comercializado por Sigma con ligeras modificaciones (ver
Anexo IV-Reactivos).

Se resuspenden las células con 250 ul de tampOn de lisis celular y se
transfieren a tubos Eppendorf (1.5 ml) que se mantienen 15-20 minutos en

hielo, y posteriormente, se centrifuga a 11.000 g durante 15 minutos a 4 °C.
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En cubetas espectrofotométricas semi-micro se adicionan los reactivos en el

orden indicado en el cuadro n® 10, se incuba a

temperatura ambiente

durante 30 minutos. Paralelamente, se prepara una curva de calibrado a

partir de pNA con concentraciones 5, 10, 15, 25, 50 y 100 uM. La medida

de absorbancia se realiza a 405 nm. Los resultados de actividad caspasa-3 se

expresan en pmol pNA/min/ml, siendo una unidad de caspasa-3 la cantidad

de enzima necesaria para hidrolizar 1 umol de sustrato peptidico por minuto

apH7.4y25°C.

Cuadro n° 10. Ensayo de actividad caspasa-3.

10
Orden de adicion

20

30

Tampdn de reaccion

Lisado celular

Sustrato peptidico

Blanco de reactivos 990 pl -- 10 pl
Células no inducidas 980 10 pul 10 pul
Células inducidas 980 pl 10 pl 10 pl

A.2.2 Actividad antiproliferativa

- Lineas celulares Caco-2y HT-29

Las células Caco-2 se utilizan entre los pases 53-62, y crecen y se

mantienen en las condiciones previamente mencionadas (Apartado A.2.1).
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Las células HT-29 proceden de la Coleccion Americana de Cultivos
Celulares (ATCC, n°® HTB-38, Rockville, MD, USA) y se usan entre los
pases 6-12. Crecen en Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM+GlutaMAX™.-1) conteniendo 4.5 g/L glucosa y piruvato sédico, y
suplementado con el resto de componentes antes indicados para las células
Caco-2 (ver apartado A.2.1).

Posteriormente, las células se siembran a una densidad de 5 x 10*
células viables cm™? en placas de 6 pocillos y se incuban a 37 °C, en
atmosfera con 95% de humedad relativa y con un flujo de CO, de 5%. El
medio de cultivo es cambiado cada 2 dias.

Ambas lineas celulares se utilizan en los ensayos de actividad
antiproliferativa al 3% dia postsiembra. Son células subconfluentes
indiferenciadas como modelo de células de cancer de colon (Bermudez-Soto
et al., 2007). Las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de
frutas, asi como el blanco de digestion, previamente a su preincubacién con
las células, se esterilizan por filtracion (0.2 um). Se ensayan
concentraciones subtoxicas (2%, 5% y 7.5% v/v de fraccion bioaccesible en
medio de cultivo) en exposiciones repetitivas de 4 horas al dia durante 4
dias consecutivos. Tras cada periodo de 4 h de incubacion, el medio de
cultivo se elimina y se adiciona medio nuevo. Las concentraciones de
fracciones bioaccesibles se seleccionan basandose en al pH (7-7.5) y
osmolalidad (0.28-0.33 osmol/L), que son compatibles con la viabilidad
celular. Ademaés, se ensayan las mismas concentraciones de fracciones

bioaccesibles durante un periodo de incubacién de 24 h.

99



Parte experimental

Figura n®11. Lineas celulares (Caco-2 y HT-29) utilizadas en los ensayos de
actividad antiproliferativa.

- Viabilidad e inhibicion de la proliferacion celular

La viabilidad y proliferacion celular se determina mediante tincion
con azul tripan (técnica de exclusion de colorante). Este ensayo permite
determinar viabilidad y proliferacién celular evaluando la integridad de
membrana celular. Distingue entre células vivas y muertas, ya que el azul
tripan solo penetra en células muertas/no viables.

Se retira el medio de cultivo y las células se despegan con disolucion
de Tripsina-EDTA. A continuacién, se agita bien la suspension celular y se
pipetean volumenes iguales de la suspension celular y de la disolucién de
azul tripan en un tubo Eppendorf. Tras agitar la mezcla, se transfiere una
alicuota a uno de los compartimentos de una cdmara Neubauer. Se cuentan,
mediante microscopio invertido, células totales (vivas y muertas), asi como
células tefiidas (muertas). Para un recuento mas exacto pueden contarse las

cuatro regiones de la cAmara y obtener la media aritmética de los recuentos.
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Los porcentajes de viabilidad celular y de inhibicion de la

proliferacion celular se calculan mediante las siguientes formulas:

N n° células viables
Viabilidad (%) = - x 100
n° células totales

o ) ) n° células totales (muestras)
Inhibicion proliferacion (%) = 100 - x 100
n° células totales (blanco)

- Funcionalidad mitocondrial (test MTT)

Se realiza como se ha indicado anteriormente en el apartado A.2.1.

- Ciclo celular: andlisisde contenido de ADN

Para el andlisis del contenido de ADN celular, las células se
suspenden a una concentracion de medio a un millén de células por ml en
PBS. Para fijar las células se toman 100 ul de la suspension celular a la que
se afiade 1 ml de EtOH-PBS a 4 °C y se mantiene durante 30 minutos a 4 °C.
Las células se centrifugan 5 minutos a 1.500 rpm y se descarta al
sobrenadante. A continuacion, se resuspenden las células en 40Qul de PBS
al que se le afladen 50 pl de la disolucion de RNasa A (40 pug/ml) y 50 pl de
la disolucién de IP (100 ug/ml). Tras la adicidn de RNasa A y IP, las celulas
se incuban a 37 °C durante 30 minutos y se analizan mediante citometria de

flujo utilizando Aexcitacisn = 536 NM Y Aemisien = 617 M.,
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- Expresién deciclinas

Las ciclinas son proteinas que regulan la transicion entre las distintas
fases del ciclo celular. Para su determinacion se utiliza la técnica de
expresion de proteinas Western Blot.

Se lavan las células dos veces con PBS a 4 °C y se lisan con tampén
de lisis recogiéndolas con un rascador de células en tubos Eppendorf. Se
centrifuga a 15.000 g durante 20 minutos a 4 °C tomando el sobrenadante y
determinando la cantidad de proteina por el método Bradford (1976).

Para determinar las ciclinas D1 y BI1, se utilizan 40 pg
proteina/banda. Por su parte, el anticuerpo anti-GAPDH se usa para
monitorizar la carga proteica total. Las proteinas se separan en geles de 10-
12% de acrilamida SDS-PAGE vy se transfieren a membranas de PVDF. A
continuacion, las membranas se incuban dos horas con los anticuerpos
primarios anti-ciclinas D1 y B1, y una hora con el anticuerpo secundario.
Las proteinas se detectan usando el sistema ECL plus. La cuantificacion de
la densidad de las bandas se realiza por medio de un densitémetro usando el
software Syngene Genetools Analysis (Syngene, MA, USA).

- Apoptosis
a) Tincion con Hoescht.

La técnica se basa en la tincion de las células con el colorante
Hoescht y posterior evaluacion morfologica de los nucleos celulares

mediante microscopia de fluorescencia. Este colorante es permeable a la
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membrana celular y tifie el ADN intercalandose en las regiones ricas en
adenina y timina. Con esta tincion, la cromatina condensada de los nicleos
de las celulas apoptdticas se observa de un blanco intenso, formando
subgrupos de forma esférica o en cresta (Larrosa e tal., 2006).

Para la visualizacion de los ndcleos celulares, las células se fijan con
MeOH-&cido acético (3:1, v/v). En un primer paso, se sustituye la mitad del
medio celular por esta mezcla y se deja actuar 15 minutos. Pasado este
tiempo se retira el fijador y se dejan secar las placas. A continuacion, las
celulas se tifien con Hoescht durante 20 minutos en oscuridad. Como control
positivo de apoptosis se utiliza staurosporina 10 uM. El exceso de colorante
se elimina lavando las muestras con agua destilada y una vez secas se
observan en un microscopio de fluorescencia a Aexcitacion = 346 NM Y Aemision
=460 nm.

Figura n°® 12. Condensacién de cromatina en una célula apoptotica.

b) Tincion fluorescente con yoduro de propidio y diacetato de fluoresceina.

Mediante citometria de flujo se puede caracterizar las células vivas o

muertas de una poblacién celular usando colorantes vitales como el yoduro
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de propidio (IP) (colorante de acidos nucleicos que penetra en las células
muertas y las tifie con fluorescencia roja) y el diacetato de fluoresceina
(FDA) (colorante tomado por las células vivas cuyas esterasas lo hidrolizan
a fluoresceina que emite fluorescencia verde) (Sandstrém et al., 2000).

Se retira el medio de cultivo y las células se despegan con disolucién
de Tripsina-EDTA. Se lavan dos veces con tampon PBS (conteniendo 2%
de suero bovino fetal) y las células se resuspenden con 2Qd del anteri or
tampon. A continuacion las células se tratan con 3@ FDA/ml suspension
celular y 20 pl IP/ml suspension celular. Se incuban a 37 °C en oscuridad 30
minutos y se mantienen a 0 °C (en hielo) hasta su andlisis por citometria.
Como control positivo de apoptosis se utiliza staurosporina 4.6 uM. Las
longitudes de onda para FDA sSON Aexcitacien = 488 M Y Aemisien = 525 nm,
mientras que para IP SoNn Aexcitacion = 488 NM Y Aemision = 620 nm.

En el cuadrante inferior derecho (G4) (ver figura n° 13) se sitlan las
células viables (tefiidas solo con FDA; FDA+, IP-), en el cuadrante inferior
izquierdo (G3) se encuentran células no tefiidas (FDA-, IP-), en el cuadrante
superior izquierdo (G1) se hallan células muertas (tefiidas con IP; FDA-,
IP+) y en el cuadrante superior derecho (G2) se situan las células
apoptoticas (doble tincion con FDA y IP; FDA+, IP+). La suma de las
regiones G2, G3 y G4 se corresponden con los valores de viabilidad (células

viables) obtenidos mediante tincion con azul tripan
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Figura n° 13. Distribucién de la poblacién celular segun el ensayo diacetato
de fluoresceina- yoduro de propidio (FDA-IP).

~| FDA- FDA +
ni_i| P+ P+

FDA +
IP-

FDA -
P-

A.2.3 Biodisponibilidad y metabolismo in vitro de polifenoles mayoritarios

Para conocer las biodisponibilidad y metabolismo resultante de los
principales polifenoles presentes en las bebidas a base de zumo de frutas se
utilizan las células Caco-2. Las determinaciones realizadas en el medio de
cultivo informan sobre el metabolismo de los polifenoles, mientras que las
determinaciones en las células informan sobre metabolismo y captacion.

Para la identificacion y determinacion de metabolitos de los
polifenoles mayoritarios presentes en las fracciones bioaccesibles de las
muestras en células Caco-2, éstas se siembran en placas Petri de 9 cm de
diametro, a razon de 1 millon de celulas por placa, hasta alcanzar un 80% de
confluencia. Seguidamente, a las células se les adiciona las fracciones

bioaccesibles de las muestras objeto de estudio a una concentracion de 7.5%
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(v/v) en medio de cultivo EMEM sin rojo fenol. La exposicion es a razon de
4h diarias durante 4 dias consecutivos, 6 24h y 48h. Tras los periodos de
exposicion se recoge el medio de cultivo de las placas y las células se lavan
dos veces con PBS, se lisan con 2 ml de MeOH y se recogen con un
rascador. Las suspension celular se sonica 5 minutos (en hielo) y el MeOH
se evapora en rotavapor a 40 °C. La muestra obtenida se filtra (filtro de 0.45
um) y se inyecta 100ul en el HPLC-DAD-MS/MS con las condiciones
instrumentales descritas en el apartado A.1.

Por otro lado, el medio recogido se acidifica con acido férmico
(1.5% concentracion final en el medio) y se filtra a través de cartuchos Sep-
Pak previamente activados con metanol. Las fracciones metanolicas
obtenidas se reunen, se concentran en rotavapor a 40 °C y se inyecta una
alicuota de 100 ul en el HPLC-DAD-MS/MS.

A.3 Ensayosin vivo

- Estudio de intervencion en humanos
a) Qujetos de estudio

Para la evaluacion in vivo de las bebidas objeto de estudio, se
selecciona una poblacion de mujeres sanas, por muestreo no-probabilistico

(voluntarias), con edades comprendidas entre 20-30 afios (h = 32). Las

voluntarias presentan valores de 1.M.C. de 21.29 + 2.89 kg/m? clasificacion
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normal segun la O.M.S.
(http://www.euro.who.int/nutrition/20030507_1language=french).

Todas ellas presentan habitos de vida saludable, no son fumadoras,
ni bebedoras habituales y su perfil bioquimico es normal, siendo su status
nutricional en hierro “marginal” o bajo, pero sin presencia de sintomas
bioquimicos-clinicos de deficiencia (Hemoglobina <120 g/L; VCM <80 fL)
(Institue of Medicine, 2001).

Como criterios de exclusiébn se consideran: presencia de
enfermedades que pudieran influir en la biodisponibilidad de carotenoides,
vitaminas y/o minerales, un perfil bioquimico/hematolégico compatible con
deficiencia bioguimica-clinica de hierro, asi como embarazo.

El protocolo de estudio fue aprobado por el comite ético del Hospital
Puerta de Hierro (Madrid), y cada participante firmd el consentimiento
informado para la participacion en el estudio.

b) Disefio del estudio de intervencion

La cantidad de bebida a base de zumo de frutas suministrada
(tetrabrick de 250 ml/ 2 veces al dia) es equivalente al consumo de 2-4
raciones de fruta/dia, compatible con los habitos y patrones dietéticos
propios de una dieta variada y, por tanto, sin impacto significativo sobre la
ingesta energética total del sujeto. Las cantidades méximas de hierro
suplementadas (500 ml bebida/dia) corresponden a 15 mg de hierro/dia,
cantidad que supone un 83 % del valor indicado por las Recomendaciones
de Ingesta Diaria (18 mg/dia) en mujeres con edad comprendida entre 19 y
30 afos (Food & Nutrition Board, 2004).
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Durante el estudio, las participantes no deben hacer grandes cambios
en su dieta o estilo de vida, a excepcion de evitar consumir las frutas base de
las bebidas (naranja, mandarina, uva, melocotén y albaricoque). El
cumplimiento de esta norma se valora al principio y durante el estudio,
coincidiendo con la toma de muestras de sangre (cada 21 dias), mediante la
evaluacion de los registros de dieta semanales que han de cumplimentar los
participantes.

En el estudio de intervencion, cada sujeto toma una de las 3 bebidas
(BZ, BZL y BZFeL) en 3 periodos (estudio 1, estudio 2 y estudio 3,
respectivamente). Los individuos toman las bebidas a base de zumo de
frutas BZ y BZL durante 3 semanas 6 12 semanas en el caso de BZLFe, con
un periodo de lavado de 2 semanas entre tratamientos. Para el estudio 3
(BZFeL) se requiere un mayor tiempo de suplementacion para poder
observar cambios en el estatus de hierro. En la figura n® 14 se indica el

estudio de intervencion a lo largo del tiempo.

Figura n° 14. Disefio del estudio de intervencion.

Ingesta Ingesta Ingesta
Lavado Lavado
Bz BzL BZFelL
0 3 5/0 3 5/0 3 6 9 12
(Linea basal) (Linea basal) (Linea basal)
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Los numeros indican semanas y se corresponden con los puntos de
extraccion de sangre. El final del periodo de lavado coincide con el inicio del

segundo Yy tercer estudio, respectivamente.

c¢) Protocolo de extraccién y preparacion de las muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtienen en los tiempos indicados en la
figura n® 14, por extraccion antecubital en ayunas (> 8 horas) y se recogen
en vacutainers con EDTA-K3 como anticoagulante.

Para las muestras de eritrocitos, 1 ml de sangre con anticoagulante se
lava con suero salino fisiolégico (NaCl al 0.9%) para evitar la lisis de las
mismas, y se centrifuga a 3.000 rpm durante 10 minutos para eliminar la
fraccion plasmatica remanente. Las muestras de eritrocitos se almacenan a -
20 °C hasta su analisis.

Las muestras de suero se obtienen a partir de la sangre extraida y
recogida sin anticoagulante. Tras la coagulacidn, las muestras se centrifugan
a 3000 rpm durante 5 minutos para la obtencion del suero que se almacena a

-80 °C hasta su analisis.
- Capacidad antioxidante total sérica (métodos ORAC y TEAC)

Para el analisis de la capacidad antioxidante total sérica, las muestras
(suero) se diluyen 750 veces con tampén fosfato 75 mM a pH 7 para el

ensayo ORAC, y 25 veces con agua desionizada para el ensayo TEAC. El
procedimiento se describe en el apartado A.1.
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- Actividad enzimatica superOxido dismutasa (SOD) eritrocitaria

La determinacion de la actividad SOD eritrocitaria se realiza segun
se ha descrito en el apartado A.2.1 con ligeras modificaciones.

Se adiciona agua desionizada al tubo de ensayo que contiene los
eritrocitos, hasta un volumen de 2 ml, y se agita para provocar su hemdlisis
completa. Se deja reposar 15 minutos a 4 °C, para favorecer la
sedimentacion de los restos de membranas celulares. Finalmente, el lisado
se diluye con tampon fosfato 0.01 M (dilucién 1/25) y se mide la
absorbancia a 505 nm en un espectrofotometro UV-VIS termostatizado a 37
°C. Los resultados de actividad enzimatica SOD se expresan como U/g Hb.
Para ello es necesario determinar la concentracion de hemoglobina en

sangre completa.

- Determinacion de hemoglobina eritrocitaria (método Drabkin)

El cianuro potasico oxida la hemoglobina a metahemoglobina que,
por accion  del ferricianuro  potasico se  transforma  en
cianometahemoglobina, compuesto que presenta un maximo de absorbancia
a 546 nm (Garcia-Garcia-Saavedra, 1995).

Se adicionan a una cubeta espetrofotométrica que contiene 1 ml del
reactivo de Drabkin diluido 20l de una disolucdn compuesta por 50ul
eritrocitos y 450 ul de agua desionizada. Se homogeniza por inver8in y se
deja reposar 20 minutos. Posteriormente, se mide la absorbancia a 546 nm,
utilizando como blanco el reactivo de Drabkin diluido. La concentracion de

hemoglobina eritrocitaria se calcula del siguiente modo:
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c=Alc.b

Donde:
c = concentracion de hemoglobina en mol/L
A = absorbancia de la muestra
¢ = coeficiente de extincién molar de la hemoglobina = 1.15 x 10* L/cm/mol

b= anchura de la cubeta espectrofotométrica =1 cm

Finalmente, la concentracion de hemoglobina en eritrocitos

expresada en g/L, se obtiene aplicando a las muestras la expresion:

[Hb]gL = Asagnm X 732.62
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B. Estudio de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad mineral de hierro

y cinc mediante ensayos in vitro

B.1 Contenido mineral (Fey Zn)

Los contenidos de hierro y cinc de las bebidas a base de zumo de
frutas analizados, asi como de sus fracciones bioaccesibles obtenidas tras
digestion gastrointestinal simulada se determinan por espectrofotometria de
absorcién atomica con deteccion de llama (EAA-Ilama) previa destruccion

de la materia orgénica.

a) Destruccion de la materia organica

Las bebidas a base de zumo de frutas y sus fracciones bioaccesibles
se introducen en vasos de precipitados de 100 ml y se llevan a sequedad en
placa calefactora. Posteriormente se introducen en horno mufla con un
incremento gradual de temperatura hasta alcanzar 450 °C, que se mantiene
durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se retiran los vasos de la mufla, se
dejan enfriar a T2 ambiente, se adiciona 1 ml de HNO3 65% (v/v), se llevan a
sequedad en placa calefactora y se introducen de nuevo en la mufla a 450
°C (24 h) hasta la obtencion de cenizas blancas. Las cenizas se disuelven
con 2 ml de HCI fumante. Los vasos de precipitados se cubren con vidrios
de reloj y se llevan a placa calefactora a una temperatura inferior a 70 °C
durante tres horas y media. A continuacion se adicionan otros 2 ml de HCI,

se retiran los vidrios de reloj y los vasos se mantienen en la placa calefactora
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hasta que el volumen se reduce aproximadamente a 1 ml, completando

entonces a 10 ml con agua desionizada.

Control de contaminacion: todo el material de vidrio utilizado en la
determinacion del contenido mineral se lava con agua y detergente; una vez
limpio, se deja en contacto con HNO3; 65% v/v, durante 15 minutos y se
enjuaga tres veces con agua desionizada. De esta manera nos aseguramaos un

material libre de posibles interferentes.

b) Determinacion mineral

Los contenidos de hierro y cinc de las muestras (bebidas a base de
zumo de frutas y fracciones bioaccesibles) se determinan, una vez disueltas
las cenizas, en un espectrofotémetro de absorcion atdbmica con llama. En el
cuadro n° 11 se indican las condiciones instrumentales para la determinacion

de hierro y cinc por EAA-llama.
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Cuadro n° 11. Condiciones instrumentales para la determinacion de hierro y

cinc por EAA-Ilama.

