
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACOLOGÍA

Curnarinas en la prevención

del estrésoxidativo dependientede la edad

MEMORIA QUE PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR EN

FARMACIA PRESENTA

SagrarioMartín-Ai’agdn Alvarez

Madrid, 1994



ANGEL Ma VILLAR DEL FRESNO y JUANA M8 BENEDÍ

GONZÁLEZ, Catedrático y ProfesoraTitular, respectivamente,del Departamentode

Farmacolog(ade la Facultadde Farmaciade la UniversidadComplutensede Madrid,

CERTIFICAN:

Que SAGRARIO MARTIN-APAGÓN ALVAREZ, ha realizadobajo su

direcciónel trabajo “Cumarinasen la prevencióndel estrésoxidativo dependientede la edad”

con objeto de obtenerel Gradode Doctor en Farmacia.

Y para que conste,expedirnosel presentecertificado en Madrid a 6 de junio de mil

novecientosnoventay cuatro.

Directores

Dra. Dña. JuanaM~ BenedíGonzálezDr. D. Angel M2 Villar del Fresno



Quieroexpresarmi sinceroagradecimiento:

Al Dr. D. Angel M2 Villar del Fresno,porqueuna vez más,despuésde dirigir mi

Tesina,me ha brindadosu valiosadirección,apoyo científico, y confianza,parala realización

de estaTesis Doctoral y para mi formación en Farmacología.También quiero destacarmi

gratitud por el aprecioque meha mostrado,y por el buen humory la actitud optimistaque

me ha manifestadoen los momentosmás arduos.

Mi agradecimientolleno de cariño a la Dra. Dña. JuanaM3 Benedí Gonzálezque,

mediantela crecienteamistad que nosune, y con su experienciacientíficay constanteayuda,

ha hechoposible la realizaciónde estetrabajo de investigación.

A mis compañerosde Departamento,especialmentea Palomay a Jesús,quehanestado

conmigo más cerca con motivo de este trabajo; a todos ellos agradezco su ayuda, su

colaboración,su amistad,y cuantome han enseñadoy he aprendidode ellos.

A las personasde esteDepartamentoque realizanuna labor distinta de la docentee

investigadora,pero indispensable,quiero expresarmi gratitud y mi apreciopor ellas, y una

granestimapor su trabajo.

A todas esaspersonasamigasque estándetrásde esta Tesis Doctoral, les debo su

apoyo,empujey comprensiónconstantes,especialmenteen los momentosde abatimiento.

Finalmente,mi expresiónde cariño a mi queridafamilia, cuyo apoyo insustituibleha

sido fundamentalen la realizaciónde esta Tesis Doctoral. Y especialmente,a Alberto, mi

hermanopequeño,hombre apasionadopor el Cine, la Literatura, y las Artes en general,que

tanto me ha alentadoen mi afán por la investigación.

A todos, mi más sinceragratitud.



A ini querida Fa¡nlli.a



INDiCE



iNDICE

INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS .

1. MECANISMOS BIOLÓGICOSDEL ENVEJECIMIENTO ...

1.1. Introduccióna la biología del envejecimiento

1.2. Observacionessobreel envejecimiento

1.3. Característicasdel envejecimiento

1.4. Teoríasdel envejecimiento

1.4.1. Teoríasevolutivas

1,4.2. Teoríasde control genético

1.4.3. Visión integralde las teoríasde

desgastemetabólico,diferenciacióncelular,

libres

7

7
8

10
11
11
12

y radical

2. RADICALES LIBRES DE OXÍGENO Y PEROXIDACIÓN TISULAR

es

17

19
192.1. Oxigeno y especiesactivasde oxigeno

2.2. Reducciónmoleculardel oxigeno

2.3. Peroxidacióntisular y envejecimiento

2.3.1. Mecanismode peroxidaciónlipídica

2.3.2. Productosde la peroxidaciónlipidica

2.3.3. Toxicidad y daño

3. ANTIOXIDANTES

3.1. Sistemasde proteccióncelular frente a la peroxidación

3.2. Antioxidantesde síntesis

3.3. Antioxidantesde origen natural

4. CUMARINAS

4.1. Cumarinas:grupo farmacológicoseleccionado

4.2. Curnarinas:antioxidantesfenólicos

4.3. Otras accionesfarmacológicasde cumarinas

4.4. Acción sobreenzimas

4.5. Efectos sobrerespiracióny fosforilaciónoxidativa

4.6. Efectossobreácido nucleicoy metabolismoproteico

4.7. Metabolismo,farmacocinéticay toxicología

20
21

23
25
25

27

28

36
37

40

40

42

45
46

47

47

48

.1



MATERIAL Y MÉTODOS

INDICE

51

1, MÉTODOS IN VITRO

1,1. Sistemageneradorde anión superéxido

1.2. Sistemageneradorde radical hidroxilo

1,3. Sistemageneradorde peróxidode hidrógeno

1.4. Peroxidaciónlipidica microsomal

2. MÉTODOS iN VIVO

ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO

1. Test de la cuerda

2. Test del cilindro rotatorio (Rota-rod)

3. Test de evitaciónpasiva

ENSAYOS IN VITRO

60
63
63

64
65

67

1. Determinaciónde la actividad de antioxidantesenzimáticos

2. Determinaciónde un antioxidanteno enzimático:el glutation

3. Determinaciónde la peroxidaciónlipídica

3. MÉTODOS ESTADÍSTICOS

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

1, RESULTADOS IN VJ’TRO

2. DISCUSIÓN DE RESULTADOS JN VITRO

3. RESULTADOS 111 VIVO

3.1. RESULTADOS DE COMPORTAMIENTO

3.2. RESULTADOS DE MEDIDA DE ANTIOXIDANTES Y D

TISULAR

4. DISCUSIÓN DE RESULTADOS IN VIVO

4.1. DISCUSIÓN DE RESULTADOS DE COMPORTAMIENTO

4.2. DISCUSIÓN DE RESULTADOS DE LA MEDIDA

ANTIOXIDANTES Y DEL DAÑO TISULAR

CONCLUSIONES 169
BIBLIOGRAFIA 172

52

55

56

57

59

67
75

77

80

82

83

95

97

97

AÑO
127

155

155

DE
160



ABREVIATURAS

7AM 7-amin-4-metilcumarina

ANOVA Análisis de varianza

ASCQ,~ Acido ascórbicooxidado

ASCrd Acido ascórbicoreducido

BNA 2,(3)-terc-butil-4-hidroxianisol

BHT 2,3-di-¡erc-butil-4-hidroxitolueno

C 7-dimetilaminciclopenta(c)cuniarina

3CA Ácido cumarin-3-carboxílico

CAT Catalasa

CL Quirnioluminiscencia

COX Citocromo c oxidasa

DAF 4-metildafnetina

DDL 3,5-diacetil-1,4-clihidrolutidina

7D1 7-dimetilamin-4-metilcumarina

DIM 6,7-dimetoxicuniarina

DMSO Dimetil sulfóxido

DO Densidadóptica

DTNB 5,5‘-clitiobis(ácido 2-nitrobenzoico)

DIPA Acido dietilentriaminopentaacético

EAO Especiesactivas de oxígeno

EDTA Acido dietilendiaminotetraacético

ESC Esculetina

ESCA Esculina

ESCO Escopoletina

ESM Error estándarmedio

FDA Food and Drug ,4d,ninistration

FRAX Fraxetina

G6PDH Glucosa6-fosfatodeshidrogenasa

GPx Glutation peroxidasa
GPx-Se Glutationperoxidasaseleniodependiente

GPx-no-Se Glutationperoxidasano seleniodependiente

GR Glutationreductasa
GS Glutaminasintetasa

GS Radicalglutation
GSH Glutation reducido



GSSG Glutation oxidado
GSSR Disulfuro mixta
GST Glutation S-transferasa

5-HETE 5-hidroxieicosatetraenoico
HHT 7-carbonohidroxiácido
H202 Peróxidode hidrógeno

LDH Lactatodeshidrogenasa

6-metilcumarina

7-metilcumarina

7MX 7-metoxicumarina

MAN Manitol
MDA Malondialdehido
M-ESC 4-metilesculetina

MIRIC Miricetina
M-UMB 4-metilumbeliferona

NBT Azul de nitrotetrazolio

NEM N-etilmaleimida

02 Oxigeno molecular

O2 Anión superóxido
102 Oxigeno singlete

OH Radicalhidroxilo

40H 4-hidroxicurnarina

7OHAC Ácido 7-hidroxicumarfn-4-acético

3-OHC 3-hidroxicumarina

7-OHC 7-hidroxicumarina

7-OHCG 7-hidroxicumarín-glucurónido

PAF Factor activadorplaquetar

PMN Leucocitospoliniorfonucleares

PMS Fenazinanietosulfato

P:O Coc. respiratorio= fosforilación:utilizaciónde 02

Radicalalquilo

RO Radicalalcoxilo
RON Hidróxido orgánico

ROO Radicalperoxilo

ROOH Hidroperóxido orgánico

SOD Superóxidodismutasa

SIN o GH Hormonadel crecimiento

14 Tiroxina



TBA Ácido 2-tiobarbitúrico
TBArs Sustanciasreactivasal ácido 2-tiobarbitúrico

TRI 7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina

UMB Umbeliferona

VitEO Radical tocoferilo

VitEOH Vitamina E

2-VP 2-vinilpiridina

Media aritmética



INTRODUCCIÓNY OBJETIVOS



INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

La generaciónde RadicalesLibi’es cte Oxigenoesun fenómenoque tiene lugar en

todoslos organismosvivos queutilizan el oxigenomolecular(Halliwell, 1990; 1991).Durante

la evolución,estosseresvivos hanido desarrollandoun sofisticadosistemaantioxidantepara

hacerfrente a los efectos deletéreosde los productosde la reduccióndel oxigeno. Estos

sistemas (scavengers)incluyen compuestosquímicos capacesde ‘captar’ o ‘secuestrar”

especiesactivas de oxigeno (EAO), tales corno tocoferoles(vitamina E), ácido ascórbico

(vitamina C), fl-caroteno (vitamina A), y glutation, así como una serie de enzimas

especializadasen la reducciónde radicaleslibres a especiesmás estables.Las tres enzimas

antioxidantesmás importantesson superóxidodismutasa(SOD; cobre, zinc, manganeso),

catalasa(CAT, hierro),y glutationperoxidasa(GPx, selenio).Otras,comoglutation reductasa

(GR), glucosa6-fosfatodeshidrogenasa(G6PDH), y glutat¡ouiS-transferasa(GST),constituyen

un soporteparalas enzimasantioxidantesprimarias.Ya quela generaciónde radicaleslibres

de oxigenoen la célula está muy localizada, la distribución de estasenzimases tal que se

complementanunasa otraspara la destrucciónde las especiesradicalariasproducidasen los

mismos compartimentoscelulares.Por ejemplo, el 90% del peróxidode hidrógeno(1-1202)

producidoen los peroxisomases eliminado por la CAT antescíe quedifundade esteorgánulo.