Hierro Cinc
Longitud de onda (nm) 248.3 213.9
Rendija (nm) 0.7 0.2
Intensidad de lampara (mA) 30 15
Flujo de aspiracion (ml/min) 4 4
Flujo de acetileno (I/min) 2 2
Flujo de aire (I/min) 155 15.5
Nebulizador Bola de impacto

B.1.1 Bioaccesibilidad mineral (Fey Zn)

La obtencién de las fracciones bioaccesibles de las muestras objeto
de estudio, se ha descrito al inicio del apartado 3 (Métodos de Analisis).

El porcentaje de bioaccesibilidad se calcula como:

Bioaccesibilidad (%) =100x S/C

siendo S el contenido de Fe y/o Zn de la fraccion bioacgesible (

muestra) y C el contenido total de Fe y/o Zn en la muestra (ug/g muestra).
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B.1.2 Captacion de Fe en células Caco-2 (sintesis de ferritina)

El contenido intracelular de hierro regula de forma directa la sintesis
de ferritina. A su vez, la ferritina actia como un almacen intracelular
citosolico de hierro (Glahn et al., 1998). Para la determinacion del contenido
de ferritina intracelular se utiliza un kit basado en un enzimoinmunoensayo
(ELISA) acoplado a un detector UV-vis.

Las células Caco-2 se siembran en placas de cultivos de 6 pocillos a
la densidad de 50.000 células/cm?. Para favorecer la captacion de hierro, las
celulas se mantienen en medio de cultivo deficitario en dicho mineral. Para
ello se procede a desmineralizar el suero bovino fetal, componente que
aporta la mayor cantidad de hierro al medio, siguiendo el procedimiento
descrito por Alvarez-Hernandez et al., 1991. Cincuenta mililitros de suero
bovino fetal se desmineralizan por agitacion con 15 g de resina Chelex
durante 2 h a pH 4.5. Posteriormente, se incrementa el pH a 7.4 con NaOH,
se deja en reposo durante toda la noche y la mezcla se filtra a través de papel
de filtro. El filtrado se esteriliza mediante un filtro de membrana de 0.2 pm
de diametro de poro.

Una vez el cultivo ha alcanzado la diferenciacion celular (15-18 dias
post-siembra), se aspira el medio, y la monocapa celular se lava 3 veces con
PBS a 37 °C. Se adiciona en cada pocillo 1 ml de fraccion bioaccesible de
las muestras objeto de estudio junto con 1 ml del medio de cultivo 6 2 ml de
medio de cultivo (blanco) a 37 °C y las placas se incuban 2 horas a 37 °C,

5% CO; y 95% humedad relativa. A continuacion se retira la solucion
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afiadida a las células y se reemplaza por 2 ml de medio de cultivo, y se
vuelve a introducir en el incubador otras 22 h.

Posteriormente, la monocapa celular se lava 3 veces con PBS (37
°C), las células se tripsinizan con tripsina-EDTA y se recogen con 2 ml de
agua desionizada. La suspension celular se homogeniza en un Polytron® a
17.000 rpm durante 3 minutos a 4 °C.

Para el ensayo ELISA se usa un kit con anticuerpos de ferritina
humana conjugada con fosfatasa alcalina. Esta reacciona con una disolucion
sustrato que consiste en fenilfosfato disédico y 4-amino-antipirina. Para el
desarrollo del color se adiciona ferrocianuro potasico y se mide la densidad
6ptica a 500 + 10 nm usando el lector de placas VICTOR®.

Para expresar el contenido de ferritina en funcion de la cantidad de
proteina celular (ng ferritina/mg proteina celular), se determina el contenido
proteico de la monocapa celular por el método Lowry descrito en el

apartado A.2.1 (Contenido intracelular de glutation reducido (GSH)).

4. ANALISISESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en los diferentes
ensayos, se realiza aplicando los programas informaticos Statgraphics Plus
v. 5.1 (Rockville, MD, USA) y SPSS v.15.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). En todos los casos los niveles de significacion se ajustan a un nivel
de probabilidad del 95 % (p<0.05).

Para el estudio del efecto del almacenamiento en refrigeracion y de
la digestion gastrointestinal simulada sobre la capacidad antioxidante total,

vitamina C y polifenoles de los zumos de frutas se aplica un ANOVA de
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dos factores (almacenamiento: tiempo (0, 45, 90, 135 dias) y formulacion;
digestion: tipo de muestra (digerida o no) y formulacién) y un test de Tukey.

En los estudios de citoproteccion se utiliza un ANOVA de un factor
seguido de los tests Tukey o LSD para evaluar las diferencias
estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos.

Por su parte, en los estudios de actividad antiproliferativa se utiliza
el test de la t de Student, salvo en el caso de la cuantificacion de polifenoles
en que se aplica un ANOVA de un factor seguido del test de Tukey.

En el caso del estudio de intervencion con humanos en donde se
determina la capacidad antioxidante total sérica y la actividad SOD
eritrocitaria, se realiza un ANOVA de medidas repetidas de 2 factores
(factor tiempo: 0, 3 semanas para los estudios 1 y 2 (BZ y BZL), 6 12
semanas para el estudio 3 (BZFeL); factor estudio: 1, 2 y 3) y un ANOVA
de medidas repetidas para el estudio 3 (factor tiempo: 0, 3, 6, 9 y 12
semanas). Para comprobar la distribucién normal de los datos se aplica el
test de Kolmogorov-Smirnov con la correccion de Lillefors. Las
interacciones entre tiempo y tipo de intervencion (estudio) también se
incluyen en el modelo. En caso de que alguna interaccion sea significativa,
la comparacion se realiza por pares usando el ajuste para comparaciones
multiples de Bonferroni.

A los datos obtenidos de bioaccesibilidad mineral y sintesis de
ferritina se aplica un ANOVA de un factor y el test de Tukey.
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Los resultados y discusion se exponen en base a los objetivos

previamente indicados.

A. Evaluacion de la funcionalidad de una bebida a base de zumo de
frutas rica en antioxidantes suplementada o no con hierro y cinc y/o
leche.

1. Propiedades antioxidantes de las bebidas a base de zumo de frutas
durante e almacenamiento en refrigeracion y tras una digestion
gastrointestinal simulada.
a) Almacenamiento en refrigeracion
- Capacidad antioxidante total (CAT)

En el cuadro n® 12, se muestran los valores de CAT de las bebidas a
base de zumo de frutas almacenadas en refrigeracion (2-4 °C) durante el

periodo de estudio (135 dias) determinados mediante los métodos ORAC y
TEAC.
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Cuadro n° 12. Bebidas a base de zumo de frutas: capacidad antioxidante total (métodos ORAC y TEAC)

durante el almacenamiento en refrigeracion.

ORAC TEAC
0 dias 45 dias 90 dias 135 dias 0 dias 45 dias 90 dias 135 dias
Bz 92909 +539 7254+225 4116+72 9607 +£256 5756+ 185 5789+ 168 5608+346 6072+ 348
BZFe 9087 +1198 7340+140 3402+996 7725107 4942 + 425 5044 £ 273 4807 £969 5737 +£237
BZZn 9564 + 8 8308 +511 4731+29 9128+ 1165 5748+371 5633+326 5376+445 6239+ 313
BZFeZn 10025 £ 677 7072+498 6418 + 314 8467 + 97 5831+ 377 5519+161 4648+743 6242+51
BZL 6617 £832 7285+256 6396+276 9390+614 5314 +1498 5673+95 4610+678 6086 + 644

BZFeL 6211+£796 7912+1279 5235+398 8258+ 1160 3567 461 5040+536 4590 * 23 4323 + 25
BZZnL 4896 +319 6913 +598 7064 +434 10506 + 1675 4064 +1724 5061 +73 4477 +539 5827 *+ 436
BZFeZnL 4956+ 610 6816+ 657 6380+206 9454 +1225 4224+912 4740+397 4821+586 4743+ 1344

Las unidades se expresan como puM Trolox [media + desviacion estandar (n = 3)].



Resultados y Discusion

Los valores de CAT de las bebidas a base de zumo de frutas
obtenidos a tiempo cero se hayan comprendidos en los intervalos 4896-
10025 y 3567-5831 puM Trolox para l&todnos ORAC y TEAC,
respectivamente. Al comparar estos valores con los obtenidos en la
bibliografia (Miller & Rice-Evans, 1997; Arena et al., 2001; Pellegrini et al.,
2003; Wang et al., 1998) en diversos zumos de frutas mediante los métodos
ORAC (3000-14900 puM Trolox) y TEAC (2190-5830 uM Trolox), se
observa que nuestros resultados estan incluidos en dichos intervalos. No
obstante, no es posible realizar una comparacion adecuada ya que no se
dispone de informacidn relativa a la misma mezcla de zumos de frutas (uva-
naranja-melocotén) utilizadas en el presente trabajo, ni de la misma
metodologia (longitud de onda, tiempo de analisis y generador de radicales).
Ademas, debe destacarse que los valores obtenidos con los métodos ORAC
y TEAC so6lo deben compararse cuando se utiliza el mismo método con el
mismo disolvente (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006).

Al comparar ambos métodos, se observa una correlacion lineal débil
(r =0.460, p = 0.002) entre ellos. Este hecho se corresponde con la ausencia
de correlacién entre los métodos ORAC y TEAC indicada por Cao & Prior
(1998), ya que utilizan distintos mecanismos de reaccion (HAT y ET,
respectivamente) para cada método. Asimismo, ndétese que en el presente
estudio los valores de CAT son superiores con el método ORAC vs TEAC,
hecho constatado por otros autores en zumos de frutas suplementados con
leche (Skrede et al., 2004; Zulueta et al., 2008).

La leche desnatada, en la proporcion presente en las bebidas (11%
v/v), proporciona valores de CAT de 854.3 = 1159 y 461.0 £ 144 uM
Trolox con los métodos ORAC y TEAC, respectivamente, por lo que cabria
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esperar un aumento en la CAT en las muestras conteniendo leche. A pesar
de las propiedades antioxidantes descritas para la leche (Chen et al., 2003),
las muestras que la contienen son las que presentan una menor CAT a
tiempo cero. En este sentido, se han descrito interacciones entre los
polifenoles y las proteinas de la leche en bebidas tales como té verde y té
negro (Arts et al., 2002) y café (Dupas et al., 2006a). En té verde y té negro
se ha descrito un enmascaramiento de la capacidad antioxidante debido a las
interacciones entre los grupos prolina de la B-caseina y los grupos hidroxilo
de la catequina, mientras que en el caso del café, las interacciones entre el
acido clorogénico y la leche no han mostrado un efecto significativo en la
CAT.
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Figura n°® 15. Evolucion de la capacidad antioxidante total durante el almacenamiento
determinado por los métodos ORAC (A) y TEAC (B). Intervalos de las medias de los
valores obtenidos en los cuatro periodos de estudio independientemente de la formulacién

de la muestra. Test de Tukey (p<0.05). Los valores son media + desviacion estandar. Letras

distintas indican diferencias estadisticamente significativas.
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Figura n® 16. Capacidad antioxidante total, de acuerdo a la formulacién, determinada por
los métodos ORAC (A) y TEAC (B). Intervalos de las medias de los valores obtenidos en
las ocho formulaciones del estudio independientemente del tiempo de almacenamiento.
Test de Tukey (p<0.05). Los valores son media + desviacion estandar. Letras distintas

indican diferencias estadisticamente significativas.
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En la figura n° 15 se muestra la evolucion de la capacidad
antioxidante determinada por los métodos ORAC (15a) y TEAC (15b)
durante el almacenamiento, considerando de manera conjunta todas las
muestras. Se observa un incremento de la CAT estadisticamente
significativo (p<0.05) con ambos métodos (16.4% y 12.8% para ORAC y
TEAC, respectivamente) al final del periodo de vida atil del producto (135
dias) vs al producto recien fabricado (0 dias).

Este incremento podria ser debido a la mejora en las propiedades
antioxidantes de compuestos presentes en las bebidas (p. ej. los polifenoles
que han sufrido oxidacion quimica o enzimatica muestran mayor capacidad
antioxidante en estados intermedios de oxidacion frente a los no oxidados,
debido a la mayor capacidad para donar un radical hidrégeno de los grupos
hidroxilo del anillo aromético y/o a la capacidad del anillo aromatico de
soportar el electron desapareado mediante deslocalizacion en su estructura
resonante (Nicoli et al., 1999)). Ademas, segun Pinelo et al. (2004), un
incremento en la capacidad antioxidante podria justificarse por la elevada
tendencia que presentan los polifenoles de sufrir reacciones de
polimerizacion, mediante las cuales, los oligomeros formados poseen
disponibles areas mayores para soportar la deslocalizacion electronica. Junto
a ello, también debe considerarse la formacion de nuevos compuestos con
capacidad antioxidante (p. ej. formacién de productos finales de la reaccion
de Maillard formados durante el almacenamiento prolongado con capacidad
antioxidante (Nicoli et al., 1999; Lee, 1992; Klimczak et al., 2007)). En este
sentido, Del Caro et al. (2004) encuentran un aumento en los valores TEAC

en zumos de pomelo tras 15 dias de almacenamiento en refrigeracion, hecho
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que atribuyen a la presencia de polifenoles en estados intermedios de
oxidacion o a la formacion de novo de &cidos hidroxicindmicos.

Durante el periodo de almacenamiento (t = 0 a t = 135 dias) se
observan fluctuaciones en la CAT (ver figura n° 15). Se han mostrado
variaciones en el contenido de flavonoides (Del Caro et al., 2004) asi como
en el contenido total de polifenoles (Piljac-Zegarac et al. 2009) en distintos
zumos de frutas durante su almacenamiento en refrigeracion; hecho que
podria explicar los cambios descritos anteriormente para la capacidad
antioxidante. Cuando la polimerizacion de polifenoles excede un valor
critico, puede producirse un descenso en la capacidad antirradicalaria
debido a la complejidad molecular y al impedimento estérico, factores que
disminuirian la disponibilidad de los grupos responsables de la capacidad
antioxidante, los grupos hidroxilo (Pinelo et al., 2004). En un estudio
llevado a cabo con zumo de naranja almacenado 6 meses a 18 °C (Klimczak
et al.,, 2007) también se han observado fluctuaciones en los polifenoles
totales y en la capacidad antioxidante. El descenso en la capacidad
antioxidante se asocia a la disminucién en el contenido de compuestos
polifendlicos y de vitamina C, mientras que el incremento de la CAT se
relaciona a la formacion de productos finales de la reaccion de Maillard.

En la figura n°® 16, al considerar la formulacion de las muestras
independientemente del periodo de almacenamiento, no se observan
diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en la CAT determinada
por el método ORAC (16a), y si en algunos casos con el método TEAC

(16b), aungue no siguen una pauta clara.
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En la figura n® 17, se muestra la interaccion entre los factores tiempo
de almacenamiento y formulacion de muestras, en el caso de la

determinacion por ORAC.

Figura n°® 17. Bebidas a base de zumo de frutas: interaccion entre los

factores tiempo de almacenamiento y formulacion.
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La interaccion se manifiesta entre el periodo inicial y a los 45 dias de
almacenamiento. En este intervalo de tiempo (de O a 45 dias), se observa
que la CAT de las muestras con leche aumenta mientras que en las que no la
contienen disminuye.

La suplementacion mineral de las muestras con hierro y/o cinc, no
influye sobre la CAT. Se ha descrito un efecto antioxidante para el cinc
debido a la proteccién que ejerce sobre los grupos sulfhidrilo de las

proteinas, asi como reduccion del radical OH" a H,O, por antagonismo con

129



Resultados y discusion

metales de transicion tales como hierro y cobre (Powell, 2000). Para el
hierro, se han descrito efectos pro-oxidantes por su participacion en
reacciones tipo Fenton (Herbert et al., 1996), o como consecuencia de las
interacciones hierro-polifenoles tanto con hierro en estado ferroso como
ferrico disminuyendo la capacidad antioxidante en vino tinto (Argyri et al.,
2006) y té verde (Alexandropoulou et al., 2006).

Los principales componentes presentes en la bebidas a base de zumo
de frutas objeto de estudio que influyen en su capacidad antioxidante son el

acido ascorbico y los polifenoles.

- Acido ascérbico

La evolucion del contenido en acido ascérbico de las muestras en el

almacenamiento se indica en el cuadro n° 13.
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Cuadro n° 13. Bebidas a base de zumo de frutas: contenido de acido

ascorbico (mg/mL) a lo largo del almacenamiento en refrigeracion.

0 dias 45 dias 90 dias 135 dias
BZ 0.662 + 0.004 0.666 +0.008 0.673+0.015 0.617 +0.052
BZFe 0.653+0.008 0.633+0.018 0.629+0.084 0.622 + 0.055
BZZn 0.668 + 0.001 0.666 +0.002 0.671+0.005 0.662 +0.012
BZFeZn  (0.664 +0.002 0.655+0.002 0.633+0.000 0.682 +0.008
BZL 0.662 +0.008 0.660 +0.005 0.686 +0.002 0.644 +0.014
BZFeL  0.670+0.001 0.658+0.007 0.637 +0.005 0.608 + 0.020
BZZnL  0.665+0.002 0.678+0.002 0.686 +0.002 0.660 + 0.009
BZFeZnL 0.671+0.000 0.645+0.011 0.639 +0.008 0.625 + 0.094

Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 3).

El mayor contenido de &cido ascérbico encontrado en las muestras
analizadas, frente al contenido declarado por el fabricante, responde a la
practica habitual en la industria alimentaria de adicionar una mayor cantidad
a la indicada en el etiquetado, en prevision a las pérdidas debidas al
procesado.

En la figura n® 18, se muestra el resultado correspondiente al test de

Tukey aplicado a los contenidos de acido ascérbico obtenidos.
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Figura n° 18. Bebidas a base de zumo de frutas: evolucidn del contenido de
acido ascorbico durante el almacenamiento, independientemente de la
formulacion de la muestra. Test de Tukey (p<0.05). Los valores son media +
desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias estadisticamente

significativas.
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Se observa un descenso estadisticamente significativo (p<0.05) del
contenido de acido ascorbico entre el periodo inicial (0 dias) y el final de la
vida util (135 dias), aunque de escasa relevancia (4%), lo que indica que el
contenido en &cido ascdrbico se mantiene durante el almacenamiento. La
presencia de polifenoles en derivados citricos puede ejercer un efecto
protector sobre el acido ascérbico, evitando su oxidacion, ya que los
polifenoles poseen un potencial redox superior al &cido ascorbico (Miller &
Rice-Evans, 1997).
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No se observan diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
en funcion de la formulacién de las bebidas de zumo de frutas analizadas

independientemente del tiempo de almacenamiento.

b) Digestion gastrointestinal simulada

La capacidad antioxidante total, polifenoles solubles totales y
contenido en &cido ascorbico de las bebidas objeto de estudio (135 dias
almacenadas a 2-4 °C) antes y después de la digestion gastrointestinal
simulada se muestran en el cuadro n°® 14,

Sefalar que las bebidas son de un lote distinto a los indicados en

apartados anteriores.
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Cuadro n°® 14. Bebidas a base de zumo de frutas y sus fracciones

bioaccesibles:

capacidad antioxidante total (uM Trolox), polifenoles

solubles totales (mg GAE/L) y contenido en acido ascorbico (mg/mL).

BZ

BZFe

BZZn

BZFeZn

BZL

BZFeL

BZZnL

BZFeZnL

ORAC TEAC Polifencles Acido ascorbico
solublestotales
11860 + 616 6517 £ 172 1066 £ 33 0.421 £0.017
(9788 + 393) (5826 + 202) (1181 + 17) (0.580 % 0.012)
11528 + 420 5849 + 235 905 + 29 0.322 + 0.009
(7649 + 461) (5904 + 384) (989 + 16) (0.661 % 0.019)
10391 + 827 6968 + 286 1056 + 59 0.426 + 0.010
(8304 + 1378) (6018 + 183) (1380 + 27) (0.654 + 0.025)
11905 + 296 7138 + 305 952 + 40 0.394 + 0.019
(8536 + 303) (6206 + 339) (1244 + 67) (0.688 = 0.026)
19261 + 679 7947 = 204 1273 £ 62 0.531£0.019
(9824 + 92) (6541 + 151) (1327 £ 52) (0.634 = 0.026)
12813 + 870 5610 = 329 1131 £ 56 0.442 £ 0.020
(7438 + 667) (4305 + 183) (1249 + 5) (0.594 + 0.019)
11655 + 450 7605 + 377 1082 + 56 0.294 + 0.009
(9322 + 380) (5519 + 143) (1476 + 60) (0.667 + 0.025)
20917 £ 107 5298 + 270 943 + 41 0.391 + 0.010
(8588 + 522) (3793 + 101) (1162 + 50) (0.559 + 0.019)

Los valores se expresan como media + desviacién estandar (n = 3).

Entre paréntesis resultados correspondientes a las bebidas a base de zumo de frutas.
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A los resultados de capacidad antioxidante total, polifenoles solubles
totales y contenido en &cido ascorbico se les aplica un tratamiento
estadistico ANOVA de dos factores (formulacion de muestras y tipo de
muestras — digeridas o no digeridas).

Se observa un incremento estadisticamente significativo (p<0.05) en
la capacidad antioxidante total (ORAC y TEAC) de las fracciones
bioaccesibles respecto a las bebidas a base de zumo de frutas:

- ORAC: 13791 * 3967 uM Trolox en fracciones bioaccesibles vs.

8681 £ 904 uM Trolox en bebidas a base de zumo de frutas.

- TEAC: 6616 + 963 uM Trolox en fracciones bioaccesibles vs. 5514

+ 960 uM Trolox en bebidas a base de zumo de frutas.

- Componentes que influyen en la capacidad antioxidante total.

a) Polifenoles

El incremento en la capacidad antioxidante total tras la digestion
gastrointestinal es del 59% y 20% para ORAC y TEAC, respectivamente.
Esta mejora en la capacidad antioxidante podria ser explicada, al menos en
parte, por la liberacién de antioxidantes (principalmente polifenoles) de la
matriz alimentaria debido a la accion de los enzimas digestivos, tal y como
se indica en diversos estudios en cereales (Nagah & Seal, 2005; Liyana-
Pathirana & Shahidi, 2005; Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2005) y en una

dieta completa (Saura-Calixto et al., 2007). En estos estudios se sugiere que
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con los tratamientos enzimaticos aplicados durante el proceso de digestion,
se liberan compuestos fenolicos de carbohidratos y proteinas.

Para confirmar esta posibilidad, se determina el contenido de
polifenoles solubles totales en las bebidas a base de zumo de frutas antes y
después de la digestion gastrointestinal simulada (ver cuadro n° 14).

La muestra BZFe presenta el menor contenido polifendélico (p<0.05),
hecho que puede ser explicado por las interacciones Fe-polifenoles. Los
compuestos polifendlicos presentan diferentes estructuras con distintas
caracteristicas de unién al hierro. Khokhar & Owusu Apenten (2003) han
utilizado disoluciones modelo para estudiar la unién entre hierro y
polifenoles y han sugerido que los siguientes grupos aromaticos hidroxilo
son importantes en dicha unién: (1) grupos orto-dihidroxilo, (2) presencia de
grupo hidroxilo 5-OH y/o 3-OH en conjunciéon con un grupo cetona en
posicién C4, y (3) un namero elevado de grupos hidroxilo. En este sentido,
se ha indicado un descenso en el contenido polifendlico total (determinado
por el método Folin-Ciocalteu) en vino tinto (Argyri et al., 2006) y té verde
(Alexandropolou et al., 2006), bajo condiciones de digestion gastrointestinal
in vitro, tras la adicién de hierro a concentraciones 0.25 mM y 1 mM (0.53
mM en las muestras suplementadas con hierro del presente estudio), hecho
atribuido a la formacion de quelatos.

El contenido de polifenoles de las muestras sin digerir, se encuentra
comprendido entre 989-1476 mg GAE/L, del orden de los valores indicados
en zumos de citricos (Gardner et al., 2000; Wu et al., 2004) y bebidas a base
de zumo de frutas con leche (Zulueta et al., 2007) (504-3510 mg GAE/L y
265-999 mg GAE/L, respectivamente).

136



Resultados y Discusion

Tras la digestion, se observa una disminucion estadisticamente
significativa (p<0.05) del 16% en el contenido de polifenoles solubles
totales. Por lo tanto, parece que la liberacion de polifenoles por el
tratamiento enzimatico, tal y como se ha indicado anteriormente, no es la
razén del aumento en la capacidad antioxidante total. Estudios llevados a
cabo con zumos de frutas sometidos a un proceso de digestion
gastrointestinal in vitro han mostrado un descenso en el contenido total de
polifenoles. En zumo de Aronia melanocarpa se observo un descenso entre
un 15.5% a un 50%, determinado por HPLC (Bermudez-Soto et al., 2007b).
Sin embargo, cuando el método de digestion in vitro incorpora una
membrana de dialisis, las pérdidas en compuestos fendlicos determinados
por el método Folin-Ciocalteu son siempre mayores, siendo superiores al
70% en zumo de naranja (Gil-l1zquierdo et al., 2002) y zumo de granada
(Pérez-Vicente et al., 2002). Esta disminucion de polifenoles se atribuye al
rapido descenso en la estabilidad de los polifenoles en las condiciones
ligeramente alcalinas alcanzadas durante el proceso de digestion, hecho que
podria ocasionar la formacion de otros compuestos desconocidos y/o no
detectables con diferentes propiedades quimicas y distinta bioaccesibilidad
(Bermudez-Soto et al., 2007b).

Con el objeto de estudiar el perfil polifenolico en las bebidas a
base de zumo de frutas, antes y después de la digestién, se han realizado
determinaciones (en funcién de la instrumentacién disponible) por HPLC-
DAD-MS/MS para las bebidas base (BZ) y las suplementadas con hierro y
hierro-leche (BZFe y BZFeL) y por HPLC-DAD todas las suplementadas
con cinc (BZZn, BZFeZn, BZZnL y BZFeZnL).
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En la figura n° 19 se muestra, a modo de ejemplo, los cromatogramas
correspondientes a los polifenoles de la muestra BZZn antes y después de la
digestion gastrointestinal. Asimismo, en el cuadro n° 15 se muestra el perfil
de polifenoles y en la figura n° 20 el efecto de la suplementacion con hierro

y la presencia de leche antes y después de la digestion gastrointestinal.

Figura n° 19. Cromatograma de la muestra BZZn antes (A) y después (B) de la digestion
gastrointestinal simulada. (1) Acido neoclorogénico, (2) Procianidina dimero, (3)
Procianidina trimero, (4) Procianidina trimero, (5) Acido clorogénico, (6) Isémero de &cido
clorogénico, (7) Vicenina-2 (apigenina di-C-hexdsido), (8) Hexosil-narirrutina, (9)
Narirrutina, (10) Procianidina trimero, (11) Hesperidina y (12) Didimina.
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Cuadro n°® 15. Compuestos fendlicos mayoritarios en BZ, BZFe y BZFeL (mg/L) determinados por HPLC-DAD-MS/MS antes y después de la digestion

gastrointestinal.

N° Pico Compuesto MS[M-H] MSMS BZ BZFe BZFeL BZ (digerido) BZFe (digerido) BZFeL (digerido)
Derivados del &cido hidroxicinamico
1 Acido neoclorogénico 353 191, 179 36.3+0.5 30.9+0.5 8.0+1.0 11.3+0.8 7.7x0.7 8.7+1.1
5 Acido clorogénico 353 191, 179 76.7+4.0 66.7+5.4 17.4+2.0 36.3+2.8 32.2+4.5 29.2+1.6
6 Isémero &cido clorogénico 353 191, 179 9.9+1.7 8.1+0.7 5.2+1.5 10.6+£3.4 4.3+0.5 5.2+0.2
Total 144.4+8.0 128.3+9.2 43.9+4.8 91.2+8.0 69.5+6.9 59.1+7.2
Flavonas
7 Vicenina-2 593 473, 383, 10.0£1.5 7.9+0.5 6.1+0.4 7.2+1.6 5.6+1.9 3.9+0.1
353
Total 15.3+3.6 11.0+0.7 8.6x0.5 9.5+1.9 6.7+2.2 5.9+0.7
Flavan-3-oles
2 PCA dimero 577 289 56.0+2.1 48.1+3.1 10.5+1.9 26.0+£3.3 14.8+1.8 ND
3 PCA trimero 865 577, 289 44.1+3.2 38.2+2.3 ND 19.5+2.1 14.0£1.4 ND
4 PCA trimero 865 577, 289 47.2+2.1 29.4+3.2 ND 13.6+0.5 4.4+0.1 ND
10 PCA trimero 865 577, 289 14.740.2 14.5+0.4 11.1+1.2 7.2+0.3 6.8+0.3 T
Total 194.0+9.8 151.2+10.2 23.5+4.2 68.8+10.0 45.1+3.3 -
Flavanonas
8 Hexosil-narirrutina 777 580, 433, 17.8+0.7 13.0+£3.2 10.3+1.4 16.1+1.6 9.6+2.8 9.8+0.4
271
9 Narirrutina 579 271 41.6x7.8 40.2+1.7 34.8+2.1 33.8+1.9 25.0+1.5 24.5+1.2
11 Hesperidina 609 301 126.1+28.9  120.9+20.8  117.3+17.0 62.7+2.3 57.5+2.6 54.7+2.4
12 Didimina 593 285 10.0+1.8 9.7+0.8 8.5+1.0 7.3+0.3 5.8+0.8 5.1+0.6
Total 215.0+37.0 2035+31.0  180.9+24.4 134.1+7.3 105.0+7.7 104.7+9.7
Polifenoles totales 568.7+62.1 494.0+60.1 256.9+40.1 303.6+32.2 226.3+22.1 169.7+27.3

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Los polifenoles se agrupan segun su estructura quimica. La cantidad total de cada grupo de
polifenoles incluye otros compuestos minoritarios no mostrados en el cuadro. El n° de pico se corresponde con la figura n°® 19.
PCA: procianidina. ND: no detectado. T: traza (detectado por la masa iénica, pero no cuantificado).
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Figura n° 20. Efecto de la suplementacion con hierro y presencia de leche sobre el
contenido polifendlico antes (A) y después (B) de la digestion. Antes de la
digestion, los valores dentro de las barras Yy los valores entre paréntesis, son
pérdidas de cada grupo de polifenoles y de polifenoles totales, respectivamente,
referido a la muestra BZ. Tras la digestion, los valores dentro de las barras y los
valores entre paréntesis, son pérdidas de cada grupo de polifenoles y de polifenoles

totales, respectivamente, referido a su muestra homologa sin digerir.

(A) Antes digestion
I Acidos hidroxicindmicos O Flavanonas O Flavonas O Flavan-3-oles
600 (100%)
500 - (13%)
100%
i -22%
3 400 100% 289
~ - (]
g 300 (sa80) 7%
200 | 100% 5.3% -44%
-15.8%
100 100% -11%
0 -69%
BZ BZFe BZFelL
(B) Después digestion
I Acidos hidroxicinamicos O Flavanonas O Flavonas O Flavan-3-oles
350 -
(-47%)
300 -
250 - oa% (-54.2%)
-38%
< 200 -70.2% (-34%)
-39.1%
g’ 150 - 37.6% 0 — -31.4%
100 - -48.4% 42 1%
50 A o
S LB +25.7%
0
BZ dig. BZFe dig. BZFel dig.
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El contenido total de polifenoles antes de la digestion
gastrointestinal de las muestras BZ, BZFe y BZFeL, esta comprendido entre
257 y 569 mg/L (cuadro n° 15). El contenido en polifenoles determinado
mediante HPLC es inferior al obtenido por el método de Folin-Ciocalteu
(polifenoles solubles totales) debido a que no todos los polifenoles estan
caracterizados, 0 a que no presentan buena resolucion cromatografica. Por
otra parte, los resultados obtenidos por el método Folin-Ciocalteu pueden
estar sobreestimados, ya que en los alimentos existen otros componentes no
fendlicos que actian como agentes reductores (Spencer et al., 2008).

Se han identificado cuatro grupos principales de polifenoles en las
bebidas a base de zumo de frutas: derivados del acido hidroxicinamico,
flavanonas, flavonas y flavan-3-oles. Asimismo, se han identificado 27
compuestos fendlicos individuales por su espectro UV y de masas, asi como
por sus iones producto, mostrdndose sélo los mas significativos (cuadro n®
15, figura n° 19).

La muestra BZ es la que presenta mayor contenido en compuestos
fendlicos (p<0.05), principalmente flavanonas y flavan-3-oles, seguido de
derivados del &cido hidroxicinamico y en menor cantidad flavonas (cuadro
n° 15, figura n° 20). La suplementacion con hierro (BZFe) provoca un
descenso significativo (p<0.05) (13%) en los polifenoles totales respecto a
la muestra BZ, siendo las flavonas y los flavan-3-oles los compuestos mas
afectados (cuadro n° 15, figura 20a). En la muestra BZFeL se observa un
descenso del 55% de polifenoles totales respecto a la muestra BZ. Este
hecho es acorde con la formacion de complejos entre caseina y polifenoles

en té verde (Alexandropoulou et al., 2006) y vino tinto (Argyri et al., 2006),
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asi como en sus digeridos, suplementados con caseina, debido a
interacciones hidrofébicas y puentes de hidrdgeno.

Se observa un descenso del 69% en los acidos hidroxicindmicos de
la muestra BZFeL respecto a la muestra BZ. Del mismo modo, se han
descrito interacciones entre &cido clorogénico del café y leche desnatada en
soluciones modelo (Dupas et al., 2006b). En esta muestra (BZFeL), los
flavan-3-oles son los que presentan un descenso mas acusado (88% respecto
a la muestra BZ), hecho similar al hallado por Arts et al. (2002) en te verde
y té negro, donde se observa un enmascaramiento de la capacidad
antioxidante total debido a las interacciones entre epigalocatequina galato y
acido galico con B-caseina.

Tras la digestion gastrointestinal, se observa en la muestra BZ los
mismos compuestos fendlicos mayoritarios que antes de la digestion (figura
n° 19) pero en menor cantidad, con pérdidas de hasta un 47% (cuadro n° 15,
figura 20b). Como se ha indicado anteriormente, las condiciones
ligeramente alcalinas alcanzadas durante el proceso de digestion, asi como
interacciones entre polifenoles y los enzimas digestivos podrian explicar
este hecho (Friedman & Jurgens, 2000). Los acidos hidroxicindAmicos
disminuyen un 37% tras la digestion (Figura 20b), y de éstos se pierde un
68% Yy 53% para el acido neoclorogénico y clorogénico, respectivamente
(cuadro n° 15). Estos resultados se corresponden con las elevadas pérdidas
indicadas para estos dos compuestos en brocoli sometido a un proceso de
digestion gastrointestinal (Vallejo et al., 2004). No obstante, difieren de los
resultados de Bermudez-Soto et al. (2007b) en zumo de Aronia
melanocarpa digerido, donde el acido neoclorogénico desciende un 28%,

mientras que el &cido clorogenico aumenta un 24%. El efecto de la matriz
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alimentaria (posibles interacciones con pectinas, proteinas, fibra...) podria
ser la razon de estas diferencias. Con respecto a las flavanonas, se produce
un descenso del 38% tras la digestion, siendo la hesperidina el compuesto
que experimenta el mayor descenso (p<0.05). Del mismo modo, las flavonas
también se reducen un 38%. Estos resultados se corresponden con los
indicados por Gil-1zquierdo et al. (2001) en zumo de naranja sometido a un
proceso de digestion gastrointestinal, donde las flavanonas (hesperidina y
narirrutina) y la flavona vicenina-2 se hallaron en cantidades menores
respecto al zumo original. En el caso de los flavan-3-oles, su descenso
(64%) en la muestra BZ tras la digestion esta acorde con lo indicado por
Bermudez-Soto et al. (2007b) en zumo de Aronia melanocarpa tras
digestion gastrointestinal.

En la muestra BZFe los polifenoles totales descienden un 54% tras la
digestion. EI comportamiento de los polifenoles individuales de cada grupo
es similar al comentado anteriormente para la muestra BZ, si bien se
observa un menor contenido en los acidos hidroxicinamicos, flavanonas y
flavan-3-oles (cuadro n® 15, figura 20b) posiblemente debido a la presencia
de hierro. Este hecho puede ser debido a las interacciones y formacion de
quelatos entre el hierro y los polifenoles. En este sentido, Boato et al.
(2002), utilizando un modelo que combina digestion gastrointestinal in vitro
y células Caco-2, han indicado que zumos de uva tinta y de ciruela
presentan un efecto inhibidor sobre la biodisponibilidad de hierro,
probablemente debido a la presencia de polifenoles con grupo galoilo, el
cual presenta una elevada afinidad por el hierro. Asimismo, se ha constatado

un descenso en la concentracion de polifenoles debido a la presencia de
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hierro, bajo condiciones de digestion gastrointestinal, en té verde
(Alexandropoulou et al., 2006) y en vino tinto (Argyri et al., 2006).

Los polifenoles totales descienden un 34% por efecto de la digestion
en la muestra BZFeL (cuadro n® 15, figura n® 20b). Se aprecia un
incremento en el contenido de acido clorogénico respecto a la muestra sin
digerir. Este hecho podria ser en parte explicado por la presencia de CPPs
formados durante el proceso de digestion, los cuales tienen una elevada
capacidad de union con el hierro (Miquel et al., 2005). Asi pues, la
formacion de complejos solubles entre hierro y CPPs en la muestra BZFeL
digerida podria parcialmente contrarrestar la interaccion negativa entre
hierro y polifenoles. Otra posible explicacion podria ser la disrupcion
parcial de las interacciones polifenoles-leche durante el proceso de digestion
indicada para el acido clorogénico del café y leche desnatada (Dupas et al.,
2006b). Sin embargo, este hecho no sucede en el caso de los flavan-3-oles,
los cuales no son detectables después de la digestion, lo cual sugiere que la
leche presenta un efecto critico sobre estos compuestos en la muestra
BZFeL digerida.

Como se ha indicado anteriormente, el perfil polifendlico de las
bebidas y sus digeridos suplementados con cinc, se ha determinado por
HPLC-DAD. Los resultados se indican en el cuadro n° 16. Asimismo, en la
figura n® 21 se muestra el efecto del cinc sélo o suplementado
conjuntamente con hierro y/o leche sobre el perfil polifendlico antes y

después del proceso de digestion.
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Cuadro n° 16. Compuestos fenolicos mayoritarios en BZZn, BZZnFe, BZZnL y BZZnFeL (mg/L) determinados por HPLC-DAD antes y después de
la digestion gastrointestinal.

N° pico Compuesto BZZn BZZnFe BZZnL BZZnFeL BZZn BZZnFe BZZnL BZZnFeL
dig. dig. dig. dig.
Derivados del acido hidroxicinamico
1 Acido neoclorogénico 28.0+4.1 21.0+0.4 19.440.7 12.2+0.8 11.5+0.3 12.8+0.4 12.740.6 6.0£0.1
5 Acido clorogénico 78.845.7 71.6+3.5 63.8+0.8 38.9+2.2 55.5+0.6 45.742.0 47.845.7 25.8+1.7
6 Isémero acido clorogénico 18.8+1.2 16.7+1.1 18.940.2 12.442.6 15.3+0.3 9.5+0.1 7.1+0.1 10.1+£3.6
Total 150.4+6.7 133.3+2.6 117.7+2.2 75.1+0.6 94.7+6.1 81.8+3.7 80.1+1.4 52.2+0.8
Flavonas
7 Vicenina-2 5.80.7 5.70.2 6.3+1.2 5.0£0.2 4.7+1.9 5.620.6 3.720.6 4.10.1
Total 7.7+0.4 7.2+0.1 6.9+0.1 6.3+0.2 5.8+1.9 6.8+0.3 4.5+0.7 5.1+0.1
Flavan-3-oles
2 PCA dimero 67.5+1.7 59.8+15.2 35.840.2 28.7+4.5 44.4+4.0 31.2+8.0 36.6+1.1 ND
3 PCA trimero 67.1+0.6 52.5+16.2 54.2+0.4 19.520.1 47.7+4.6 53.3+10.8 58.2+7.1 85.7+8.1
4 PCA trimero 16.4+0.6 3.1+2.1 3.8+2.6 2.5+0.1 11.0£2.0 1.6+0.1 3.3+0.6 1.3+0.2
10 PCA trimero 5.3+0.4 9.1+1.6 4.0+1.1 7.7£3.7 6.2+0.1 7.4+1.4 5.4+0.6 7.2+1.5
Total 154.3+5.3 124.5+1.5 102.1+7.1 57.2+6.5 109.4+12.5 94.7+0.3 103.7£23.5 94.2+9.9
Flavanonas
8 Hexosil-narirrutina 10.820.5 16.1+3.8 8.5+1.5 8.3+0.6 10.5+1.8 8.9+0.9 8.3x1.0 11.76.8
9 Narirrutina 39.8+0.8 45.3+1.4 38.6+1.6 40.8+2.5 39.5+1.1 38.8+1.6 34.743.2 30.3+0.1
11 Hesperidina 108.9+2.7 103.0+4.8 86.9+2.9 96.1+6.0 64.7+4.7 57.6+1.6 50.845.8 48.6+0.8
12 Didimina 9.5+0.6 8.9+0.2 9.5+0.5 8.6+0.3 7.5+0.5 7.6+0.1 6.9+1.6 6.0£0.5
Total 177.6x3.1 191.1+6.4 157.4+2.3 168.6+5.4 129.3+6.1 127.5£1.6 122.1+5.4 112.0+4.8
Polifenoles totales 489.7+5.2 456.0+5.5 384.2+¢7.1 307.1+11.4 339.2+1.6 310.7+2.1 310.4+17.6 263.845.7

Los valores se presentan como media + desviacion estandar (n = 3). Los polifenoles se agrupan segiin su estructura quimica. La cantidad total de cada grupo de
polifenoles incluye otros compuestos minoritarios no mostrados en el cuadro.
El n° de pico, se corresponde con el cromatograma indicado en la figura n® 19. PCA: procianidina. ND: no detectado.
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Figura n° 21. Efecto de la suplementacion con cinc con/sin hierro y/o leche sobre el contenido
polifendlico antes (A) y después (B) de la digestion. Antes de la digestion, los valores dentro de las
barras y los valores entre paréntesis, son pérdidas de cada grupo de polifenoles y de polifenoles
totales, respectivamente, referido a la muestra BZ. Tras la digestion, los valores dentro de las barras y

los valores entre paréntesis, son pérdidas de cada grupo de polifenoles y de polifenoles totales,

respectivamente, referido a su muestra homologa sin digerir.
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Los polifenoles totales en las bebidas a base de zumo de frutas
suplementadas con cinc estan comprendidos entre 307 y 490 mg/L, antes de
la digestion (cuadro n° 16) y son inferiores (p<0.05) a los de la muestra BZ
(figura n® 21). De las muestras estudiadas (suplementadas con cinc), BZZny
BZZnFe son las que presentan los contenidos més altos de polifenoles
totales (p<0.05), con pérdidas de un 14% y un 20% vs BZ, siendo las
flavonas y los flavan-3-oles los compuestos mas afectados. Las muestras
BZZnL y BZZnFeL son las que presentan los contenidos mas bajos de
polifenoles vs BZ, con pérdidas del 32% y 46%, respectivamente, siendo los
derivados del acido hidroxicindmico y los flavan-3-oles los compuestos mas
afectados cuando se compara con las mismas muestras sin leche (BZZn y
BZZnFe). Los resultados obtenidos pueden atribuirse a la formacion de
quelatos entre metales divalentes y polifenoles, tal y como se ha descrito en
bebidas ricas en polifenoles suplementadas con hierro (Hurrel et al., 1999) y
a la formacién de complejos por uniones hidrofébicas entre cinc y acido
tanico en cervezas (Pohl & Prusisz, 2007), que podrian disminuir los
polifenoles totales. Por otra parte, la formacion de complejos entre caseina y
polifenoles indicada anteriormente, también podria disminuir el contenido
de polifenoles en las bebidas estudiadas. Por lo tanto, ambos factores
podrian explicar el menor contenido de polifenoles totales en las muestras
con leche y suplementadas con minerales.