Asimismo, casitodoel aniónsuperóxido(O-,) formadoen la cadenarespiratoriamitocondrial

esconvertidoa H202por la isoenzimaSOD mitocondrial, querequieremanganesocornogrupo

prostético(I-IalliweIl, 1989).La enzimasantioxidantesmitocondrialesestáncodificadaspor sus

propios genes y reguladasespecíficamenteen respuestaal ambiente mitocondrial. Esto

demuestrala importanciade la niltocondriacomo el lugar principal de consumode oxigeno

y generaciónde radicaleslibres (Tappel, 1959; Marco, 1961; Miquel, 1980; Fleming, 1982;

Sohal, 1991a; 1991b).

El envejecimientopodríaserel resultadode continuasreaccionesde los componentes

celularescon radicaleslibres de oxígenoduranteel períododevida (Harman, 1956; 1978;

1981). Sin embargo,la relación entreenvejecimientoy antioxidanteses todavía un tema

controvertido.Porun lacio, el envejecimientoestáasociadocon un descensoen la proliferacién

celulary en la síntesisproteica,queafectapor tanto, al rurnover de enzimasantioxidantes.Y,

porotro lado,el estrésoxidativo asociadoal envejecimientopuedecausarcambiosadaptativos

en e] statusantioxidantede la célula en respuestaa la magnituddel daño ~Ji,1993),

La degeneraciónfuncionalde las célulassomáticasduranteel envejecimiento,enbuena

parte, contribuye al desencadenamientode enfermedadesdegenerativascomo cáncer,

alteracionescardiovasculares,déficitsen el sistemainmune, disfuncióncerebral,cataratas,etc.

(Ames, 1981; 1993).
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INTRODUCCIÓN Y G’BJET1 VOS

Ademásde los efectosprotectoresde los sistemasantioxidantesendógenos,el consumo

de dietas antioxidantesparece tener una gran importancia en la prevención de las

enfermedades(Gerschman,1955; 1958).

Las frutas y los vegetales, la fuente principal de antioxidantesde la dieta, están

asociadosconunadisminuciónen el factorde riesgoparacontraerenfermedadesdegenerativas

(Ames, 1993).Hay evidenciassobrela prolongaciónde la vida medianormal y la inhibición

espontáneadel cáncer mediantela administraciónexógenade antioxidantesen animalesde

experimentación(Harman,1961). Se ha observadoque ratonesalimentadoscon dietasque
contienencantidadesimportantesde antioxidantesviven más tiempo que los alimentadoscon

dietas de laboratorio estándar.La magnitud del efecto varia con la sustanciaañadida: a-

tocoferol, 2-mercaptoetilamina(Harman,1961), d itiocarbaniatos(Harnian,1968), i’erc-butil-

hidroxitolueno(BHT) (1-larman,1969),etoxiquina(Conífort, 1971),etc.Estosestudiosfueron

promovidoscomoconsecuenciade la formuladateoríade los radicaleslibres y envejecimiento

(Harman, 1956; Tappel, 1959; 1973; Dormandy, 1969>. En ella se postula que tanto el

envejecimientonatural como el inducido por radiación puede implicar ataquede radicales

libres oxidativos a moléculaso lípidos (Dormandy, 1969),a largo plazo, incluidos los de la
mitocondria(Tappel, 1959; Marco, 1961).

La longevidad incrementadaen ratonesque han recibido un aportede antioxidantes,

es compatiblecon la hipótesisde envejecimientopor radicaleslibres. Así se ha comprobado

que ratones deficientesen a-tocoferol experimentanun incremento en la sensibilidad al

oxígeno (Gerschman,1955; Taylor, 1958; Machlin, 1963; Diplok, 1984; Packer, 1984;

Matsuo, 1992; Meydani, 1992).

Desafortunadamente,el alimentara los animalescon antioxidantesestáfrecuentemente

asociadocon la pérdidade peso,factor que podría llegar por si mismo a un aumentode las

expectativasde vida del animal. Por tanto, la asociaciónentre las expectativasde vida, la

longevidady el consumodedietascon antioxidanLesestáatAn por determinar(Comfort, 1971).

Muchosantioxidantes,especialmenteel Dl-IT, son poderososinductoresenzimáticos

(Branen,1975; Cha, 1982),y Ross(1969)observóquela concentraciónde enzimasen hígado

era correlativacon la ulterior expectativade vida de ratas sometidasa distintas dietas.Y así

afirma, que el envejecimientobiológico es tina manifestaciónde los cambios en las

actividadesenzimáticasque tienen lugar de forma natural, y que dietas determinadas

puedenreducir o modificar estoscambioscori la consiguientereducciónen la tasade

envejecimien(o.
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INTRODUCCIÓN Y OBJETiVOS

Aunquetodavíapermaneceoscuroel mecanismode acciónde antioxidantesporel que

prolonganla vida media deorganismosfilogenéticarnentedistintos,se han realizadoestudios

sobre el efecto de distintas concentracionesde antioxidantes (propil galato, terc-butil-

hidroxianisol (EMA), y a-tocoferol)en la actividadGR de tejido cerebraly hepáticoderatones

machode distintasedades(Khanna, 1992). Dichoscompuestosproducenun aumentoen la

actividadenzimática.Este incrementopuedeser indicativo de tina disminucióndel dañopor

radicaleslibres,ya que la GR mantieneel potencial reductorde la célula en un nivel elevado

(Khanna, 1992).

En el desarrollode la Farmacologíade productosnaturales,se ha comprobadoque

diversos compuestosfenólicos ejercen efectosprotectoresen modelos de hepatotoxicidad

inducidapor xenobióticosy mediadospor radicaleslibres. Y así, se ha mostradola actividad

hepatoprotectorade algunos flavonoidesy ácidos fenólicos(Wagner, 1986a;Joyeux, 1990;

Payá,1993b).Muchasde las propiedadesbiológicasdeestoscompuestoshan sido relacionadas

con su capacidadantioxidante(Larson,1988)y seha prestadouna atenciónconsiderablea su

acciónenel procesooxidativo. Diversosilavonoidesy ácidosfenólicosinhibenla peroxidacióri

lipídica iii vitro (Laughton, 1989; Mora, 1990; Cholbi, 1991; Ríos, 1992) o son capacesde

actuarcomo reductores “atrapadores”(oscavengers)o “desactivadores”de las EAO (Robak,

1988; Huguet, 1990; Sichel, 1991; Cotelle, 1992).

En la hepatotoxicidadmediadapor ciertosxenobióticostiene lugar como fenómeno

previo la cleplecciónde glutation, péptido queactúacomo un importantesistemaantioxidante,

ya que su forma reducidaen combinacióncon las GPx, elimina el l~I2O2 y los hidroperó~idos
lipídicos (Payá, 1993b). Estos compuestosfenólicos,por tanto, podrían contribuir a vencer

los efectosdañinosdel estrésoxidativo, cooperandocon las moléculasprotectorasnaturales

talescomoel glutationreducido,y con su accióndirectacomo ‘captadores”de radicaleslibres

(Payá,1993b).

EstudiospreviossobreCUIVIARINAS, que pretendíandesarrollaragentesinnovadores

por su interacción con EAO (inhibición de la peroxidación lipídica no enzimática y
“captadores”de radicalessuperóxidoy peroxilo) (Vladimirov, 1991; Payá, 1992a; 1992b;

1993a; 1993b), concluyeronque diversoscompuestosde este grupotenían una capacidad

beneficiosapara“captar” radicalesy podríaesperarseque fueranprotectoresen el dañotisular

causadopor la generación de EAO, como puede ser el estrés oxidativo asociadoal

envejecimiento.Como en el casode flavonoidesy ácidosfenoles,tambiénseha descritouna

actividadhepatoprotectorade diversoscompuestoscumarinicos(Wagner,1986a;Yang, 1991;

Anand, 1992).
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

Las CUMARINAS comprenden un amplio grupo de sustanciasbenzo-~-pirona-
fenólicas (sehan descritomásde mil compuestos)ampliamentedistribuidasen la naturaleza.

Aunquealgunasde ellas sontóxicaspara los mamíferos,como lasanatoxinas,y seha descrito

fototoxicidad y fotomutagenicidadpara las furanocumarinas,sin embargo, las cumarinas
simplesson menos tóxicasy presentanun amplio rangode acción farmacológica

(Murray, 1982; Egan, 1990).

En los últimos años,el ensayo de un amplio espectrode productosnaturalescomo

potenciales“captadores”o seavengensde radicaleslibres de oxígeno,constituyeuna de las

posiblesaproximacionesa la terapia de procesosdegenerativosinducidos por EAO. Y,
siguiendoa Harman (1956)en su teoría sobrela toxicidad del oxigeno y el envejecimiento,

y en vista de que una de las prediccionesmás interesantesde estahipótesispodría ser la

prolongaciónde la vida media de poblacionesde animalesmediantela administraciónen la

dieta de antioxidantes,en estecontexto, liemos llevado a caboel trabajo de investigaciónde

este proyecto de Tesis Doctoral. Se ha seleccionadoel grupo farmacológico de las

CUMARINAS corno agentespotencialesen la prevencióndel estrésoxidativo dependientede

la edad. La búsquedade esta actividad antioxidanteen estos compuestos,a primera vista

indeterminada,se ha evaluadoin vúro e ¡Vi vivo.

Primeramente,se ha realizado un screeningcíe 19 cumarinasde origen natural y

sintético,mediantereaccionesquímicasdegeneraciónde radicales,paraevaluarsu capacidad

seavenger(“atrapadora”), asf como inhibitoria de la peroxidaciónlipidica, A partir de estas

técnicas in vi/ro, se han seleccionadolos compuestoscon mayor espectrodc actividad anti-
radicalaria,

Posteriormente,las cumarinasseleccionadasse han administradoindependientemente,

de formacrónicaduranteun tiempo establecido,a animalesde experimentación(ratónmacho

CS7BL/6J) de distintas edades. Simultáneamenteal tratamiento, se ha ido evaluandoel
comportamientoanimal bajo la influencia de estoscompuestos(vitalidad, vigor, coordinación

muscular,coordinaciónmotora,memoria,...).

Al final del tratamiento, los animales se han sacrificado mediantedescoyuntacidn
cervical y se han extraído las muestrasbiológicas de interés,hígadoy cortezacerebral.En

ellas seha hechoun estudiode diversosantioxidantes,enzimáticosy no enzimáticos,asícomo

el gradode dañotisular medianteel testdel ácidotiobarbitúrico (TBA), con el fin de conocer

la influencia de los compuestosseleccionadosen los mecanismosprotectoresantioxidantes

endógenoscelularesy, por tanto, en la prevencióndel daño oxidativo.
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS

No es la pretensiónde este trabajode investigaciónconocerla influencia de ciertas

cumarinasen la vida media de pequeñaspoblacionesde ratonesC57BL/6Jde distinta edad,

y muchomenoshacerun estudioexperimentalde envejecimientode dicha razade ratón.El

propósito de nuestro estudio se orienta más a establecer una relación entre el

comportamiento animal y la concentración de antioxidantes endógenos con el

envejecimiento biológico, como consecuencia(leí tratamiento farmacológico con las
cumarinas de elección.