Después de la digestion, se observa un descenso en los polifenoles
totales, con pérdidas de hasta un 32% vs antes de la digestion, siendo esta
pérdida menor que la hallada para las muestras BZ dig. (47%), BZFe dig.
(54%) y BZFeL dig. (32%) (ver la figura n° 21). La mayor afinidad del

hierro por los polifenoles frente al cinc podria justificar el mayor descenso
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en la solubilidad de éstos en presencia de hierro. Tras el proceso de
digestion, la menor pérdida de polifenoles totales se produce en la muestra
BZFeZnL. EI menor porcentaje de pérdida de polifenoles corresponde a las
muestras que contienen leche, posiblemente debido a la formacion de
complejos Fe/Zn con los CPPs generados tras la digestion, lo que evitaria la
interaccion Fe/Zn-polifenoles.

Entre los grupos de polifenoles (ver cuadro n° 16, figura n® 21b),
las flavonas son los compuestos més afectados por el proceso de digestion
respecto a la muestra BZ digerida, con un descenso del 53% en la muestra
BZZnL digerida. Sin embargo, este descenso es solo significativo (p<0.05)
en las muestras suplementadas con leche. Los flavan-3-oles, por su parte, no
muestran diferencias entre las muestras digeridas, pero si se observa una
mayor bioaccesibilidad en la muestra BZZnFeL dig. respecto a su homdloga
no digerida, debido a un incremento en el compuesto PCA trimero (n° pico
3, cuadro n° 16); valores que difieren con los hallados para la muestra
BZFeL dig., donde los flavan-3-oles no son detectables. En este sentido, se
podria atribuir un efecto positivo debido a la presencia de cinc en las
bebidas a base de zumo de frutas digeridas sobre el contenido de flavan-3-
oles por la formacion de quelatos Zn-flavan-3-oles méas solubles que los
quelatos Fe-flavan-3-oles. Se ha descrito que los flavan-3-oles presentan
buenas propiedades de quelacién sobre el hierro (Van Acker et al., 1996) y
que los quelatos formados no son solubles (Brown et al., 1990).
Sreenivasulu et al. (2008) han indicado que determinados polifenoles, como
el acido tanico o aquellos presentes en té y zumo de uva tinta, pueden
formar quelatos con el cinc aumentando su captacion en células Caco-2, lo

cual podria explicar una mayor solubilidad de los quelatos Zn-polifenoles
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frente a los Fe-polifenoles, que como se ha indicado anteriormente
disminuyen la captacion de dicho mineral en células Caco-2 (Boato et al.,
2002).

b) Otros factores

Se ha descrito que determinados constituyentes no antioxidantes de
los alimentos tales como aminoacidos, azucares y acidos uronicos pueden
ser liberados durante el proceso de digestion gastrointestinal y pueden
ejercer interferencias positivas y sobreestimacion de resultados en
determinados métodos de medida de capacidad antioxidante total como
ORAC y TEAC, siendo este efecto interferente menor en el caso del método
TEAC (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006).

Otro factor implicado en el aumento de la capacidad antioxidante
cuando se aplica el método ORAC y no asi con el método TEAC, es la
contribucion de los enzimas utilizados en el proceso de digestion (pepsina y
pancreatina sales-biliares). Utilizando un blanco de digestion (agua
desionizada sometida al mismo proceso que las muestras) se observa una
contribucion a la capacidad antioxidante total entre 9%-12% para el método
ORAC frente al 2%-3% para el método TEAC. Este hecho es acorde con lo
indicado por Matsingou et al. (2000) quienes sefialan que los enzimas
digestivos y sales biliares actian como quelantes de metales o eliminan

radicales libres.

¢) Acido ascorbico
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El contenido de é&cido ascérbico después de la digestion
gastrointestinal (cuadro n° 14), desciende en un 36%. En la aplicacién de un
ANOVA de dos factores (formulacién y tipo de muestras — digerida o no)
no se detectan diferencias significativas en funcion de la formulacion. Las
pérdidas de acido ascorbico pueden explicarse por los cambios de pH y la
presencia de oxigeno durante el proceso de digestion. Pérez-Vicente et al.
(2002) han mostrado pérdidas en el contenido de acido ascorbico de un 29%
en zumo de granada durante la etapa gastrica de la digestion gastrointestinal,
llegando estas pérdidas a mas de un 80% tras la etapa intestinal. Las
diferencias en la composicion de las muestras y el uso de dialisis en lugar de
solubilidad podrian explicar las diferencias con nuestro estudio.

Dado que las muestras objeto de estudio se enriquecen con acido
ascorbico (54 mg/100 mL de bebida), se considera de interés estimar su
contribucion a la CAT. Dicha contribucion se estima a partir de soluciones
modelo con el mismo contenido de acido ascérbico que las bebidas a base
de zumo de frutas objeto de estudio.

La contribucion del acido ascdrbico a la CAT en las bebidas a base
de zumo de frutas oscila entre 37-59% y 36-56% para los métodos ORAC y
TEAC, respectivamente.

Tras la digestion, en las fracciones bioaccesibles su contribucion se
sitla entre 11-24% y 8-24%. Wang et al. (1996) encuentran que el &cido
ascorbico de 5 zumos comerciales contribuye en menos de un 30% a la
CAT medida por el método ORAC. Otros estudios llevados a cabo con el
método TEAC (Miller & Rice-Evans, 1997) y los métodos FRAP y ESR
(Gardner et al., 2000) han mostrado una contribucion entre 60%-90% en

zumos de citricos y menos de 5% para zumos no citricos, respectivamente.
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2. Efecto citoprotector de las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base
de zumo de frutas frente a estrés oxidativo inducido en células Caco-2

En los ensayos de citoproteccion se utilizan las células Caco-2, las
cuales cuando crecen en medio de cultivo llegan a diferenciarse formando
una monocapa polarizada que se asemeja morfoldgica y funcionalmente a
los enterocitos del epitelio intestinal humano (Pinto et al., 1983). El uso de
células Caco-2 diferenciadas se considera un modelo adecuado para evaluar
la respuesta de los enterocitos frente al estrés oxidativo (Baker & Baker,
1993).

Se induce el estrés oxidativo en células Caco-2 mediante perdxido de
hidrogeno. Se ensayan 3 concentraciones (0.5, 5 y 10 mM) comprendidas en
el amplio intervalo 10 uM-10 mM previamente utilizado por otros autores
para estudiar los efectos del estrés oxidativo en células Caco-2 (Bestwick &
Milne, 2000; Wijeratne et al., 2005). En el cuadro n® 17, se muestran los
parametros ensayados en células Caco-2 con objeto de seleccionar la

concentracion de H,O, de trabajo.
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Cuadro n° 17. Estrés oxidativo inducido (H,O; 1 h) en células Caco-2.

H,0,(MmM) Azul tripdn (%)  MTT (%) ROS (%) Aym
0 93.00+4.24  100.01+3.95 3.87+153  245%081
0.5 85.00+1.40  110.74+1161 625£038  155+0.05
5 77.00 £ 1.40 82.67+1.11 12244033 11.44+2.67
10 52.00 £ 9.90 6145+3.43  476+028 1543 +4.82

Los resultados se muestran como media + desviacién estandar (n = 4)
MTT = (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-difenil bromuro de tetrazolio)
ROS = Especies reactivas de oxigeno

Ay, = Potencial de membrana expresado como PI/DHR (%)

Se selecciona la concentracion de 5 mM, ya que a baja concentracion
de H,0, (0.5 mM) no se aprecian alteraciones en el potencial de membrana
ni en el metabolismo celular (MTT), mientras que a la concentracion mas
elevada (10 mM) se observa una marcada alteracion del potencial de
membrana y de la viabilidad celular (azul tripdn y MTT). La preincubacion
con las fracciones bioaccesibles durante 24 h no muestra efectos toxicos en

los cultivos celulares.
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- Actividad de las enzimas mitocondriales (test MTT)

Los efectos del H,O, sobre la funcion enziméatica mitocondrial en las
células preincubadas con las fracciones bioaccesibles de las muestras (figura
n® 22), se determinan mediante la conversion del MTT como medida
indirecta del metabolismo mitocondrial, ya que la reduccion del MTT a
formazén en las células viables tiene lugar por medio de reacciones
catalizadas por enzimas deshidrogenasas mitocondriales acopladas a

fosforilacion oxidativa (Ekmekcioglu et al., 1999).
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Figura n® 22. Conversion del MTT en células Caco-2 preincubadas 24 h con
las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de frutas y
expuestas a H,O, 5 mM durante 1 h (A) y 2 h (B). Los valores se expresan
como media + desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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La exposicion directa durante 1 h de las células al H,O, no afecta la
conversion del MTT respecto al control, mientras que al ampliar la
exposicion al agente oxidante a 2 horas se observa una disminucion
importante en la conversion del MTT, lo que implica que el periodo de
exposicion al H,O, es relevante en los efectos oxidativos detectados.

La preincubacion de las fracciones bioaccesibles objeto de estudio
preserva la actividad mitocondrial en los dos periodos de induccion de estres
oxidativo (1y 2 h con H,0,).

Se observa en algunas de las muestras una mayor conversion del
MTT respecto al control (véase figura 22A). Estos resultados coinciden con
la elevada conversion de MTT en células Caco-2 preincubadas con zumo de
naranja descrita por Ekmekcioglu et al. (1999), quienes atribuyen tal efecto
al &cido ascorbico, el cual estimula el metabolismo mitocondrial
aumentando la actividad de la enzima succinato citocromo c reductasa. En el
mismo sentido Garcia-Alonso et al. (2006a) sefialan un aumento en la
conversion de MTT respecto al control de células HepG2 preincubadas con
extractos de un zumo de frutas rico en polifenoles (0-30 pM) y posterior
exposicién a t-BOOH y H,0,.

La suplementacion mineral no modifica la conversion de MTT
respecto a la muestra sin suplementacion mineral (BZ). Debe destacarse el
efecto observado en la muestra BZZn en el ensayo de induccion de estrés
oxidativo con H,O, 1 h, lo que indicaria el efecto antioxidante del cinc
frente a un menor estrés oxidativo. En células Caco-2 no sometidas a estrés
oxidativo se ha observado una mayor conversion de MTT al exponer las

células a concentraciones de cinc entre 30-200 uM (Z6dl et al., 2003).
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En general, la presencia de leche favorece la conversion de MTT
frente al estrés oxidativo inducido; hecho mas acusado cuando se

incrementa el nivel de estrés.
- Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En la figura n® 23, se muestra la acumulacién intracelular de ROS en
las células Caco-2 preincubadas con las fracciones bioaccesibles de las

bebidas a base de zumo de frutas, tras ser expuestas a H,O, 5 mM.

Figura n® 23. Produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno en
células Caco-2 preincubadas 24 h con fracciones bioaccesibles de las
bebidas a base de zumo de frutas y expuestas a H,O, 5 mM/1 h. Los valores
se expresan como media + desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Se observa un incremento de ROS para todas las muestras
analizadas respecto al control. A pesar de la conocida capacidad
antioxidante de las fracciones bioaccesibles de las muestras (véase apartado
Propiedades antioxidantes de la bebidas — (b) digestion gastrointestinal),
éstas no previenen la acumulacién intracelular de ROS.

Al comparar los distintos niveles de ROS entre las diferentes
muestras analizadas, se observa que las muestras BZFe y BZZn son las que
producen la menor acumulacion de ROS entre las muestras ensayadas
(p<0.05). Este hecho no se observa cuando los elementos minerales se
suplementan de manera conjunta (BZFeZn).

Se ha descrito un efecto antioxidante para el Zn en relacion con la
induccidn en la sintesis de metalotioneinas y enzimas antioxidantes (p. ej.
glutatiéon peroxidasa (GSH-Px)), hecho que permite la proteccion de grupos
sulfhidrilo proteicos y la accién de la enzima SOD citos6lica (Zodl et al.,
2003). Respecto al hierro, los datos de la bibliografia indican actividad tanto
prooxidante (la mas generalmente aceptada) como antioxidante. El Hajji et
al. (2006) indican que los complejos Fe-quercetina tienen menor tendencia a
la autooxidacion que la quercetina libre. Ademas, se ha descrito que cuando
existe sobreproduccion de H,O, o en ausencia de catalasa, la presencia de
hierro puede transformar el H,O, en radicales hidroxilo (Cremonesi et al.,
2002). Estas caracteristicas particulares del hierro en presencia de ciertos
compuestos antioxidantes alimentarios y de concentraciones elevadas de
H,0,, podrian explicar los menores niveles de ROS en estas muestras.

La presencia de leche en las muestras (BZZn y BZFe) duplica el
contenido de ROS, hecho que no se observa en las muestras BZL y

BZFeZnL, donde las concentraciones de ROS no se diferencian de las que
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no llevan leche (BZ y BZFeZn). Ello sugiere que los CPPs formados
durante la digestién gastrointestinal in vitro no previenen la acumulacién de
ROS, a pesar de su capacidad antioxidante y actividad eliminadora de
radicales libres; actividad descrita en soluciones modelo (Kitts, 2005).

Los resultados hallados en la bibliografia relativos al efecto
antioxidante de componentes de alimentos en la prevencién de la
acumulacién de ROS en celulas Caco-2 no son concluyentes. Bestwick &
Milne (2000) muestran que la preincubacion (24h) con disoluciones de f-
caroteno (0.1-50 pM) no previene la acumulacion de ROS. Sin embargo,
Yokomizo & Moriwaki (2006) indican que la preincubacion con quercetina,
quenferol y luteolina disminuye significativamente la acumulacion
intracelular de ROS, y no asi con apigenina y otros flavonoides debido a la
distinta incorporacion de estos compuestos en el interior de la célula,
requisito necesario para poder reducir las ROS. Se ha descrito que los
compuestos fendlicos pueden ejercer actividad pro-oxidante en condiciones
in vitro, produciendo H,O, (Lee et al., 2005; Schaefer et al., 2006;
Yokomizo & Moriwaki, 2006). Este hecho podria justificar en parte la no
prevencion de acumulacién de ROS por parte de las fracciones bioaccesibles

objeto de estudio.
- Potencial de membrana mitocondrial (Ayy)

Un estadio temprano en la citotoxicidad inducida por H,O, se asocia
a su difusion en el interior de la matriz mitocondrial con la pérdida de
integridad de la misma y en ultima instancia la muerte celular debida a las

alteraciones mitocondriales (Mronga et al., 2004). Asi pues, se evalUan los
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cambios en el potencial de membrana mitocondrial (4yy) en las células
Caco-2 preincubadas con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base

de zumo de frutas expuestas a HO, 5 mM (ver figura n° 24).

Figura n° 24. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (4y,) en
células Caco-2 preincubadas 24 h con las fracciones bioaccesibles de las
bebidas a base de zumo de frutas y expuestas a H,O, 5 mM/1 h. Los valores
se expresan como media = desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Las células estimuladas unicamente con H,O, muestran un descenso
(p<0.05) en el (4wy) (> PI/IDHR (%)) respecto al control, evidenciando el
efecto toxico del agente oxidante en el potencial de membrana mitocondrial.
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Por el contrario, se observa que la preincubaciéon de las células con las
fracciones bioaccesibles da lugar a valores menores en el porcentaje
PI/DHR, lo que implica mayor preservacion de la integridad mitocondrial.
En general, se observa que las muestras conteniendo leche con o sin
minerales presentan menor PI/DHR (%) (p<0.05) frente a las que no
contienen leche (BZL vs BZ, BZFeL vs BZFe, BZFeZnL vs BZFeZn), lo
que sugiere un posible papel de los CPPs en la modulacion de la respuesta
celular. Asimismo, se observa valores menores de PI/DHR (%) (p<0.05) en
muestras suplementadas con Zn respecto a las suplementadas con Fe (BZZn
vs BZFe, BZZnL vs BZFeL). También se observa el posible efecto del cinc
en la preservacion del potencial de membrana en las muestras
suplementadas con ambos elementos. Zodl et al. (2003) utilizando
disoluciones modelo de sulfato de cinc, indican que concentraciones
superiores a 30 M (en nuestro trabajo son superiores a 100 UM en las
muestras suplementadas con cinc) podrian producir un efecto antioxidante
en células Caco-2 post-confluentes, debido a la induccion de enzimas
antioxidantes como catalasa y GSH-Px, contribuyendo de este modo a una
mayor prevencion del estrés oxidativo sobre proteinas y determinadas

estructuras celulares.
- Glutatién reducido (GSH)

Entre los sistemas de defensa antioxidantes celulares, el GSH es uno
de los principales antioxidantes no enzimaticos relacionados con la

adaptacion y la prevencion del estrés oxidativo celular (Baker & Baker,

1993). Ademas, los cambios en enzimas relacionados con el ciclo del GSH
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son marcadores sensibles de la respuesta de adaptacion celular en células
Caco-2 frente al estrés oxidativo inducido por H,O, (Bestwick and Milne,
2000; Wijeratne et al., 2005). A continuacion se muestra el efecto de las
fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de frutas sobre el
contenido intracelular de GSH tras la exposicion a H,O, 5 MM 1 y 2 h
(figura n° 25).
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Figura n® 25. Cambios en el contenido intracelular de GSH en células Caco-
2 preincubadas 24 h con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base
de zumo de frutas y expuestas a H,O, 5 mM durante 1 h (A) y 2 h (B). Los
valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 4). Letras

diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Las células preincubadas con las fracciones bioaccesibles de las
muestras presentan menor contenido intracelular de GSH respecto al control
(p<0.05), mientras que las estimuladas con H,O, no se diferencian
estadisticamente (p>0.05) de éste. Esta deplecion del GSH en los cultivos
celulares refleja claramente la alteracion del estado redox celular, hecho
acorde con los valores de ROS.

En general, las muestras que contienen leche no presentan
diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de GSH con respecto a
las que no la contienen, lo cual indicaria que los CPPs formados durante la
digestion gastrointestinal in vitro no ayudan a mantener los niveles de GSH.
No obstante, Katayama et al. (2006) muestran un incremento en la
concentracion de GSH en células Caco-2 tras su preincubacién durante 2 h
con oligofosfopéptidos aislados de yema de huevo y posterior exposicion a
H,0, 1 mM durante 6 h, hecho que atribuyen a la sintesis de novo de GSH
debido al incremento de la actividad glutation reductasa (GSH-Rd). La
mayor concentracion de H,O, y el menor tiempo de incubacion del mismo
en nuestro estudio podria explicar las diferencias en la respuesta de
adaptacion celular respecto al anterior estudio citado. Por su parte, al
analizar la suplementacion mineral de las muestras, tanto la adicion de
hierro y cinc independiente o conjuntamente, no se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en cuanto al contenido de GSH.

No debe descartarse que aunque los compuestos fendlicos son
generalmente reconocidos como antioxidantes, pueden actuar como
prooxidantes bajo determinadas condiciones tales como la presencia de
iones metalicos (Lee et al., 2005), hecho que podria contribuir al descenso

en los niveles de GSH observados. En este sentido, s6lo conocemos un
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estudio en eritrocitos, que relaciona el descenso del ratio GSH/GSSG debido
a la accion prooxidante de los polifenoles (Ko et al., 2006).