En la presenteIntroducciónse revisaráel estadoactualde los conocimientosacercade:

1. Mecanismosbiológicos del envejecimiento.

2. Radicaleslibres de oxigeno y peroxidacióntisular.

3. Antioxidantes.

4. Cumarinas.

Hemos incluido una revisión del grupo de compuestos de las

CUMARINAS, atendiendoprincipalmentea sus actividadesfarmacológicas

atribuiblesa su capacidadantioxidíante,
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1. MECANISMOS BIOLÓGICOS DEL ENVEJECIMIENTO

1.1. Introducción a la biología del envejecimiento

El estudio de la biología del envejecimiento ha tenido una historia larga y pintoresca.
En la AntigUedad, Aristótelesya habló sobrela vida media y las teoríasdel envejecimiento,

y catalogóla longevidadmáximade diversasespecies.Later, Galeno y RogerBacontambién

contribuyerona la literaturaantiguay medievalen estesentido (Cristofalo,1990).

En 1908 Elie Metehnikoff recibió el Premio Nobel por sus muchas aportacionesal

estudiode la biologíadel envejecimiento.Y definió dicho conceptocomoel procesocausado

por la absorción continua de toxinas procedentes<le las bacterias intestinales (Cristofalo,

1990).

Comfort (1974) contemplael períodomodernode la gerontología,iniciado alrededor

de 1950, cuandose llevaron a cabo los estudiossistemáticosque describieronel fenotipodel

envejecimientoen términosde fisiología, bioquímica y morfología celular. Este avance

impulsó el desarrollocrecientede hipótesiscada vez mejor definidasy experimentalmente

demostrables. Sin embargo, hasta ahora, las distintas teorías de envejecimiento son

frecuentementepresentadascomo ideas independientesque no conducena unainterpretación

integradade lo queconstituyeel fenómenode envejecimiento,

Una de las dos principales teoríasdic envejecimiento,es la llamada por Comfort

“Fundamentalista”,Dependeen algunos aspectosdel ivear <md tear (desgastey daño), y

atribuye el envejecimientoa un tejido específico (por ej., nervioso, endocrino,vascular,

conectivo,etc.) (Cornfort, 1974).

El otro grupogeneraldle teoríasconsiderael envejecimientocomo un epifenómeno.

Y así, la base del mismo podría encontrarseen los agentesmedioambientalescomo toxinas,

rayoscósmicos,gravedad,etc, (Cristofalo, 1990).

Otras teorías,que podrían incluirse en tino de los dos gruposanteriores,contemplan

el envejecimientocomoun procesocontinuocon desarrolloy morfogénesis(Warthin, 1929),

o asociadoa factorescomo la deplección(le energíay el declinar del crecimientode

célulassomáticas(Pearl, 1928).

Versionesmásespecificasde estasteoríasgeneraleshan implicadoal sistemainmune,

al sistemaneuroendocrino,la mutación al azar cíe células somáticas,fracasosen la

reparacióndel DNA, errores en la síntesis de proteínas,acumulación de productos

tóxicos, dañofortuito por radicaleslibres, y otros (Martin, 1992).

Las distintasteorías,comoquieraque seclasifiquen,no sonexclusivasentresi, ya que

el envejecimientono tieneprobablementeuna causasencilla. Es más, los cambiosque tienen

lugar con la edadpuedenser interdependientes,y la regulaciónde la tasade envejecimiento
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no pareceque dependade un mecanismosimple. Por tanto, es más posibleque existauna

combinacióndel daño medioambientaly de los procesosintrínsecosadicionalesque tienen

lugar (Kirkwood, 1992)

1.2. Observacionessobre el envejecimiento

Es precisohacerunabreverevisiónde las observacionesy correlacionesasociadascon

los procesosde envejecimientopara discutir posteriormentelas distintas teoríasacercadel

mismo.

No existe un conocimiento exhaustivo sobre la naturaleza de los mecanismos

involucradosen el procesode envejecimiento,aunquehaya sido acometidosu estudio a lo

largo de toda la historia (Kirkwood, 1992).

La combinacióndel daño medioambientaly cíe los cambiosintrínsecos,por un lado,

y la utilización de biomarcadoreslimitados para definir la cinética de los procesosde

envejecimiento,porotro, sonfactoresque dificultan la formulaciónde principiosunificadores.

Sin embargo,está claro que el envejecimiento se caracterizapor un incrementode la

vulnerabilidadal cambio medioambiental.Así, cuando un individuo sufre un estrésque

interaccionacon una de las variablesde su medio interno, la edadinfluye marcadamenteen

el gradode desplazamientode la variabley en el tiempo necesarioparaque la variablevuelva

a la normalidad.Como consecuencia,el aumento<le la edadcronológicatraeconsigoun

incrementoen la probabilidadcíe la mortalidad. De hecho,una expresiónmatemáticadel

envejecimientobiológico consideraesteaumentoen la probabilidadde mortalidad como una

función del tiempo, a diferencia de las cinéticas de procesosno biológicos de deterioro

(desintegraciónradiactiva,especiesen tierra salvaje que sonextinguidaspor predadoreso que

muerenpor accidentes),en que la fracción de la población moribundaes constanteen el

tiempo. En este último caso?los individuos muerenantesde que tenganla oportunidadde

mostrarel aumentode vulnerabilidadque caracterizaal envejecimientobiológico (Cristofalo,

1990).

Tambiénpareceimportantecuestionarsepor quéel procesodeenvejecimientobiológico

de poblacionesprotegidastiene lugar en toda la naturaleza.Si se planteael envejecimiento

como un proceso genéticamenteprogramado,intencionado,determinado,en el que la

vulnerabilidadal medio ambienteaumentacon el tiempo, entonceshabríaque pensarquea lo

largo de la evolución seproduceLina selecciónmedianteunapropiedadnegativa(Rose,1980).

Quizá, la más atractivade las ideasen estesentido,seala propuestapor Medawary Williams.

Ambos argumentanque la optimizaciónde la reproduccióneslo que selecciona.Medawar

(1952) puntualizaque los genesdeletéreosasociadoscon la senescenciapuedenaplazarsu
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expresiónhastael períodopostrreproductivo.Williams (1957) introdujo la idea de píciotropía

antagonísticaqueexponeque los genesexpresadostempranamenteen vida y asociadoscon

la optimización de la fecundidad tienen efectos deletéreosfinalmente en vida. Así, el

envejecimientopuedeserel precioque sepagapor los mecanismosqueaseguranla próspera

reproducción.

Sacher(1968) haceuna distinción entreorganismossemelparouse iteroparous.Les

primeros, como plantasanualesy salmóndel Pacffico, muerendespuésde experimentarel

procesode reproducciónuna sola vez, Este envejecimientorápido, que está fuertemente

acopladoa un sencillo eventoreproductivo,puederepresentarunaespeciede envejecimiento

programado,directamentedependientede la reproducción.Sin embargo,paralos organismos

Ueroparous,el éxito de la evoluciónrequierereproducciónrepetida,y porello, la senescencia

no tiene un papelpositivo. Antesbien, la estabilidaddel organismoen un medio ambiente

cambiante, es el factor selección. Por ello, el estudio de “los genes que aseguranla

longevidad” proporcionamayor información. La comparaciónde las expectativasde vida

máximadedistintasespeciesde organismosPeroparnus,ha permitido la identificaciónde estos

genesque aseguranla longevidad,No pareceque exista conflicto entrela selecciónpor la

senescencia(por ejemplo, pleiotropfa antagonística)y el conceptode “los genesqueaseguran
la longevidad”. Quizá, por ejemplo, los mecanismosque reducen la probabilidad de

transformación neoplásicase fundamenten en la supresión (le la plasticidad de la expresión

del gen en el organismo.Esto es, naturalmente,Lina noción completamenteespeculativaque

muchoscientíficos puedenencontraratractiva (Cristofalo, 1990).

Otro problemaconfusoen la comprensióndel envejecimientoesel hechode queexista

un vastoespectrode cambios.El procesode envejecimientoesprobablementemultifactorial

en su regulación.Es virtualmente imposibleprever qué cambiosson primariosa un evento

senescencia-reguladoy qué cambiosson secundíarios(MartIn, 1992).

Finalmente, hay que decir que existe una confusión entre los conceptos de

envejecimiento,enfermedady muerte. El envejecimientose caracterizapor una pérdidaen

la bomeostasisy, como consecuencia,por un incremento en la vulnerabilidad a la

enfermedad(Martin, 1992).Por otro ladlo, durantemuchotiempo, el conceptode muerteha

sido utilizado como la medida del punto final del envejecimiento.Sin embargo,la muerte

puededebersea muchascausas,algunasdc ellas relativasal procesode envejecimiento,sólo

secundariamente.El envejecimiento,no tiene lugar en todas las especieso en todos los

organismosde la misma especie,en la misma trayectoriaexactamente;mientras un tejido

puedeperdercapacidadfuncional (envejecimiento,senescencia)rápidamente,otros pueden

permanecercompletamente“jóvenes” y rescapar~de la suertede la edad.Es decir, mientras

algunas funciones fisiológicas permanecen relativamente estables durante el

envejecimiento humano, otras sufren una pérdidagradual de reserva. La muerte del
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organismorefleja el fracasode un tipo de célulao tejido del cualdependeel organismoentero.

Para una mejor comprensión de los procesos biológicos y de los mecanismos del

envejecimiento,es preciso desglosarel escenariodel envejecimiento,es decir, anatomizar

tejido por tejido, y especiepor especie(Cristofalo, 1990).

El principio de división del trabajo, que aparecióen los organismosmulticelulares

enuna tempranaetapade la evolucióny que haproducidoestructurascadavezmáscomplejas,

podría explicar la diferenciaciónentrecélulas mortales e inmortales. A partir de ahí, las

célulassomáticassobrepasaronen númeroa las reproductorasy se subdividieronen sistemas

detejidosclaramentediferenciados.Al mismotiemposeperdióel poderregenerativodepartes

considerablesdel organismo,y la capacidadde reproducciónpasóa sercompetenciaexclusiva

de las células sexuales. Los mecanismos que permiten la inmortalidad de las células

reproductorasy aseguranel envejecimiento y la mortalidad de las células somaticas,

constituyenel objetivo principal de la gerontologíanioderna(Hayflick, 1992).