En el ciclo del glutation, el GSH es oxidado a GSSG por la enzima
GSH-Px, mientras que el GSSG es reducido por la enzima GSH-Rd que
emplea el cofactor NADPH, el cual es regenerado via hexosa monofosfato,
para lo cual se requiere integridad mitocondrial (Stryer, 1988). Las células
tratadas Unicamente con H,O, no se diferencian estadisticamente (p<0.05)
del control en el contenido intracelular de GSH. No debe descartarse, que en
esta situacion se haya producido una inhibicion o bloqueo en el ciclo del
glutation debido a la acumulacion de radicales superdxido en la célula. En
este sentido, se ha descrito un efecto protector en las funciones celulares de
células Caco-2 por parte de la enzima SOD frente a la inactivacion de la

GSH-Px por radicales superoxido (Wijeratne et al., 2005).
- Superdxido dismutasa (SOD)

Basandonos en los resultados anteriormente mencionados, se evalla
la actividad de la enzima SOD en los cultivos celulares preincubados con las

fracciones bioaccesibles de las muestras y posterior exposicion a H,0,
(figura n° 26).
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Figura n® 26. Actividad enzimatica superoxido dismutasa (SOD) en células
Caco-2 preincubadas 24 h con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a
base de zumo de frutas y expuestas a H,O, 5 mM/1 h. Los valores se
expresan como media = desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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La estimulacion con H,O, provoca un aumento de la actividad de la
SOD, mientras que la preincubacion de las células con las fracciones
bioaccesibles de las muestras objeto de estudio no induce la activacion de la
misma, respecto al control.

Bestwick & Milne (2000) han descrito en células Caco-2

preincubadas con disoluciones de B-caroteno (0.1-50uM) 24 h o 5 dias,

165



Resultados y discusion

incrementos progresivos en las enzimas SOD, GSH-Rd, glutation-S-
transferasa y catalasa tras exposicion a H,O, 10 mM durante 6 h. A pesar
que los resultados de la presente tesis difieren del citado estudio, la
respuesta celular observada para la enzima SOD es acorde al efecto
citoprotector descrito en relacion al potencial de membrana mitocondrial, el
cual como se ha indicado anteriormente es necesario para la produccion de
equivalentes reductores en el ciclo GSH/GSSG. El hecho que las células
preincubadas con las fracciones bioaccesibles de la muestras preservan el
potencial de membrana mitocondrial, podria explicar que no aumente la
actividad de la enzima SOD, lo que implica que las funciones celulares no
se hayan afectadas por la estimulacion con H,O, previa exposicion a las
fracciones bioaccesibles de las muestras.

La suplementacion mineral no provoca cambios en la enzima SOD.
En este sentido, se ha descrito que la exposicion de las células Caco-2 a
soluciones de Zn (0-200 uM) o Fe (100-3000 pM) durante 24 h no afectan a
dicha enzima (Zodl et al., 2003 y 2004).

- Glutatién reductasa (GSH-Rd)

Como se ha descrito anteriormente (véase apartado glutation
reducido), la preincubacion con las fracciones bioaccesibles de las muestras
no impide la deplecion de GSH observada. Por ello interesa conocer la
actividad de la GSH-Rd, enzima encargada de transformar el GSSG a GSH.

En la figura n® 27 se muestra la actividad de la GSH-Rd en las

muestras objeto de estudio.
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Figura n° 27 Actividad de la GSH-Rd en células Caco-2 preincubadas 24 h
con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de frutas y
expuestas a H,O, 5 mM/2 h. Los valores se expresan como media *
desviacion estdndar (n = 4). Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).
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La exposicion del cultivo celular al H,O, no induce la actividad de la
GSH-Rd. Este hecho podria atribuirse a un bloqueo de la actividad de
enzimas antioxidantes del ciclo del glutation. En este sentido, Katayama et
al. (2006) indican que si un tejido se expone a estrés oxidativo severo no
puede mantener por mucho tiempo un elevado ratio GSH/GSSG, lo que
conduce a la acumulacion de GSSG.

La preincubacion con las fracciones bioaccesibles de las muestras
objeto de estudio aumenta la actividad de la GSH-Rd respecto al control y
las células estimuladas Unicamente con H,0O,. La suplementacion con cinc
(BZZn y BZFeZn) aumenta la actividad de la GSH-Rd respecto a la
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muestra sin suplementacion mineral (BZ), mientras que la presencia de
leche aumenta dicha actividad enzimatica con respecto a las muestras que
no la contienen, excepto cuando ambos minerales estan presentes
conjuntamente (BZFeZn y BZFeZnL). En un trabajo previo de nuestro
grupo de investigacion (Laparra et al., 2008) se observa que la actividad de
la GSH-Rd, en cultivos preincubados con disoluciones de CPPs y sometidas
a estres oxidativo con H,O, 5 mM 2 h, no se diferencian del control, lo que
indica que los CPPs (componentes derivados de la leche para los que se ha
descrito actividad antioxidante) preservan la actividad de la GSH-Rd. Estos
resultados son acordes con la mayor actividad GSH-Rd en células Caco-2
preincubadas con oligofosfopéptidos de yema de huevo y expuestas a H,0,
1 mM durante 6 horas (Katayama et al., 2006). Los resultados obtenidos
sugieren que las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de
frutas confieren efectos protectores frente al estrés oxidativo mediante el
mantenimiento de la funcionalidad de enzimas antioxidantes relacionados

con el ciclo del glutation.

- Ciclo celular y apoptosis

Los efectos perjudiciales derivados de la acumulacion intracelular de
ROS pueden afectar procesos esenciales de la biologia celular tales como la
distribucion del ciclo celular, ademas de provocar dafios en biomoléculas
como ADN, proteinas y lipidos, lo que finalmente desencadena mutagénesis

y muerte celular (Hampton & Orrenius, 1997).
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La distribucién del ciclo celular en las células preincubadas con las
fracciones bioaccesibles de las muestras, y sometidas a un estrés oxidativo

inducido por H,0,, se indica en la figura n° 28.
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Figura n° 28. Efectos del tratamiento con H,O, 5 mM /2 h en la progresion del ciclo celular en células Caco-2
preincubadas 24 h con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de frutas. Los valores se
expresan como media + desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05).
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La exposicion directa de las células con H,O, provoca un descenso
significativo (p<0.05) del 17.6% de la poblacion celular con respecto al
control en la fase G;. Las células preincubadas con las fracciones
bioaccesibles de las muestras BZL, BZFeZn y BZFeZnL presentan una
distribucion del ciclo celular en la fase G; como el control, mientras que las
muestras BZ, BZFe, BZFelL, BZZn y BZZnL presentan menor poblacion
celular en dicha fase del ciclo celular. Ademas, todas las muestras
incrementan la poblacion celular en la fase sub-G;. Excepto en la muestra
BZFe, el descenso en la fase Gi, se relaciona con un incremento de la
poblacién celular en la fase S (p<0.05) respecto al control, mientras que en
la fase G,/M, al comparar con el control, no se observan diferencias entre
las muestras.

La proliferacion celular en células normales esta regulada por puntos
de control y restriccion entre las fases G; a Sy G, a M, en los cuales se
mantiene una correcta sintesis de ADN (Kaufmann & Paules, 1996). No
obstante, los perdxidos pueden alterar el punto de restriccion G; del ciclo
celular (Shackelford et al., 2000) y reducir la poblacion celular en la fase G;
(Elisia & Kitts, 2008). Todo ello podria explicar el descenso en la
proporcidn celular en la fase G; unido al incremento de la poblacion celular
en fase S como reflejo de la respuesta celular adaptativa frente al estrés
oxidativo observado en nuestro estudio. Estos resultados, a su vez, son
acordes con el incremento en la actividad GSH-Rd descrita para las células
preincubadas con las fracciones bioaccesibles de las muestras, ya que el
aumento de la GSH-Rd seria una accion secundaria a la de antioxidantes no
enzimaticos como el GSH, que seria consumido en primer término. Por lo

tanto, la induccién de la enzima GSH-Rd puede suponer un intento de
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compensacion frente al estrés oxidativo inducido. Esta observacion coincide
con la sobre-regulacion del gen c-glutamilcisteina sintetasa, el cual sintetiza
GSH (Rahman & MacNee, 2000), compuesto para el que se ha descrito la
participacion en la sintesis de ADN y resistencia frente a apoptosis (Pallardo
et al., 2009). Sin embargo, de acuerdo con los resultados obtenidos (ver
figura n° 28) tanto la suplementacion con leche como con minerales no
previene la elevacion de la poblacion celular en la fase sub-G, la cual
representa células hipodiploides y es considerada como un indicador
temprano de muerte celular por apoptosis (Elisia & Kitts, 2008). No
obstante, no se debe descartar roturas en las hebras de ADN mediadas por
H,0,, cuando la concentracion de éste es superior a 1 mM (Davies, 1999).

Con objeto de estudiar la relacion entre el incremento en la
poblacién celular en la fase sub-G; y la muerte celular por apoptosis, se
determina la actividad enzimatica caspasa-3, puesto que se trata de uno de
los principales enzimas ejecutores en la muerte celular programada (figura
n° 29).
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Figura n° 29. Efectos del tratamiento con H,O, 5 mM /2 h en la actividad
caspasa-3 en células Caco-2 preincubadas 24 h con las fracciones
bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de frutas. Los valores se
expresan como media = desviacion estandar (n = 4). Letras diferentes

indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
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Las células tratadas directamente con H,O, muestran un incremento
(p<0.05) en la actividad caspasa-3 con respecto al control. En las células
tratadas con las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de
frutas se previene la activacion de la caspasa-3, lo que apoyaria el efecto
citoprotector de las muestras objeto de estudio.

Se observa un efecto positivo en la inhibicion de la actividad

caspasa-3 del cinc frente al hierro cuando la adicion mineral es individual

173



Resultados y Discusion

tanto en presencia como en ausencia de leche (BZZn vs BZFe y BZZnL vs
BZFelL).

Al tratar las células con las fracciones bioaccesibles de las muestras,
el incremento en la poblacion celular en la fase sub-G; no va acompariado
de la activacién de la enzima caspasa-3, por lo que el incremento en la
proporcion celular en sub-G; mediado por H,O, podria ser debido a dafio en
el ADN bajo las condiciones experimentales aplicadas en el estudio. Esta
observacion es acorde con el incremento en la fase sub-G; en células HepG2
tratadas con el complejo bisfenantrolina-cumarina-6,7-dioxacetatocobre (11),
el cual es atribuido a la condensacidon periférica de la cromatina y a
fragmentacion de ADN, no acompariada de incremento en la actividad
caspasa-9 (activador de la caspasa-3) ni de rotura proteolitica de la
polimerasa poli ADP-ribosa (sustrato de la caspasa-3) (Thati et al., 2007).

La menor actividad de la caspasa-3 en las células preincubadas con
las muestras suplementadas con hierro y cinc, coincide con estudios previos
en los que se muestra la ausencia de activacion de ésta enzima al tratar
celulas Caco-2 post-confluentes con soluciones modelo de Zn (0-200 uM)
(Zodl et al., 2003) y de Fe (100-3000 puM) (Zodl et al., 2004). Asimismo, se
ha indicado que la localizacion intracelular de las metalotioneinas en células
de hepatoma de rata tratadas con Zn y Zn-Fe intervienen en la proteccion
celular del dafio al ADN y de la apoptosis (Formigari et al., 2007).

La presencia de leche no modifica la actividad de la caspasa-3.
Phelan et al. (2009) han descrito la ausencia de efectos genoprotectores por
parte de hidrolizados de caseina frente al dafio inducido en ADN por H,0,
en células Caco-2. Sin embargo, la preincubacion de células Caco-2 con

disoluciones modelo de CPPs aislados ha mostrado prevencion en el
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incremento de la poblacion celular en la fase sub-G; tras exposicion a H,O,
durante 2 h (Laparra et al., 2008).

3. Actividad antiproliferativa de las fracciones bioaccesibles de las bebidas

a base de zumo de frutas en células de cancer de colon

Para los siguientes ensayos de actividad antiproliferativa se
utilizan células subconfluentes indiferenciadas como modelo de células de
cancer de colon (BermUdez-Soto et al., 2007a).

El orden seguido en las muestras para la evaluacion de la actividad
antiproliferativa es el mismo que el anteriormente presentado en la
determinacion del perfil polifendlico por HPLC antes y después de la

digestion gastrointestinal.

a) Fracciones bioaccesibles de BZ, BZFe y BZFeL (células Caco-2)

El efecto antiproliferativo en células Caco-2 subconfluentes tras la
preincubacidn con las fracciones bioaccesibles de las muestras BZ, BZFe y
BZFeL a dosis subtoxicas (2%, 5% y 7.5% v/v en medio de cultivo) en
exposicion repetitiva (4 h/dia durante cuatro dias) o continua (24 h) se

muestra en el cuadro n° 18.
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Cuadro n° 18. Actividad antiproliferativa (porcentaje de inhibicion) de las
fracciones bioaccesibles de BZ, BZFe, BZFeL y del blanco de digestion en

células Caco-2.

Exposicién repetitiva Exposicién continua
(4 h durante 4 dias) (24 h)
Fracciones bioaccesibles! Fracciones bioaccesibles!
2% 5% 7.5% 2% 5% 7.5%

Blanco
digestion 0.1+6.9 14+110 0.3+6.3 -0.6+£12.0 3.4+84 3.6+8.0
BZ 185+2.9° 311439 274+16  333+28 207+21" 53457
BZFe 236+32"° 216+89 8.8+3.6 333+28°  7.3zx21 9.8+78

BZFeL 17.0+34" 183+23 13.1+5.3 352+16° 183+21° 202+56

Los resultados de las fracciones bioaccesibles de las muestras estan referidos a los valores obtenidos
tras incubar las células con el blanco de digestién.

Los valores se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). Valores con asterisco indican
diferencias estadisticamente significativas respecto al blanco de digestion (p<0.05).

porcentaje v/v en medio de cultivo.

La viabilidad celular es superior al 90%. Se observa un descenso
maximo del 12% en la proliferacion celular al comparar el blanco de
digestion con respecto a las células control (células no expuestas a la
fraccion bioaccesible), hecho probablemente debido a la presencia de
enzimas digestivos en las fracciones bioaccesibles. Por ello, los valores de
inhibicion de proliferacion celular de las muestras se refieren a aquellos

obtenidos al tratar las células con el blanco de digestion.
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En general, no se observa una relacion dosis-respuesta en la
actividad antiproliferativa. La mayor actividad antiproliferativa (53% de
inhibicion) se detecta en la fraccion bioaccesible de BZ (7.5% v/v) tras
exposicion continua (24 h) (cuadro n° 18), la cual contiene ~50 uM (~25
ng/mL) de polifenoles totales.

Seeram et al. (2005) indican inhibicion de la proliferacion celular
(entre 30%-100%) en distintas lineas celulares de cancer de colon (entre
ellas las celulas HT-29) tratadas durante 48 h con punicalagina, acido
elagico, extracto de granada y zumo de granada, siendo la actividad
antiproliferativa mayor en el zumo de granada que en sus compuestos
aislados. Del mismo modo, distintos zumos de bayas (50 pg polifenoles/mL
zumo) han demostrado actividad antiproliferativa (entre 15%-75%) en
celulas Caco-2 tras 48 h de tratamiento (Boivin et al., 2007). Cabe sefialar
que en estos estudios no se considera la digestion gastrointestinal in vitro.
En este contexto, BermUdez-Soto et al. (2007a) describen la inhibicion en la
proliferacion de células Caco-2 (entre 40% y 70%) tras la exposicion
repetitiva (2 h diarias durante 4 dias) con fracciones bioaccesibles de zumo
de Aronia melanocarpa al 2% (~85uM polifenoles totales) y 5% (~220uM
polifenoles totales) v/v en medio de cultivo.

Entre los principales procesos relacionados con la progresion y
evolucion del cancer cabe sefialar la desregulacion del ciclo celular y la
induccion de apoptosis. A continuacién, en las figuras n°® 30 y n° 31, se
muestra la progresion del ciclo celular en células Caco-2 tratadas con la
fraccion bioaccesible de la muestra BZ 7.5% v/v en medio de cultivo
(condicion con la que se alcanza la mayor actividad antiproliferativa) en

exposiciones repetitiva y continua (véase cuadro n° 18).
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Figura n°® 30. Distribucion del ciclo celular en células Caco-2 tratadas con la fraccidn bioaccesible de la muestra BZ (7.5%
v/v en medio de cultivo) en exposicidn repetitiva (4 h/dia durante 4 dias). Los resultados se expresan como media +
desviacion estandar (n = 3). Superindices "y~ indican diferencias significativas con el control y el blanco de digestion,
respectivamente (p<0.05).
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Figura n° 31. Distribucion del ciclo celular en células Caco-2 tratadas con la
fraccion bioaccesible de la muestra BZ (7.5% v/v en medio de cultivo) en
exposicion continua (24 h). Los resultados se expresan como media *
desviacion estandar (n = 3). Superindices ~ y ~ indican diferencias
significativas con el control y el blanco de digestion, respectivamente

(p<0.05).

OControl OBlancodedigestion 0OBZ

70,00 -
60,00 ~ T _—T
50,00 -
40,00 -
30,00 ~
20,00 ~ = ¥
10,00 A

0,00 . T )
G0/G1 S G2/M

*%

*%

Distribucidn celular (%)

En el dia tres de tratamiento se observa un incremento de la
proporcidn celular en la fase S, respecto al blanco de digestion, acompafiado
de un descenso en la fase G,/M. Los cambios observados en el ciclo celular,
comparados con el blanco de digestion, son méas pronunciados tras el
tratamiento con la fraccion bioaccesible de la muestra BZ con exposicion
continua (24h) (figura n® 31), mostrando un incremento en la fase S
acompafiado de un descenso en la fase Go/G;. También se observa un
descenso en la fase G,/M relativa a las células control. Los resultados

obtenidos, utilizando dosis subtoxicas, sugieren que la combinacion
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especifica de compuestos fitoquimicos en la fraccion bioaccesible de la
muestra BZ puede modular la proliferacion de las celulas Caco-2
blogueando la progresion del ciclo celular en la fase S.

Esta modulacion del ciclo celular podria ser debida a una respuesta
en un punto de restriccion del ciclo por dafio en el ADN, asi como a otros
mecanismos. Por ello, para obtener mayor informacién al respecto, se
determina el efecto del tratamiento con la fraccion bioaccesible de BZ sobre

los niveles de proteina de las ciclinas B; y Dy (ver figura n® 32).

Figura n° 32. Efecto de la fraccion bioaccesible de BZ (7.5% v/v en medio
de cultivo) sobre la expresion de las ciclinas B; y D; en células Caco-2 tras
exposicién continua (24 h). Se utiliza la proteina GAPDH como control de

carga proteica. Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

Control Blanco dig. BZ

Ciclina B1
GAPDH

GAPDH
CiclinaD1 |

En general, una expresion incontrolada de las ciclinas o ciclinas
dependientes de quinasas puede degenerar en tumorogénesis o arresto en el
ciclo celular. En este sentido, la sobreexpresién de la ciclina D; se

correlaciona con un estadio temprano en la progresion del cancer y la
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metastasis. Durante la progresion del ciclo celular, la ciclina D; se expresa a
niveles bajos durante la fase S. En el transcurso de la fase S a la G, se
incrementa su expresion, que continla elevada en la siguiente fase G; de un
nuevo ciclo celular. Por lo tanto, el descenso en la expresion de la ciclina D;
se correlaciona con un cese en la fase S, ya que el ciclo no puede progresar a
la fase G, (Hitomi & Stacey, 1999). Por otra parte, la ciclina B; es una
proteina critica en la regulacion de la mitosis. Su expresion es minima en
G1, empieza a aumentar en la fase S y alcanza su maximo en la fase G,/M.
Asi pues, un descenso en la expresién de la ciclina B; se correlaciona con un
cese en las fases S y G,/M (Visanji et al., 2006). Por lo tanto, la baja
expresion de las ciclinas D; y B; (ver figura n® 32) previene la transicién a la
fase G,. El principal efecto de la incubacion de las células Caco-2 con la
fraccion bioaccesible de BZ es el arresto de la fase S del ciclo celular
(figuras n° 30 y n° 31).

Otro posible mecanismo implicado en la actividad antiproliferativa
de la fraccion bioaccesible de la muestra BZ podria estar mediado por la
induccion de apoptosis. Con el objeto de comprobarlo, se lleva a cabo la
evaluacion morfolégica de la apoptosis en células Caco-2 expuestas 24h a
con la fracciéon bioaccesible de BZ (7.5% v/v en medio de cultivo). Se
determinan posibles cambios en la distribucion de la condensacion de
cromatina mediante la tincion del ADN con la sonda fluorescente Hoechst
33242.

En la figura n°® 33 se muestra la determinacion morfologica de la

apoptosis.
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Figura n° 33. Determinacion morfoldgica de la apoptosis utilizando la sonda
fluorescente Hoechst 33242 en células Caco-2. Exposicion 24 h a la fraccion
bioaccesible de BZ (7.5% v/v en medio de cultivo). Las flechas sefialan la

condensacion de cromatina en el ndcleo de una célula apoptética.

Control Blanco dig.

Y

El tratamiento de las células Caco-2 con la fraccion bioaccesible de
la muestra BZ sigue el mismo patrén que las células control y las tratadas
con el blanco de digestion, lo que implica la ausencia de apoptosis en
exposicién continua (24 h).

Para confirmar los resultados obtenidos, se determina la apoptosis
por citometria de flujo por el método FDA-IP, tras el tratamiento de las
células Caco-2 con la fraccion bioaccesible de BZ en exposicion repetitiva y
continua. Es recomendable la utilizacién de distintos métodos para la
evaluacion y confirmacion de la apoptosis (Larrosa et al., 2003).