1.3. Características del envejecimiento

A pesarde todos los aspectosconfusosconcernientesal procesode envejecimiento,en

mamíferossepuedendestacarlas siguientescaracterísticassobreel mismo:

1. Mortalidad incrementadacon la edad despuésde la maduración.

2. Cambiosen la composiciónquímicadel organismocon la edad,Estoscambios,estudiados

primariamenteen mamíferos,conllevan una disminución en la masacorporal magray un

incrementoen la grasa.Tambiénescaracterísticoun mayor actimulo de lipofuscina(pigmento

de la edad) (Miquel, 1974; 1978b; Bodner, 1991) en ciertos tejidos y un incrementoen la

formación de enlacescruzadosen moléculasmatriz como el colágeno(Harrison, 1978).

3. Un amplio espectrode cambiosdeteriorativosprogresivos,demostradotanto en estudios

transversalescomo longitudinales.

4. Habilidad reducidapararesponderadaptativamenteal cambio medioambiental.Estopuede

demostrarsea todos los niveles, desdeel molecularal nivel de organismo.Así, los cambios

deteriorativosasociadosa la edadrepresentanla habilidadmáso menosdisminuidaparavolver

a los parámetrosnormalesdespuésde un estrésfisiológico.
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5. Aumentoen la vulnerabilidada muchasenfermedadescon la edad. La comprensiónde esta

realidad, por el momento,es muy pobre.

1.4. Teoríasdel envejecimiento

Una forma útil de presentartoda la información que nos proporcionala literatura

gerontológica,es agruparla multiplicidad de teoríasen dos clasessegúnsu baseconceptual

fundamental, y a partir de ahí describir los ejemplos notables de ambas clases, Esta

clasificaciónes solamenteoperacional,y ningunade las dos clases de teorías,tampoco las

teoríasen si mismas,se excluyen mutuamente.

1.4.1. Teoríasevolutivas

El envejecimientoes causadopor la acumulaciónde “noxas” procedentesdel medio

ambiente.Estasalcanzaneventualmenteun nivel incompatiblecon la vida.

El ejemploespecíficomás notablede estaclasede teoríases la teoríade MUTACIÓN

SOMÁTICA DEL ENVEJECIMIENTO(Cristofalo, 1990;Martin, 1992). En ella seexpone

que las mutaciones(dañogenético)>presumiblemente,resultandela radiaciónmedioambiental,

y quizá> de agentesradiomiméticos que se acumulaneventualmenteproduciendofracaso

funcional y, muerte.La reduccióndel tiempode vida por exposicióna la radiaciónionizante,

esuna observaciónbien documentada que constituye el principal soporte experimental de esta

teoría. Pero,el mecanismopor el cual la vida mediase acorta por la radiación ¿tienealguna

relación con el mecanismonormalde envejecimiento?.Tambiénse hablade la posibilidadde

genes variables o genes empalmables que podrían encontrarsefortuitamente en el

envejecimientoy que podríanexplicar la expresiónde genescambiantes.Talesmecanismos

podríanser importantesno sólo en la limitación de la vida media sino en los procesosde

especiaciónque están de algún modo acopladosa los cambios en la expectativade vida

máxima. Seria interesanteuna reexamínaciónde esta teoría a la luz de las genéticas

molecularesmodernas.

Un segundo ejemplo dc teoría estocástica es la TEORÍA DEL ERROR

CATASTRÓFICO.ArticuladaprimeramenteporOrgel (1963),proponeque, aunquepueden

producirseerroresfortuitos en la síntesisproteica, la moléculade proteínaque contieneel

error es regeneradacompletamentey la copia siguienteestarálibre de error. Si la proteína
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erróneaestáimplicada en la síntesisdel material genéticoo en la maquinariaque sintetiza

proteínas,estamoléculapodríaentoncescausarde nuevoerroresy asíextenderseel número

deproteínascon error, conduciendofinalmentea una “crisis de error” que seria incompatible

con la función propiay, por tanto, con la vida. La habilidadpararepararel dañodel material

genéticoestáde algún modo asociadocon el envejecimientoo la velocidadde envejecimiento.

Aunquepareceatractiva la hipótesisde quelas diferenciasen la capacidadde reparacióndel

DNA procedende las diferenciasen la vida mediade las especies,actualmentecarecede

apoyo experimental.

Una teoría relacionadaestábasadaen la formaciónde ENLACES CRUZADOS EN

MACROMOLÉCULAS (Cristofalo, 1990). Aunque la formación de estosenlacescruzados

no es exclusivade proteínas,el estudioexperimentalha dirigido su atenciónpreferentemente

al colágenoy a la elastina.El colágenoes una moléculapresenteen la matriz extracelularde

la mayor partede los tejidos del organismo.Se ha comprobadoque el número de puentes

cruzadosen el colágenoaumentacon la edíadí, favoreciendoasí su insolubilidad.Estefenómeno

podríaexplicarla rigidez de las arteriasy de las articulaciones,porejemplo(Harrison,1978).

Por otro lado, la formaciónde puentescruzadosen el material genéticoo en las proteínasque

regulanla expresióngenética,podríanalterar la expresiónde la misma.

1.4.2. Teoríasde control genético

El envejecimientoes consideradocomo un procesocontinuocon desarrollocontrolado

y programadogenéticamente.

El primer grupo de estas teorías es denominado como TEORÍAS

NEUROENDOCRINASdel envejecimiento(Cristofalo, 1990;Martin, 1992).En ellassehace

referenciaa los descensosfuncionalesqueseproducenen neuronasy sushormonasasociadas.

Unaversión importantede estasteoríasproponeque el eje hipotálamo-hipofisarioconstituye

el cronómetrodirectordel organismo,y el reguladorprimariodel procesode envejecimiento.