En la figura n® 34 se muestra la determinacion de apoptosis por

citometria de flujo.
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Figura n°® 34. Determinacién de apoptosis mediante citometria de flujo
(ensayo FDA-IP) en células Caco-2. Exposicion a la fraccion bioaccesible
de la muestra BZ (7.5% v/v en medio de cultivo) en exposicion repetitiva
(4h/dia durante 4 dias) y continua (24 h). Los resultados se expresan como

media + desviacion estandar (n = 3).
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Los resultados obtenidos por citometria de flujo, coinciden con el
estudio morfoldgico con la sonda fluorescente Hoechst 33242, confirmando
la ausencia de apoptosis en las condiciones de estudio.
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b) Fracciones bioaccesibles de BZZn, BZFeZn, BZZnL y BZFeZnL (células
Caco-2 y HT-29)

El efecto antiproliferativo en células Caco-2 y HT-29 subconfluentes
tras la preincubacién en exposicién continua (24 h) con las fracciones
bioaccesibles de las muestras BZZn, BZFeZn, BZZnL y BZFeZnL a dosis
subtoxicas (7.5% v/v en medio de cultivo) se muestra en el cuadro n°® 19.
Como en el estudio anterior, se utiliza el periodo de exposicion continua (24
h) y la concentracion de fraccion bioaccesible 7.5% v/v en el medio de
cultivo. Debido a que es practica habitual en los ensayos de actividad
antiproliferativa de compuestos bioactivos fitoquimicos, la utilizacion de
distintas lineas celulares, en este caso se utilizan las células Caco-2 y HT-29

como modelo in vitro de cancer de colon (Coates et al., 2007)
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Cuadro n° 19. Actividad antiproliferativa (porcentaje de inhibicion) de las
fracciones bioaccesibles de BZZn, BZFeZn, BZZnL, BZFeZnL 'y del

blanco de digestion. Exposicion 24 horas.

Caco-2 HT-29
Blanco digestion 56+5.7 -24+34
BZZn 134+73 129+6.3
BZFeZn 11.0+6.6 18.8 +11.1
BZZnL 35.0+6.7" 28.6+9.2"
BZFeZnL 135+6.9 142+6.9

Los resultados de las fracciones bioaccesibles de las muestras estan referidos a los valores obtenidos
tras incubar las células con el blanco de digestién.
Los valores se expresan como media * desviacion estandar (n = 3). Valores con asterisco indican

diferencias estadisticamente significativas respecto al blanco de digestion (p<0.05).

La viabilidad celular (determinada mediante azul tripan) en las
células Caco-2 y HT-29 expuestas a las fracciones bioaccesibles de las
muestras suplementadas con cinc es superior al 95%.

Se observa un descenso del 6% en la proliferacion celular cuando se
compara el blanco de digestién con respecto a las células control (células no
expuestas a las fracciones bioaccesibles). Los valores de inhibicion de
proliferacion celular de las muestras se refieren a aquellos obtenidos al tratar
las células con el blanco de digestion.

En células Caco-2, la mayor actividad antiproliferativa (p<0.05)

corresponde a la fraccion bioaccesible de BZZnL (35%), mientras que en
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celulas HT-29, las muestras BZFeZn (19%) y BZZnL (29%) son las que
inhiben la proliferacién celular de forma significativa (p<0.05) con respecto
al blanco de digestion.

La actividad antiproliferativa en muestras suplementadas con cinc
(BZznL) es inferior a la correspondiente a la fraccion bioaccesible de la
muestra BZ. Al comparar las muestras suplementadas con cinc con las del
apartado anterior suplementadas con hierro (vease cuadros n° 18 y 19) se
observa que los porcentajes de inhibicion son similares para las muestras
gue no contienen leche (BZFe vs BZZn). En presencia de leche, la actividad
antiproliferativa es superior en la muestra con cinc (BZFeL vs BZZnL).

Para comprobar que las células, tras exposicion 24 h a las fracciones
bioaccesibles de las bebidas suplementadas con cinc, son metabdlicamente

activas se aplica el test MTT (ver figura n° 35).

186



Resultados y discusion

Figura n® 35. Conversion del MTT en células Caco-2 (A) y HT-29 (B)
expuestas a las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo de
frutas suplementadas con cinc (7.5% v/v en medio de cultivo) durante 24 h.
Los valores se expresan como media + desviacion estandar (n = 6).
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No se observan diferencias significativas (p>0.05) en las actividades

de los enzimas mitocondriales de ambas lineas celulares expuestas a las
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fracciones bioaccesibles de las muestras suplementadas con cinc (7.5% v/v
en medio de cultivo; ~50 uM polifenoles totales) durante 24 h, indicando
ausencia de citotoxicidad. Dado que la fraccion bioaccesible de la muestra
BZZnL es la que presenta actividad antiproliferativa sin citotoxicidad en
ambas lineas celulares, se selecciona para los ensayos de apoptosis y/o
arresto en el ciclo celular.

En las figuras n° 36 y 37, se muestra la evaluacion morfoldgica de
apoptosis con la sonda fluorescente Hoechst 33242 tras exposicion a la
fraccion bioaccesible de la muestra BZZnL (7.5% v/v en medio de cultivo;
~50 puM polifenoles totales) durante 24 h en células Caco-2 y HT-29,

respectivamente.

Figura n° 36. Determinacion morfoldgica de la apoptosis en células Caco-2 tratadas
con la fraccion bioaccesible de BZZnL (7.5% v/v en medio de cultivo) durante 24
h utilizando la sonda fluorescente Hoechst 33242. Las flechas sefialan la
condensacion de cromatina en el nicleo de una célula apoptdtica. Se utiliza

Staurosporina 10 uM como control positivo de apoptosis.

Control Blanco de digestién

BZZnL Staurosporina
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Figura n°® 37. Determinacion morfoldgica de la apoptosis en células HT-29 tratadas
con la fraccion bioaccesible de BZZnL (7.5% v/v en medio de cultivo) durante 24
h utilizando la sonda fluorescente Hoechst 33242. Las flechas sefialan la
condensacion de cromatina en el nicleo de una célula apoptdtica. Se utiliza

Staurosporina 10 uM como control positivo de apoptosis.

Control Blanco de digestién

BZzZnL Staurosporina

La exposicion de las células Caco-2 y HT-29 a la fraccion
bioaccesible de la muestra BZZnL sigue el mismo patron que las células
control y el blanco de digestion, lo que implica la ausencia de apoptosis en
exposicién continua (24 h).

En la figura n® 38, se muestra el efecto de la fraccion bioaccesible de
BZZnL en la modulacién de la progresion del ciclo celular en Caco-2 y HT-
29.
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Figura n° 38. Distribucidn del ciclo celular en células Caco-2 y HT-29 expuestas a la fraccion bioaccesible de la muestra

BZZnL (7.5% v/v en medio de cultivo) durante 24 h 'y 48 h. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar
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La exposicion de las células Caco-2 y HT-29 durante 24 h a la
fraccion soluble de la muestra BZZnL (7.5% v/v en medio de cultivo; ~50
MM polifenoles totales) proporciona un incremento significativo (p<0.05) en
la proporcion celular en la fase S en ambas lineas celulares, acompafiado de
un descenso (p<0.05) en la fase Gy/G; (S6lo en células HT-29) y sin
diferencias en la fase G,/M, comparado con el blanco de digestion. Los
resultados indican que los compuestos fitoquimicos de la fraccion
bioaccesible de la muestra BZZnL pueden modular la proliferacion de las
células Caco-2 y HT-29 blogueando la progresion del ciclo celular en la fase
S. En las células Caco-2, la distribucién del ciclo celular es similar cuando
se exponen a la fraccion bioaccesible de la muestra BZZnL o a BZ.

Con objeto de conocer si un periodo de incubacion mas largo
provoca un mayor arresto en la fase S se efectan ensayos en ambas lineas
celulares con 48 h de exposicion (ver figura n° 38), en los que no se
observan diferencias entre ambos periodos estudiados.

Compuestos bioactivos fitoquimicos de los alimentos, como los
polifenoles, son de interés como fuentes potenciales de compuestos con
actividad citostatica, ya que presentan per se baja toxicidad (Milner, 2002).
Si la fraccion bioaccesible de BZZnL estuviera ejerciendo un efecto
citostatico sin efectos citotoxicos, las células deberian recuperar su
proliferacion normal, al retirar la fraccidn bioaccesible del medio de cultivo
en contacto con las células. Para ello, se determina la distribucién del ciclo

celular tras 24 h y 48 h (figura n°® 39), después de retirar el medio de cultivo.
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Figura n® 39. Distribucién del ciclo celular en células Caco-2 y HT-29, 24 h y 48 h después de retirar la fraccion

bioaccesible de BZZnL del medio de cultivo. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 3).
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Al no mostrar diferencias la muestra BZZnL con el control, ni con el
blanco de digestion, los resultados obtenidos indican que tanto las células
Caco-2 como las HT-29 pueden recuperarse y reanudar su ciclo celular tras
retirar la fraccion bioaccesible de la muestra BZZnL del medio de cultivo en
contacto con las células. En este sentido, Bermudez-Soto et al. (2007a)
muestran que las células Caco-2 expuestas, 2 h/dia durante 4 dias, a la
fraccion bioaccesible de zumo de Aronia melanocarpa (80 UM polifenoles
totales) recuperan su proliferacion normal tras cambiar la muestra por el
medio de cultivo. Del mismo modo, Morley et al. (2007) indican los mismos
resultados de reanudacion del ciclo celular en células de cancer de mama
(MDA-MB-435) y de colon (HT-29) después de 1 dia de haber retirado del
medio de cultivo los compuestos tangeretina y nobiletina, lo que justifica el

efecto citostatico de ambos polifenoles.

4. Biodisponibilidad y metabolismo en células Caco-2 de los polifenoles
mayoritarios en las fracciones bioaccesibles de las bebidas a base de zumo
de frutas

Para determinar la captacion y metabolismo de los polifenoles
mayoritarios presentes en las fracciones bioaccesibles de las muestras se
utiliza el modelo que combina una digestion gastrointestinal simulada y
células Caco-2. Este modelo ha sido previamente utilizado por otros autores
para determinar la captacion de polifenoles en alimentos sometidos a
digestion gastrointestinal in vitro: cebolla y piel de manzana (Boyer et al.,
2004 y 2005) y café con leche (Dupas et al., 2006).
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Las células Caco-2 se incuban en exposicion repetitiva (4 h/dia
durante 4 dias) y continua (24 h y 48 h) con las fracciones bioaccesibles de
las muestras BZ, BZFe y BZFeL (7.5% v/v en medio de cultivo) y los
polifenoles mayoritarios se determinan mediante HPLC-DAD-MS/MS en el
medio de cultivo y en las células. A modo de ejemplo, se muestra el
cromatograma del medio de cultivo tras la exposicién de las células Caco-2

a la fraccion bioaccesible de BZ durante 24 h (figura n° 40).

Figura n° 40. Cromatograma del medio de cultivo que contiene la fraccién
bioaccesible de BZ (7.5% v/v) tras la exposicién de las células Caco-2
durante 24 h. Los n° de pico corresponden a los compuestos polifendlicos
identificados en el cuadro n° 15, y que corresponden a: 5 (&cido
clorogénico), 8 (hexosil-narirrutina), 9 (narirrutina), 11 (hesperidina) y 12
(didimina).
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Los polifenoles se detectan en el medio de cultivo pero no en las
células. Datos previos de captacion de polifenoles indican que la exposicion
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de células Caco-2 durante 48 h a resveratrol o piceatanol (100 pM)
muestran concentraciones intracelulares del orden de pg/célula (Larrosa et
al., 2003 y 2004). El hecho que nuestras muestras estén digeridas y formen
parte de una matriz alimentaria podria explicar la menor captacion de
polifenoles que cuando se analizan estos compuestos puros diluidos en
soluciones tampon.

Se ha indicado que la biodisponibilidad del &cido clorogénico de
café con leche sin y con digestion gastrointestinal simulada no supera el
0.25% (Dupas et al., 2006).

En el presente trabajo, factores como la dilucion de las fracciones
bioaccesibles con el medio de cultivo (contenido de polifenol individual< 8
M) e interacciones con otros componentes de las bebidas, podrian justificar
la baja o nula captacidon de los polifenoles en las muestras objeto de estudio.

La mayoria de polifenoles presentes en las fracciones bioaccesibles
de las muestras se encuentra en forma glicosilada. Ello implica que la
hidrolisis por la glicosidasas de la microflora intestinal debe ser un paso
necesario antes de la absorcion a nivel intestinal. Etapas adicionales en el
proceso de digestion gastrointestinal simulada, como la inclusion de un
proceso de fermentacion colonica microbiana podrian ayudar a completar y

mejorar el proceso de biodisponibilidad cuando se utilizan células de colon.

5. Estudio de intervencién en humanos

a) Capacidad antioxidante total (CAT) sérica
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Las bebidas a base de zumo de frutas utilizadas en el estudio de
intervencion presentan los siguientes valores de CAT (expresados enuM de
Trolox):

- BZ: 12641.5 + 568.9 (ORAC) y 6762.2 + 179.3 (TEAC)

- BZL: 13791.3 + 589.9 (ORAC) y 6010.1 + 201.5 (TEAC)

- BZFeL: 10705.1 + 736.3 (ORAC) y 5695.6 + 270.4 (TEAC)

Los valores de CAT sérica obtenidos por los métodos ORAC y

TEAC tras la intervencion con BZ (estudio 1), BZL (estudio 2) y BZFeL

(estudio 3) se recogen en el cuadro n° 20.

196



Cuadro n° 20. Estudio de intervencion: capacidad antioxidante total sérica en los estudios 1-3 (BZ, BZL y

BZFeL) determinada por los métodos ORAC y TEAC.

Estudio Basal 3 semanas 6 semanas 9 semanas 12 semanas
ORAC (uM Trolox)
1(B2) 18577.87+733.81% 15926.45+511.88™
2 (BZL) 16203.57+429.68” 14028.42+414.73%

3(BZFel) 14930.84+551.18"

14687.16+380.55"  14619.90+385.46"

15455.29+446.82° 14419.20+579.53"

1(B2) 6293.78+117.36™
2 (BZL) 4851.34+121.69"

3 (BZFeL) 4899.71+130.00%

TEAC (uM Trolox)
5683.00+106.41%
4012.74+87.05%

4562.65+123.50"  2498.55+112.25°

4429.51+123.16°  4755.24+202.92%

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 32). Letras diferentes en una linea (a, b, ¢) o columna (x, y, z) en

cada método (ORAC o TEAC) indican diferencias significativas (p<0.05)
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Al considerar el inicio y final de cada estudio se observa un
descenso significativo (p<0.05) en la CAT sérica (métodos ORAC y TEAC)
entre el inicio y el final del periodo de suplementacion en los estudios 1 y 2.
Sin embargo, en el estudio 3, no se hallan diferencias significativas (p>0.05)
en la CAT sérica (métodos ORAC y TEAC) entre el periodo inicial (tiempo
0 semanas) y el final (tiempo 12 semanas), aunque los valores TEAC
muestran un descenso significativo (p<0.05) tras 6 semanas de
suplementacion, que se recuperan gradualmente, alcanzando el valor inicial
del estudio tras 12 semanas de suplementacion.

Cuando se comparan los 3 estudios efectuados, los valores mas
altos de CAT serica (métodos ORAC y TEAC) corresponden al comienzo
del estudio 1 (BZ: tiempo 0). Tras el periodo de lavado que precede a los
estudios 2 y 3, no se recuperan los niveles basales. Al final del periodo de
suplementacion (3 semanas para los estudios 1y 2, y 12 semanas para el
estudio 3), se observa un descenso en la CAT serica al final de los estudios
2 y 3 respecto al estudio 1 (metodos ORAC y TEAC), siendo el descenso en
el estudio 3 (método TEAC) menos acusado. No se halla correlacion entre
los valores obtenidos por los métodos ORAC y TEAC, acorde a los
resultados obtenidos por Cao & Prior (1998) quienes atribuyen la ausencia
de correlacion a diferencias en la metodologia y mecanismos de accion.

Estudios (Cao et al., 1998; Van den Berg et al., 2001) similares al
presente (2-3 semanas) muestran efectos positivos derivados del consumo
de fruta en la CAT plasmatica; hay que considerar que en uno de ellos (Cao
et al., 1998), la suplementacion corresponde a dos dietas ricas en
antioxidantes con 10 y 12 piezas de frutas y verduras (cantidad mucho mas

alta a la utilizada en nuestro estudio), y en el otro (Van den Berg et al.,
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2001) la suplementacion con un concentrado de frutas y verduras, se realiza
en sujetos fumadores con estrés oxidativo enddgeno preestablecido.

Los efectos de los antioxidantes de la dieta son méas evidentes en
sujetos bajo condiciones de estrés oxidativo que en personas sanas con un
estatus redox equilibrado en las que la deteccion de variaciones en el estatus
antioxidante es mas complejo. Este hecho ha sido puesto de manifiesto en
diversos estudios en mujeres sanas que ingieren zumos de frutas (Riso et al.,
2005; Burgess & Andrade, 2006; Duthie et al., 2006).

El descenso en la CAT sérica observada tras la ingesta de BZ y
BZL (estudios 1 y 2) podria deberse a la presencia de compuestos
potencialmente pro-oxidantes en las bebidas analizadas. Los antioxidantes
podrian ejercer un efecto pro-oxidante dependiendo de su potencial redox y
estado quimico (Schwartz, 1996; Halliwell, 2000 y 2007). Se ha descrito
que el consumo de un zumo de manzana y grosella negra (1000 mL/dia,
conteniendo 198.7 mg de acido ascorbico) disminuye significativamente
(p<0.05) la CAT plasmatica evaluada por el método TEAC (Young et al.,
1999). Ademés, se indica que el consumo de este zumo induce una accion
pro-oxidante mediante el incremento del marcador de oxidacion proteica 2-
aminoadipico semialdehido (AAS). Con ingestas de zumo superiores (1500
mL/dia conteniendo 298.1 mg de acido ascorbico) los valores TEAC no
difieren estadisticamente del control a pesar de un incremento mas
pronunciado en la oxidacion proteica. Acorde con estos resultados, Dragsted
et al. (2004) hallan una correlacion entre el ascorbato plasmatico y el
producto de oxidacion proteica AAS tras un estudio de intervencion (25
dias) con ingesta diaria de 600 g de frutas y verduras (150 mg de &cido

ascorbico). Por otra parte, se han descrito efectos pro-oxidantes tras el
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consumo de un zumo rico en compuestos polifendlicos posiblemente debido
a su contenido en azlcares, ya que éstos podrian desempefiar un papel
importante en el aumento transitorio en la oxidacion proteica mediante
mecanismos de glicoxidacion y/o glicosilacion (Garcia-Alonso et al., 2006).
El hecho que las bebidas a base de zumo de frutas utilizadas en el presente
estudio proporcionen 270 mg de &cido ascorbico/dia durante 3 semanas,
podria ser uno de los factores relacionados con el descenso en la capacidad
antioxidante junto a la presencia de azucares.

Se han descrito propiedades antioxidantes in vitro para la leche
(Lindmark-Mansson & Akesson, 2000; Chen et al., 2003), hecho por el cual
cabria esperar un incremento de la CAT seérica tras el consumo de las
muestras BZL y BZFeL, aunque los resultados obtenidos (cuadro n° 20) no
reflejan este hecho. Kitts (2005) ha mostrado que los CPPs formados a partir
de la digestion de la leche muestran actividad antioxidante in vitro tanto en
sistemas acuosos como en emulsiones lipidicas, pero este hecho
probablemente no pueda extrapolarse a la situacion in vivo. Debe
considerarse que en la formulacion de las bebidas a base de zumo de frutas
utilizadas en el presente estudio, la leche representa solo un 11% vy su
contribucion a la CAT oscila entre un 6% y un 8%, lo que justificaria que no
se detecte un aumento en la capacidad antioxidante en las mujeres que
consumen BZL y BZFeL.

Por otra parte, la suplementacion con hierro puede catalizar la
formacion de radicales hidroxilo, alcoxilo y peroxilo. Lachili et al. (2001)
observan, en un estudio con mujeres embarazadas, que la suplementacion
combinada de hierro (100 mg/dia) y vitamina C (500 mg/dia) durante el

ultimo trimestre de embarazo puede ocasionar peroxidacion lipidica. Sin
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embargo, en un estudio de Proteggente et al. (2000) en que se administra a
20 sujetos sanos 260 mg acido ascorbico/dia, sélo o combinado con 14 mg
hierro/dia (cantidades muy similares a las de nuestro estudio: 270 mg acido
ascorbico/dia y 15 mg hierro/dia) durante 6 semanas, no existe evidencia de
efecto pro-oxidante ni con la suplementacién de ambos compuestos ni con
acido ascdrbico solo. Tampoco, Berger et al. (1997) encuentran efectos pro-
oxidantes in vivo, al suplementar con vitamina C y hierro. El hecho que el
consumo de BZFeL no produce un descenso en la capacidad antioxidante
comparado con la suplementacion de las muestras BZ y BZL podria
atribuirse a los CPPs formados a partir de la digestién de las proteinas de la
leche que pueden secuestrar hierro en estado ferroso y reducir las reacciones
tipo Fenton, asi como eliminar radicales libres (Kitts, 2005; Zunquin et al.,
2006).

b) Actividad SOD eritrocitaria
Los valores de actividad enzimatica SOD eritrocitaria obtenidos tras

la suplementacion con las bebidas a base de zumo de frutas BZ, BZL y

BZFeL (estudios 1, 2 y 3) se muestran en el cuadro n° 21.
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Cuadro n° 21. Estudio de intervencion: actividad enzimatica SOD eritrocitaria en los estudios 1-3 (BZ, BZL y
BZFelL).

Estudio Basal 3 semanas 6 semanas 9 semanas 12 semanas

SOD (U/g Hb)
1(B2) 1205.56 + 60.86%  1855.36 + 77.11™
2(BZL)  1666.30 + 152.41%  1699.05 + 155.61"

3(BZFel) 2172.29+175.74% 1072.62+185.81° 1998.50 + 134.45* 3054.65 + 182.00° 2714.26 + 158.09%

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (n = 32). Letras diferentes en una linea (a, b, ¢) o columna (x, vy, 2)
indican diferencias significativas (p<0.05).

U: Una unidad de SOD es la que causa un 50% de inhibicidn del valor de reduccién de INT bajo las condiciones de analisis.
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Tras 3 semanas de suplementacion con BZ y BZL, la actividad SOD
eritrocitaria aumenta significativamente (p<0.05), mientras que en las
mujeres que toman la muestra BZFeL, disminuye de forma significativa
(p<0.05) entre las semanas 0 y 3, aumentando a partir de la semana 6 y
alcanzando un valor mas elevado al final del estudio con respecto al nivel
basal.

Al comparar los tres estudios, en condiciones basales la menor
actividad de la SOD corresponde al estudio 1 e incrementa en los estudios 2
y 3. Al final del periodo de suplementacion de las muestras (3 semanas para
los estudios 1y 2, y 12 semanas para el estudio 3) la mayor actividad SOD
corresponde al estudio 3. No existe correlacion entre la actividad SOD vy los
valores de CAT sérica determinados tanto por el método ORAC como por el
TEAC.

Dado que las voluntarias ingieren BZ, seguida de BZL y finalmente
BZFeL, junto a la no recuperacion de las condiciones basales del estudio 1,
los cambios observados en la actividad SOD (1205.56 vs 2714.26) pueden
atribuirse al efecto conjunto de las tres bebidas.

Resultados similares a los descritos en nuestro estudio han sido
indicados por Young et al. (1999), quienes indican un incremento en la
actividad SOD eritrocitaria tras el consumo, durante una semana, de un
zumo de manzana y grosella negra (1000 mL/dia), acompafiado de un
descenso en la CAT plasmatica determinada por el método TEAC. Sin
embargo, Duthie et al. (2006) no encuentran cambios en la CAT plasmatica
ni en la actividad de la enzima SOD en un grupo de 20 mujeres sanas que

consume zumo de frambuesa (750 mL/dia) durante 2 semanas, atribuyendo
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estos resultados al uso de dosis nutricionales en lugar de farmacoldgicas y la
ausencia de estrés oxidativo enddgeno en las voluntarias sanas.

El incremento en la actividad SOD hallado en nuestro estudio podria
considerarse una accion secundaria a la de los antioxidantes presentes en las
bebidas a base de zumo de frutas, que intervendrian en primer término. Se
ha indicado que la induccién de la enzima SOD (primera linea de defensa
antioxidante), la cual cataliza la transformacion del anion superdéxido en
peréxido de hidrdgeno y oxigeno molecular, puede suponer un intento de
compensacion frente al estrés oxidativo inducido (Cheng et al., 2001). En
este sentido, existe evidencia que la induccion enzimética in vivo (SOD y
catalasa) como respuesta a condiciones de estrés oxidativo podria constituir
un efecto protector en forma de “tolerancia” frente a un mayor dafio

oxidativo posterior (Nelson et al., 2006).
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B. Estudio de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad mineral de hierro

y cinc mediante ensayos in vitro.

1. Bioaccesibilidad de hierroy cinc

Se estima la bioaccesibilidad de hierro y cinc en las fracciones
obtenidas tras digestion gastrointestinal simulada de seis bebidas a base de
zumo de frutas suplementadas con hierro y/o cinc y/o leche desnatada:
BZFe, BZZn, BZFeZn, BZFelL, BZZnL y BZFeZnL.

En los cuadros n°® 22 y 23, se indican los contenidos totales,
bioaccesibles y porcentaje de bioaccesibilidad para hierro y cinc,

respectivamente, asi como el resultado del tratamiento estadistico.

Cuadro n° 22. Hierro: contenido total, bioaccesible y bioaccesibilidad.

Total Bioaccesible Bioaccesbilidad
Muestra
(mg Fe/100 mL bebida) (mg Fe/100 mL bebida) (%)
BZFe 3.35+0.19 3.26 +0.11 97.4 + 3.4%
BZFeZn 3.63 + 0.24 1.93+0.12 53.1+3.3°
BZFeL 2.87 +0.04 2.54 +0.35 88.3 + 12.3°
BZFeZnL 2.84 +0.003 2.77+0.13 975+ 4.7

Los valores corresponden a media + desviacion estandar (n = 4)

Valores con letra diferente indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
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Cuadro n° 23. Cinc: contenido total, bioaccesible y bioaccesibilidad.

Total Bioaccesible Bioaccesibilidad
Muestra
(mg Zn/100 mL bebida) (mg Zn/100 mL bebida) (%)
BZZn 1.18 + 0.07 0.80 + 0.01 68.2+0.9°
BZFeZn 1.02 + 0.05 0.81+0.06 79.2 +5.8
BZZnL 1.67 +0.01 1.15 + 0.05 68.9 + 3.0°
BZFeZnL 1.73+0.03 0.83+0.03 482 +2.8°

Los valores corresponden a media + desviacion estandar (n = 4)

Valores con letra diferente indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)

Los contenidos de hierro y cinc en las bebidas objeto de estudio
son del orden de los indicados por el fabricante (3 mg de hierro y 1.6 mg de
cinc por cada 100 mL de bebida).

Las ingestas dietéticas recomendadas para hierro se sitlan entre 8
y 18 mg/dia segun edad y sexo, y para cinc entre 8 y 11 mg/dia (Food &
Nutrition Board, 2004). Asi pues, una ingesta usual de 250 mL de bebida a
base de zumo de frutas contribuye en un 42% para hierro y 36% para cinc al
aporte dietético diario recomendado.

Los porcentajes de bioaccesibilidad de hierro (cuadro n°® 22) son
superiores al 88%, excepto para la muestra BZFeZn (53%), donde se aprecia
el efecto negativo del cinc sobre la bioaccesibilidad de hierro. Los
porcentajes de bioaccesibilidad de cinc son inferiores a los del hierro

(cuadro n° 23). Debe destacarse que la muestra BZFeZn, con menor
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bioaccesibilidad de hierro, es la que presenta la mayor bioaccesibilidad de

cinc.

- Hierro

Es bien conocido el efecto positivo del acido ascorbico sobre la
solubilidad del hierro. En este sentido, Hazell & Jonson (1987) describen un
incremento de la dializabilidad de hierro en comidas suplementadas con
acido ascorbico.

En las muestras objeto de estudio (ver cuadro n°® 22), la relacién
molar entre L-ascdrbico: Fe es de 5.77: 1, proporcién similar (ascorbato: Fe,
5: 1) para la que se ha indicado un incremento en la biodisponibilidad de
hierro (Zhu et al., 2006). La accion combinada de los &cidos organicos
presentes en zumos de frutas favorece la solubilidad del hierro
(dializabilidad), accion atribuida al efecto quelante del &cido citrico,
reduccidn por parte de los antioxidantes (acido ascérbico) y disminucion del
pH por los acidulantes (&cido malico), los cuales en conjunto influyen en la
forma quimica del hierro y, por tanto, lo hacen mas biodisponible (Hazell &
Jonson, 1987). Es conocido que el Fe (I1) es mas biodisponible que el Fe
(1), puesto que el hierro férrico presenta menor solubilidad en el intestino
(Martinez et al., 1999).

Los hechos mencionados podrian justificar la alta bioaccesibilidad
(>88%) en las muestras BZFe, BZFeL y BZFeZnL. A pesar que la
composicion en acidos organicos es la misma en todas las bebidas a base de
zumo de frutas analizadas, la menor bioaccesibilidad de la muestra BZFeZn
podria ser explicada por la interaccién hierro-cinc. En soluciones acuosas la

presencia de cinc afecta negativamente la absorcion de hierro (Ekmekcioglu,
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2000; Sandstrém, 2001). Olivares et al. (2007) indican el efecto inhibidor
del cinc sobre la biodisponibilidad de hierro con una relacion molar 1: 1 en
soluciones acuosas; hecho que podria parcialmente explicar la baja
bioaccesibilidad de hierro en BZFeZn, aunque la relacién molar hierro-cinc
en las bebidas objeto de estudio es 2:1.

El efecto negativo del cinc sobre el hierro parece contrarrestada en
la muestra BZFeZnL por la presencia de leche. Los caseinofosfopéptidos
(CPPs) formados durante el proceso de digestion gastrointestinal de la
caseina conteniendo el cluster que posee 3 serinas y 2 glutaminas
(SpSpSpEE) (Miquel et al., 2006), presentan constantes de estabilidad
superiores para el hierro que para calcio y cinc (Martell & Smith, 1974). Del
mismo modo, Gaucheron et al. (1997), han descrito que la unién de ciertos
cationes a -caseina es en el siguiente orden: hierro>cinc>calcio. Asi pues,
los efectos de los CPPs podrian reducir la interaccion negativa del cinc
sobre el hierro mostrada en la muestra BZFeZn, beneficiando la solubilidad
de dicho mineral sobre la del cinc. Ademas, estos resultados coinciden con
los publicados por Perés et al. (1999) que indican que los CPPs,
especialmente el BCN (1-25), disminuye la influencia negativa del cinc
sobre la absorcidn de hierro en ratas a diferentes proporciones, incluyendo la
2: 1 presente en las bebidas objeto de estudio.

Al comparar los valores de bioaccesibilidad de hierro con otros
estudios llevados a cabo en bebidas a base de zumo de frutas, aplicando
métodos de digestion in vitro similares al del presente estudio, se obtienen
valores mas altos. Haro-Vicente et al. (2006) muestran valores de
dializabilidad de hierro en un zumo de citricos (pifia y fruta de la pasion) del

28%, mientras que Perales et al. (2007) obtienen valores de solubilidad y
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dializabilidad de hierro en zumos de frutas con leche y cereales de 32% y
17%, respectivamente. Una distinta composicion de las muestras, junto con
el uso de dialisis en lugar de solubilidad para obtener la fraccion
bioaccesible, podria explicar las diferencias halladas con respecto a nuestro

estudio.

- Cinc

Como se ha mencionado anteriormente para el hierro, la presencia
de acidos organicos en los zumos de frutas puede originar la formacion de
quelatos solubles de bajo peso molecular con el cinc, favoreciendo de este
modo su solubilidad (Lonnerdal, 2000). No obstante, los valores de
bioaccesibilidad de cinc son menores a los de hierro.

La presencia de leche (ver cuadro n® 23) no parece mejorar la
bioaccesibilidad del cinc. En cambio, si se observa un efecto negativo de la
presencia simultanea de hierro y leche (BZFeZnL).

Durante el proceso de digestion gastrointestinal se producen
cambios de pH que oscilan entre 2 — 7,2. Gaucheron et al. (1997) han
mostrado que los caseinatos pueden formar complejos con el hierro férrico
incluso a valores de pH de 2.5, siendo esta union constante hasta pH 6.8
(ltimo valor de pH estudiado por dichos autores). En cambio, el descenso
en la ionizacion de los grupos fosfoserina que tiene lugar a pH bajo,
disminuye la capacidad de unién de los caseinatos con el calcio y el cinc.
Este mismo hecho ha sido constatado por Baumy & Brule (1988) utilizando
B-caseina. Mientras el calcio y el cinc pueden unirse a los residuos de
fosfoserina a través de enlaces ionicos (los cuales son muy sensibles a los

cambios de pH), el hierro puede unirse tanto por enlaces i6nicos como
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mediante enlaces de coordinacién, los cuales no se ven afectados por la
fuerza idnica. Por lo tanto, parece razonable indicar que el hierro se une con
mayor afinidad a la caseina durante el proceso de digestion.

Los valores de bioaccesibilidad de cinc del presente estudio se
corresponden con los indicados por Perales et al. (2006) en zumos de frutas
con leche y cereales, con valores comprendidos entre 47% y 52%. No
obstante, la presencia de fitatos derivada de los cereales podria explicar los

valores ligeramente mas bajos con respecto a los aqui expuestos.

2. Captacion de hierro en células Caco-2: sintesis de ferritina.

Los resultados del contenido de ferritina intracelular, asi como la
viabilidad en células expuestas a las fracciones bioaccesibles de las bebidas

a base de zumo de frutas se muestran en el cuadro n° 24.

Cuadro n° 24. Biodisponibilidad de hierro: sintesis de ferritina en Caco-2.

Feadicionado a la Ferritina (ng/mg proteina o .

Muestras Viabilidad (%)
monocapa celular (pg) celular)

Blanco - 2.13+045° 100.0+0.9
BZFe 22.39+0.78¢ 17.26+2.32° 101.0+1.2
BZFeZzn 13.53£2.75° 17.94 + 4.66 ° 99.7+15
BZFeL 17.55+2.45° 53.40+8.95° 100.1+1.1
BZFezZnL 19.37+0.93° 49.77 £ 8.56 ° 99.3+1.3

" Viabilidad celular determinada con el test MTT [media * desviacién estandar (n = 9)]
Valores con letras distintas son significativamente diferentes (p<0.05) [media + desviacién

estandar (n = 6)]

210



Resultados y discusion

Los valores de viabilidad celular en células preincubadas 2 h con las
fracciones bioaccesibles de las muestras, indican ausencia de citotoxicidad,
ya que los valores son del mismo orden a los obtenidos con el blanco
(células control).

El contenido de ferritina en el blanco (células control), 2.13 + 0.45
ng ferritina/mg proteina, es similar al indicado por Viadel et al. (2007) (3.58
+ 1.26 ng ferritina/mg proteina) en las mismas condiciones.

Debe destacarse que entre las muestras BZFe y BZFeZn no se
observan diferencias significativas (p>0.05), hecho que no se corresponde
con la bioaccesibilidad de hierro en las mismas muestras, o que implica que
no todo el elemento soluble es captado por la célula. La incorporacion de un
cultivo celular (células Caco-2) mejora el sistema y permite una mejor
aproximacion a la situacion in vivo.

No se observa interaccion entre el hierro y el cinc (ver cuadro n° 24).
Se ha descrito en soluciones modelo, que el ZnCl, inhibe la sintesis de
ferritina en células Caco-2 con una relacion Fe-Zn 2:1, del mismo orden a la
de este estudio, y 1:1. Sin embargo, el pre-tratamiento de las células durante
48 h con Zn 50 uM no afecta la captacOn de hierro en Caco -2 (Glahn et al.,
2002). La utilizacion de soluciones modelo con ausencia de factores que
puedan favorecer o disminuir la absorcion de hierro podrian explicar las
diferencias con nuestro trabajo.

Los polifenoles, mediante el grupo galoilo de su estructura (Brune et
al., 1989), pueden influir negativamente en la biodisponibilidad del hierro,
debido a la formacion de complejos Fe-polifenoles en el lumen
gastrointestinal, los cuales hacen al hierro menos disponible para su

absorcion (Hurrell et al., 1999). S6lo se conoce un estudio con zumos de
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frutas en el que se determina la biodisponibilidad de hierro mediante la
sintesis de ferritina (Boato et al., 2002) donde se observa que los zumos de
frutas de color més oscuro (zumos de uva tinta y ciruela) ejercen un
marcado efecto inhibidor en la biodisponibilidad de hierro, debido a su
elevado contenido polifendlico que enmascara el efecto beneficioso del
acido ascorbico. Por el contrario, los zumos de frutas de colores mas claros,
como el zumo de naranja y de uva blanca (presentes en nuestras muestras)
no ejercen un efecto inhibidor en la sintesis de ferritina, ya que su contenido
en grupos galoilo es menor que en los zumos de color oscuro y, en
consecuencia, el acido ascérbico puede contrarrestar el efecto negativo de
los polifenoles. En este estudio, la cantidad de hierro adicionada a los zumos
(3.42 mg/100 mL) es muy similar a la de nuestras muestras (3 mg/100 mL).
Los contenidos de ferritina en las muestras objeto de estudio oscilan entre
17.26 - 53.40 ng ferritina/mg proteina, valores comprendidos en el intervalo
indicado por Boato et al. (2002) (5 — 275 ng ferritina/mg proteina).

Cabe destacar la mayor sintesis de ferritina (del orden de tres veces
mas) en las muestras que contienen leche en su formulacion (BZFeL y
BZFeZnL) vs. (BZFe y BZFeZn) (ver cuadro n°® 24). Este hecho puede
atribuirse al efecto de los CPPs formados durante la digestion
gastrointestinal, ya que estudios in vitro (Yeung et al., 2002; Argyri et al.,
2007) han indicado un aumento de la sintesis de ferritina en células Caco-2
en presencia de CPPs. Asimismo, tal y como se ha comentado
anteriormente, las muestras BZFeL y BZFeZnL presentan menor contenido
de polifenoles totales tras la digestion gastrointestinal que BZFe y BZFeZn
(ver cuadros n° 15 y 16) probablemente debido a la formacién de quelatos

entre leche y polifenoles. De este modo, las interacciones leche-polifenoles
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reducirian el efecto negativo de los polifenoles sobre el hierro quedando éste
mas disponible con lo que se obtendria una mayor sintesis de ferritina

Después de la digestion gastrointestinal simulada de caseina, se
liberan distintos CPPs a partir de o1, sy Y B-caseina (Miquel et al., 2006),
de los cuales, los CPPs derivados de las os caseinas tienen tendencia a
disminuir la cantidad de hierro biodisponible, mientras que los CPPs
derivados de la B-caseina incrementan el hierro biodisponible. En modelo
duodenal de rata, se ha observado una menor absorcion media de hierro en
presencia de CPPs que con B-caseina o B-caseina (1-25), aunque superior a
la obtenida con gluconato de hierro (Bouhallab et al., 2002). Previamente,
Péreés et al. (1999) indican una mayor biodisponibilidad de hierro unido a -
caseina (1-25) frente al gluconato de hierro utilizando el mismo modelo.
Ademas, se ha descrito, tanto en modelo intestinal de rata como en células
Caco-2, un aumento significativo en absorcién (al menos 2 veces superior) y
captacion total (al menos 3 veces superior) de hierro unido a B-caseina (1-
25) frente a hierro unido a og;-caseina (Kibangou et al., 2005).

Asi pues, los mecanismos por los cuales los CPPs mejoran la
absorcion y biodisponibilidad de hierro pueden ser atribuidos al incremento
en la solubilidad (permitiendo a los complejos formados resistir a los
cambios de pH y fuerza ionica que ocurren en el lumen) y/o a la presencia
de un mecanismo de absorcion especifico que reduzca las interacciones con
otros cationes divalentes como calcio y cinc (Amaro & Camara, 2004; Ait-
Oukhatar et al., 1997). Por lo tanto, la suma de estas propiedades podrian

explicar el efecto beneficioso de la adicion de leche en la captacion de
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hierro a partir de bebidas a base de zumo de frutas suplementadas con dicho

mineral.
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Del estudio de las bebidas a base de zumo de frutas, con o sin
leche, y con o sin Fe y/o Zn, se deducen las siguientes conclusiones:

1. Propiedades antioxidantes durante el almacenamiento en refrigeracion

y tras una digestion gastrointestinal simulada.

- En las bebidas analizadas, almacenadas en refrigeracion (2-4°C), no
disminuyen sus propiedades antioxidantes durante su periodo de vida
atil (135 dias). No se modifica el contenido de acido ascorbico y al final
del almacenamiento aumenta la capacidad antioxidante total, debido
probablemente a reacciones de polimerizacion de polifenoles y/o
formacion de compuestos de las etapas avanzadas de la reaccion de
Maillard.

- La capacidad antioxidante total de las muestras no disminuye tras

someterse a una digestion gastrointestinal simulada.

- La presencia de hierro y/o cinc y/o leche disminuye el contenido de
polifenoles solubles totales. La digestion gastrointestinal disminuye este
contenido, siendo la muestra con hierro y leche (BZFeL) la mas
afectada. Sin embargo, se observa un efecto positivo del cinc sobre los
flavan-3-oles, probablemente debido a la formacion de quelatos de

mayor solubilidad.
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2.
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Efecto citoprotector de |as fracciones bioaccesibles en células Caco-2

- La preincubacién con las fracciones bioaccesibles de las muestras no
previene la acumulacion de ROS, el descenso del GSH ni el posible
dafio al ADN (fase sub-G; del ciclo celular), si bien ejerce un efecto
citoprotector frente al estrés oxidativo inducido, mediante el
mantenimiento de la integridad mitocondrial (4yy) y metabolica (MTT),
la induccion de la enzima GSH-Rd, la respuesta adaptativa del ciclo
celular y la prevencion de apoptosis caspasa-dependiente. Las muestras
con cinc y cinc-leche son las que presentan un mayor efecto

citoprotector.

Actividad antiproliferativa de las fracciones bioaccesibles en células de
cancer de colon

- La proliferacion de las células de cancer de colon es inhibida por las
fracciones bioaccesibles de las muestras de zumo (BZ) y zumo con cinc
y leche (BZZnL) a través de un efecto citostatico, debido al bloqueo en
la progresion del ciclo celular en la fase S, acompariado del descenso en

la expresion de las ciclinas B; y D;.
Biodisponibilidad y metabolismo de polifenoles en células Caco-2
- La captacion y metabolismo de polifenoles a partir de las muestras

objeto de estudio en estas células no ha podido ser evaluada. La

incorporacion al proceso de digestion gastrointestinal de una etapa de
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fermentacion coldnica y/o el aumento de la concentracion de polifenoles

en las fracciones bioaccesibles podria permitir su determinacion.

5. Estudio de intervencion en humanos

- La capacidad antioxidante total en mujeres sanas en edad fértil no
mejora tras la ingesta de bebidas a base de zumo de frutas. El bajo estrés
oxidativo y la ausencia de cambios drasticos en sus habitos alimentarios

justificarian los resultados obtenidos.

- La actividad de la SOD se induce, hecho que puede ser mas efectivo
que la accion individual de los antioxidantes presentes en las bebidas,
que intervendrian en primer término frente a estrés oxidativo. La accién
de esta enzima ejerce un efecto protector en forma de “tolerancia” frente

a un mayor dafio oxidativo posterior.

6. Bioaccesibilidad de hierroy cinc

- La bioaccesibilidad (solubilidad) del hierro en las muestras es proxima
al 100%, mientras que para el cinc es del 40-80%. La interaccion
negativa del cinc sobre la bioaccesibilidad del hierro es contrarrestada en
presencia de leche, posiblemente debido a los caseinofosfopéptidos

formados durante el proceso de digestion.
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7. Biodisponibilidad de hierro en cdlulas Caco-2 (sintesis de ferritina)

- La sintesis de ferritina es tres veces superior en las bebidas que
contienen leche respecto a las que no la contienen. Probablemente, la

presencia de caseinofosfopéptidos mejora la captacion celular de hierro.

Conclusion global:

De todas las bebidas estudiadas, las que contienen cinc y cinc-leche
(BZzn y BZZnL) presentan efectos beneficiosos frente al estrés oxidativo y
modulacion de la proliferacion de ceélulas tumorales, mientras que las
muestras con hierro y leche (BZFeL, BZFeZnL) pueden mejorar el estatus

nutricional de hierro.
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ANEXO | - ABREVIATURAS

- 2,6-DCFI: 2,6-diclorofenolindofenol

- AA: Acido ascorbico

- AAPH: 2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro
- ABTS: Acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
- Ac-DEUD-pNA: acetil-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilida
- AD: Agua desionizada

- ANOVA: Anélisis de la varianza

- ASB: Albamina de suero bovino

- AUC: Area bajo la curva

- BD: Biodisponibilidad

- CAT: Capacidad antioxidante total

- CAT: Catalasa

- CDKs: Quinasas dependientes de ciclinas

- CN: Caseina

- CPPs:. Caseinofosfopéptidos

- DHR: Dihidro-rodamina

- DMEM: Dulbecco’s modified Eagle medium

- DM SO: Dimetilsulféxido

- DPPH: 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

- DRI: Recomendaciones diarias de ingesta

- EAA: Espectrofotometria de absorcion atomica

- EDTA: Acido etilendiamino tetracético

- ESI: Sistema de ionizacion de electroespray

- ET: Transferencia de electrén
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- FDA: Fluoresceina diacetato

- FL: Fluoresceina (3’,6° dihidroxiespiro[isobenzofuranl1[3H],9’[9H]-
xanten]-3-ona

- FRAP: Poder antioxidante de reduccion del ferrico

- GAE: Equivalentes del acido gélico

- GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenada

- GPx: Glutation peroxidasa

- GSH: Glutation reducido

- GSH-Rd: Glutation reductasa

- GSSG: Glutation oxidado

- H,O2: Perdxido de hidrogeno

- HAT: Transferencia de radical de hidrogeno

- Hb: Hemoglobina

- HPLC-DAD-MS/IMS:. Cromatografia liquida de alta resolucién con
detector de fotodiodos acoplado a un espectrometro de masas

- IMC: indice de masa corporal

- INT: Cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio
- IP: Yoduro de propidio

- MEM: Medio minimo esencial

- MTT: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-difenil tetrazolio
- NADPH: Nicotina adenina dinucleotido fosfato

- O72: Anidn superoxido

- OH': Radical hidroxilo

- OPA: O-ftalaldehido

- ORAC: Capacidad de absorbancia de radicales oxigeno

- PBS: Tampon fosfato salino
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- PCA: Procianidina

- pNA: p-nitroanilida

- PVDF: Fluoruro de polivinilideno

- RL: Radicales libres

- ROO": Radical peroxilo

- ROS: Especies reactivas de oxigeno

- SDS-PAGE: Gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
- SOD: Superéxido dismutasa

- TEAC: Capacidad antioxidante equivalente al Trolox

- TRAP: Captura total de radicales peroxilos

- Trolox: Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
- XOD: Xantina oxidasa

- Aym: Potencial de membrana mitocondrial
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ANEXO Il —INSTRUMENTACION

- Agitador con plataforma universal, IKA KS260. Afora

- Agitador magnético. Magnestir, Lab-Line Instruments Inc

- Agitador de tubos Vortex WhirliMixer. Fison Scientific EQuipment

- Balanza (x 0.001 g). AND, HA-180M

- Bafio de agua con programador de temperatura y agitacion. Modelo SS40-
2. Gran Instruments

- Bafio de ultrasonidos. Selecta

- Cémara fria. R. Masip- Ingeniero S.A

- Campana de flujo laminar vertical. Modelo PV-100. Telstar

- Centrifuga. Jouan GT 422

- Citémetro de flujo, Coulter, EPICS XL-MCL

- Congelador de -20 °C. Liebre Confort

- Congelador. Modelo UN-6512E. Nuaire -85 °C Ultralow Freezer

- Espectrofotometro de absorcion atomica, equipado con corrector de fondo
de Deuterio y lamparas de catodo hueco de hierro y cinc. Modelo 2380.
Perkin-Elmer

- Espectrofotometro UV-Vis termostatizado. Lambda 2. Perkin Elmer

- Horno mufla com programador de temperatura, Heraeus K1253A.
Eurotherm

- Homogenizador. Polytron® PT 2000. Kinematica AG

- Incubador automatico de CO,. Modelo NH-4500E. Nuaire

- Lector de placas VICTOR? 1420-040. Perkin-Elmer

- Microscopio de fluorescencia Diaphot-TMD. Nikon

- Microscopio invertido CK40. Olympus
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- Osmometro crioscopico. Gonotec. Osmomat 030

- pH-metro GLP21. Crison

- Placa calefactora, Magnetic Stirrer Hotplate SM6. Stuart Scientific

- Rotavapor (sistema de vacio V-800, rotavapor R-200, bafio de rotavapor
B-490) Biichi, con sistema de refrigeracion acoplado F12, Julabo

- Sistema de cromatografia liquida de alta resolucién. Consta de un HPLC
equipado con bomba binaria (G1312A), un inyector automatico (G1313),
un degasificador (G1322A) y un detector de diodos en serie (G1315B)
controlado por un programa de Agilent Technologies (v. A08.03). A este
HPLC se encuentra acoplado el detector de masas que consta de un
espectrometro de masas equipado con una trampa de iones (G2425A) y un
sistema de ionizacion de electrospray (ESI) controlado por otro programa
de Agilent Technologies (v. 4.1)

- Sistema Milli-Q plus de tratamiento de agua. Millipore
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ANEXO Il -MATERIAL

- Camara de recuento Neubauer. Bad Mergentheim

- Cartuchos para extraccion en fase solida (SPE) C-18 Sep-Pak. Waters

- Columna C;3 Mediterranean Sea (250 x 4 mm, tamafio de particula 5 um).
Teknokroma

- Columna de filtracion de vidrio de 2.0 cm de diametro. Afora

- Cubetas espectrofotométricas deshechables semi-micro. Levantina

- Filtros de membrana de 0.2 pm. Millipore

- Filtros de membrana Millex-HV13 de 0.45 um. Millipore

- Filtros de nylon de 0.45 um. Whatman

- Filtros de papel plegados, & = 12.5 cm. Albet

- Filtros Millex-GV PVDF (baja adhsion de proteinas) de Qu2?2de
tamano de poro para esterilizacion de soluciones acuosas. Millipore

- Material de plastico y vidrio de uso comun en el laboratorio (matraces
aforados, Erlenmeyers, tubos de centrifuga de polipropileno,...)

- Parafilm®. American Nacional Can

- Placas blancas de 96 pocillos no estériles. Sero-Well® Bibby Sterilin

- Placas de cultivos de 6 y 24 pocillos, Costar®. Corning

- Placas negras de 96 pocillos no estériles. Sero-Well® Bibby Sterilin

- Placas Petri & =9 cm. Iwaki

- Placas transparentes de 96 pocillos no estériles. Sero-Well® Bibby Sterilin

- Rascadores de células. Sarsted

- Tubos de plastico de 1.5 ml. Eppendorf
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ANEXO IV —REACTIVOS

- (+) Catequina (Sigma)

- B-Nicotinamida adenina dinuclettido fosfato (NADPH) (Sigma). Se
prepara una disolucion 10 mM (7mg/ml tampon fosfato). Almacenar en
congelacién, durante el ensayo mantener en hielo y oscuridad)

- AAPH (2,2’-azinobis(2-amidinopropano) dihidrocloruro), riqueza 95%
(Wako). Se disuelve 600 mg de AAPH en 10 ml de tampdn fosfato 75
mM, pH 7.4. (estable 1 semana a 4°C)

- ABTS (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)), riqueza >
99%. Fluka. Para obtener la disolucién de trabajo del radical catidnico
ABTS”, se preparan 25 ml de una disolucion de ABTS 7 mM (0.096g
ABTS a 25 ml agua desionizada) a la que se le adiciona 0.440 ml de la
disoluciéon K,S,0, 140 mM (0.96 g a 25 ml agua desionizada). Se deja
reposar 12-16 horas, a temperatura ambiente y al abrigo de la luz, para
permitir la generacion del radical (estable 2 dias a temperatura ambiente).
Posteriormente se diluye con etanol hasta que su absorbancia, medida a
734 nm en un espectrofotometro UV-VIS termostatizado (Perkin-Elmer,
Lambda2), sea de 0.700 + 0.020 a 30 °C

- Acetonitrilo (J. T. Baker)

- Acido clorhidrico fumante (HCI), 37% p/v; d = 1.19. Merck

- Acido férmico (Merck)

- Acido hidroxicindmico (Sigma)

- Acido nitrico (HNO3), 65% p/v; d = 1.40. Merck

- Agua desionizada Milli-Q plus. Millipore

- Agua grado cultivo celular. Agua para irrigacion. Braun Medical
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- Albumina de suero bovino fetal, solucién 0.2 mg/ml. Sigma

- Aminoacidos no esenciales. Gibco®

- Antibiéticos (penicilina/estreptomicina). Gibco®

- Anticuerpo GAPDH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa). Abcam

- Anticuerpos primarios (ciclinas D1 y B1). Sigma

- Anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa. Sigma

- Apigenina (Fluka)

- Azul de metileno, riqueza 99%. Merck

- Azul tripan. Sigma. Disolucidn de colorante (0.4% p/v en PBS)

- Bicarbonato sddico (NaHCO3). Merck

- Colorante Hoescht 33242. Sigma

- Diacetato de fluoresceina (FDA). Sigma. Se prepara una solucion madre
de 5 mg/ml en acetona. A partir de ella, se prepara una solucién de trabajo
de 5 pg/mlen PBS.

- Dihidro-rodamina 123 (DHR). Sigma

- Dimetilsulfoxido (DMSO). Sigma

- Disolucién de 2,6-diclorofenol-indofenol (2,6-DCFI): se pesan 62.5 mg de
sal sodica dihidratada de 2,6-DCFI (Merck) y 52.5 mg de bicarbonato
sodico y se llevan a un volumen final de 250 ml. La disolucion se
homogeniza, se deja reposar y se filtra

- Disolucion de acido acético-metafosforico (CH3COOH-HPO3): se
disuelven 6 g de acido metafosférico (Sigma) en 16 ml de acido acético
(Merck). Posteriormente se lleva a un volumen final de 200 ml con agua
desionizada (preparacion diaria)

- Disolucion de carbonato sodico (Panreac) al 2% (p/v) en agua desionizada
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- Disolucion de isopropanol acido (HCI 0.1 M (Merck) en isopropanol
anhidro (Merck))

- Disolucion de o-ftalaldehido (OPA) (Sigma) (1 mg/ml) en metanol
absoluto (Merck)

- Disolucion de Triton (Panreac) 10% (v/v)

- Disolucién Dihidro-rodamina 123 (DHR). Sigma. A partir de una solucion
2 mM de DHR en DMSO, se prepara una disoluciorud de DHR en
PBS, que debe preservarse de la luz para evitar la foto-oxidacion

- Disolucion de yoduro de propidio (IP) (Sigma) de 1 mg/ml citrato
trisddico, 0.05 mg/ml yoduro de propidio y 1 mg/ml de RNasa A (Ensayo
potencial de membrana)

- Disolucién fosfato tamponada (PBS). Gibco®

- Disolucidn hipotonica de yoduro de propidio. Se pesan 100 mg de Citrato
trisddico 5H,0, 5 mg de Yoduro de propidio (Sigma), 100 mg de RNAsa
A (Sigma) y se disuelven en 50 ml de agua bidestilada. Se adiciona 0.1 g
de Triton X-100 (final 0.1% p/v) y se afora a 100 ml con agua bidestilada.
(Ensayo ciclo celular-citoproteccién)

- Disolucion patron de acido galico (Sigma) de 10 mg/ml en desionizada. Se
pesan 250 mg de acido galico y se llevan a 25 ml con agua desionizada
(preparacion diaria). De esta disolucion se toma 1 ml y se lleva a 10 ml
con agua desionizada (disolucion de trabajo)

- Disolucion patrén de acido L (+)-ascorbico (Merck) (Lmg/ml): 50 mg de
AA en 50 ml de ac. metafosforico-acético (preparacion diaria)

- Disolucién tripsina (2.5 g/L) — EDTA (0.2 g/L). Gibco®
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- Disolucién Tris 20 mM + 0.1 % Triton. Se pesan 60.5 mg de Trizma base
(Sigma) y 25 mg de Triton (Panreac) y se lleva a un volumen final de 25
ml con agua desionizada

- Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM+GlutaMAX™-I, Gibco®,
Invitrogen, Carlsbad, USA) suplementado con 4.5 g/L glucosa y piruvato
sodico

- Etanol absoluto (EtOH), para analisis. Merck

- Etanol-PBS (4 °C) (70:30, v/v)

- Extracto porcino de sales biliares. Sigma n° 232-369-0

- Folin-Ciocalteu 1 N. Panreac

- Fluoresceina sodica (Fluka). Se prepara una disolucién madre de
fluoresceina de 440 mg/L en tampon fosfato (75 mM pH 7.4) y
posteriormente se diluye 15 veces con tampon fosfato para obtener la
disolucién de trabajo. (estable 1 semana a 4°C)

- Fungizona. Gibco®

- Gel separador SDS-PAGE (10-12%)

- Glutatién oxidado (GSSG) (Sigma). Se prepara una disolucion 20 mM
(12.2 mg/ml tampon fosfato). Almacenar a 4 °C

- Glutation reducido (GSH). Sigma. Se prepara una disolucion de 500ug/ml
en agua desionizada. A partir de esta disolucién se prepara la curva de
calibrado

- HEPES (4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico). Gibco®

- Hesperidina (Sigma)

- Hidroxido sodico (NaOH). Panreac

- Kit colorimétrico caspasa-3 (CASP-3-C). Sigma.

Consta de los siguientes reactivos:
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1) Tampédn de reaccion: HEPES 20 mM, pH 7.4, EDTA 2 mM; CHAPS
(3-[(3-Cholamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 0,1% y DTT
(ditiotreitol) 5 mM. Se prepara pesando 37.2 mg de EDTA; 50 mg de
CHAPS; 38.6 mg de DTT; 1 ml HEPES y se afora a 50 ml con agua
desionizada
2) Sustrato peptidico acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroamilida (Ac-DEVD-
PNA) de la capasa-3: se disuelve el contenido del vial (5 mg) en 0.4 ml de
dimetilsulfoxido
3) Tampdn de lisis celular: HEPES 50 mM, pH 7.4, CHAPS 5 mM, DTT
5 mM. Se prepara pesando 153.7 mg de CHAPS; 38.6 mg de DTT; 2.5 ml
HEPES y se afora a 50 ml con agua desionizada

- Kit de deteccion ECL plus. GE Healthcare-Amershan

- Kit Ransod SD125. Laboratorios Randox.
Consta de los siguientes reactivos:
1) Mezcla sustrato (liofilizada): Xantina 0.05 mmol/L y cromogeno (INT)
0.025 mmol/L. Se reconstituye con 20 ml del tampdn comercial.
2) Xantin-Oxidasa (liofilizada): se reconstituye afiadiendo, 10 ml de agua
desionizada al vial. Su concentracion es de 80 U/L.
3) Patron SOD (liofilizado): se reconstituye afiadiendo 10 ml de agua
desionizada. Las diluciones del patron para la curva de calibrado se
realizan con tampon fosfato.
4) Tampodn fosfato 0.01 M pH 7
5) Tampodn comercial. Acido 3-[ciclohexilamino]-1-propanosulfonico
(CAPS) 50 mmol/L / EDTA 0.94 mmol/L

- Kit Spectro Ferritin S-22. Ramco Laboratorios

- L-glutamina. Gibco®
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- Lowry A: 4% p/v NayCOg3 (Panreac) en NaOH (Guinama) 0.2 N

- Lowry B: 0.02% p/v CuSQ4.5H,0 (Panreac) en tartrato-Na'K 4 hidrato
(Panreac) al 0.04% p/v

- Medio Minimo Esencial (MEM). Gibco®, Invitrogen, Carlsbabd, USA

- Membranas “Hybond-P” de fluoruro de polivinilideno (PVDF). GE
Healthcare-Amershan

- Metanol (MeOH) para HPLC (J. T. Baker)

- Metanol &cido (MeOH/acido férmico, 97:3 v/v)

- MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-difenil bromuro de tetrazolio). Sigma

- Pancreatina de pancreas porcino, actividad equivalente a 4, segin USP.
Sigma P-1750

- Pepsina de mucosa de estdbmago porcino, actividad 890 unidades / mg de
proteina. Sigma P-7000

- Perdxido de hidrogeno (H,0;) al 30% (v/v). Sigma

- Persulfato potésico (K;S,0,), riqueza 99%. Merck

- Piruvato sédico. Gibco®

- Reactivo Drabkin diluido. Se prepara una disolucién de 500 ml con 0.025
g de KCN 0.77 mM, 0.1 g de K3[Fe(CN)¢] 0.6 mM y 0.7 g de KH,PO,
0.01 M en agua desionizada

- Reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma) 50% (v/v) en agua desionizada

- Resina Chelex-100, forma sodica. Sigma

- RNasa A. Sigma. Se prepara una disolucién de 40pg/ml en PBS (ensayo
ciclo celular-actividad antiproliferativa)

- Solucion fijadora metanol-acido acético (3:1, v/v)
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- Staurosporina (control positivo de apoptosis). Sigma. Se prepara una
disolucion staurosporina 1@M en DMSO para el  ensayo apoptosis
Hoechst y 4.6 uM en DMSO para el ensayo de apoptosis con FDA-IP

- Suero bovino fetal. Gibco®

- Tampon de lisis. Tampdon RIPA (RadiolnmunoPrecipitation Assay)

- Tampon formaldehido-fosfato en relacion 1/4 (v/v). Se llevan 5 ml de
formaldehido 37-40% (Sigma) a 20 ml con tampdn fosfato 0.1 M, pH 8

- Tampén fosfato 0.1 M — EDTA 5 mM, pH 8. Se prepara tampon fosfato
monosddico 0.1 M (Panreac), pesando 7.8 g y se lleva a 500 ml de agua
desionizada; tampon fosfato disédico 0.1 M (Merck), pesando 17.91 g y se
Ileva a 500 ml de agua desionizada; EDTA 5 mM (Sigma), pesando 0.93 g
/ 500 ml de cada uno de los tampones anteriores. Posteriormente, mezclar
vertiendo el tampon monosodico sobre el disddico hasta alcanzar un pH 8

- Tampon fosfato 75 mM: KH,PO, 750 mM y Na,HPO,4 750 mM (estables
varios meses a 4°C) mezclados en proporcion 25:75 (v/v) y diluidos con
agua desionizada (1:9 v/v), pH 7.4 (estable 1 semana a 4°C)

- Tampon fosfato 100 mM Na/K pH 7 -5 mM EDTA

- Tampédn Tris salino/Tween 20 al 0.1 %

- Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) riqueza
97% (Sigma). Disolucién de trabajo @M (ORAC): se prepara una
disolucion madre (12.5 mg en 50 ml tampdn fosfato) y se diluye 1:49 con
tampén fosfato (estable 1 semana a 4°C). Disolucion madre 5 mM
(TEAC): 31.25 mg en 25 ml de etanol. A partir de esta disolucion se
preparan los distintos puntos de la curva patron

- Yoduro de propidio (IP). Sigma. Preparar una disolucion de 10Qug/ml en

PBS (Ensayo ciclo celular y apoptosis-actividad antiproliferativa)
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