Les cambiosfuncionalesqueexperimentaestesistemasonreguladospordescensosfuncionales

a lo largo de todo el organismo. Como es sabido, el sistema neuroendocrinoregula

tempranamenteel desarrollo,el crecimiento,la pubertad,el control del sistemareproductor,

el metabolismo,y en parte, las actividadesde todos los sistemasde órganosimportantesdel

organismo.Así se ha observado,por ejemplo, cómo en ratas viejas macho y hembra, la

capacidad reproductoradisminuida es debida a una menor liberación hipotalámicade la

hormonaliberadorade gonadotropinahipofisaria, y puedeatribuirsea unadisminuciónen la
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actividadde las catecolaminashipotalámicas(Eleftheriou, 1975).Tambiénseha comprobado

que la liberaciónde la hormonadel crecimientodisminuyecon la edadde las ratas,y por otro

lado, cuandose sometena hipofísectomiay sus hormonashipofisariasson repuestas,dichos

animalesviven más tiempo. La hipofisectomíaproduce,entre otros trastornosdebidosa la

carenciade las restantestropinas,tina detencióndel crecimientocon una serie de trastornos

bioquímicosa causaprecisamentede la falta de somatotropina(STH o OH, hormonadel

crecimiento).La administraciónde hormonadel crecimientoa los animaleshipofisectornizados

restablecela replicación del DNA y la síntesis de RNA, y hace que se reemprendael

crecimientocon aumentode la masamuscular,disminucióndel tejido adiposo,aumentode la

retenciónde nitrógeno,normalizaciónde la toleranciaa la insulina,etc (Esplugues,1978).Por

otra parte,Denckla(1974) ha demostradoque las ratasviejaspresentanun consumoreducido

de oxigeno en respuestaa tiroxina (‘1’4). Sin embargo, este efecto es abolido mediante

hipofisectomiay reposiciónde hormonas.A partir de esto seconcluyóla posibleexistencia

de una hormonahipofisaria no descritapreviamentey llamada “hormonade descensoen el

consumode oxigeno’, que probablementecomienza a ser elaboradaen la pubertadpor

estimulacióndehormonastiroideas. Pareceserque dichahormona,cuyaexistenciapermanece

porahorasin demostrar,es la responsable,en el envejecimiento,del descensoen el consumo

de oxigeno y de la efectividad disminuidade las hormonastiroideas(activanen buenaparte

las oxidacionesa nivel de las niltocondrias,fénomenodecisivo en la producciónde energía

en forma de ATP) (Esplugues,1978).

La segundade estasteoríasse denominacomoMUTAGÉNESIS INTRÍNSECA. Fue

propuestaprimeramentepor Burnet (1974)y aparececomotun intento de conciliar las teorías

estocásticasde envejecimientocon la regulacióngenéticacíe la expectativade vida máxima.

Burnetsugierequecadaespecieestádotadacon unaconstitucióngenéticaespecíficaqueregula

la fidelidad del material genético y su replicación. El gradlo de fidelidad regulala tasade

apariciónde mutacioneso errores,y así, la vida media. Otro aspectode estateoríaconcierne

al incrementoen la reparaciónde la excisióndel DNA asociadocon la expectativade vida

máxima. Pareceser que la fidelidad de la DNA polimerasapuededisminuir con la edad,

aunqueno existepor el momentouna baseexperimentalque lo confirme.

Una tercerateoría de control genéticoes la llamadaTEORÍA INMUNOLÓGICA

DELENVEJECIMIENTO.PropuestaporWalford (1969),estábasadaen dosobservaciones

fundamentales:que la capacidadfuncional del sistemainmune disminuyecon la edad,como

se ha visto en la función reducidadIc las células T y en la menorvulnerabilidad a contraer

enfermedadesinfecciosas;y que la fidelidad del sistemainmune se ve reducidacon la edad,

como seponedemanifiestoen el incrementollanjativo de la enfermedadautoinmuneasociado
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a la edad (Solana,1991). Walford ha relacionadoestos cambiosdel sistemainmune con los

genes del complejo principal de histocompatibilidad en ratas y ratones. Y así se ha

comprobadocómo animalescongénicos,que difieren solamenteen el locus del complejo

principal de histocompatibilidad,parecentenerexpectativasde vidamáximadiferentes,lo que

sugiereque la vida media esreguladapor estelocus (al menosen parte). Este locus también

regulala SOD y los nivelesde oxidasade función mixta, un hallazgoque relacionala teorfa

inmunológica del envejecimiento (Martin, 1992> con la teoría de radicales libres del

envejecimiento(Harman, 1981>. Sin embargo,es difícil defenderla función del sistema

inmune como el cronómetroprimario en la biología de todos los organismos.

El cuartoejemplode teoríade controlgenéticoes la TEORÍA DELOS RADICALES

LIBRES (Harman,1981). En ella se proponeque la mayoría de los cambiosque tienen

lugarenel envejecimiento>sondebidosal daflocausadopor radicales.Los radicaleslibres

son átomos o moléculas con un electrón desapareado.Químicamenteson especies

altamentereactivasque son generadas,generalmente,en reaccionesde transferencia

electrónicasencilla del metabolismo, Los radicalesson r~ipidamentedestruidospor

sistemasenzijuáticosprotectores,talescomo la 500 (rvliquel, 1989).Sin embargo,algunos

radicalesescapana la destrucciónpor los sistemasdefensivosdel organismoy causandaflo

acumulativoen estructurasbiológicas importantes.Estaacumulaciónde daflo, eventualmente

interfiere con las funcionesdel organismoy finalmentecausala muerte. En las células,el

radical libre mayoritario es el anión superóxido y las moléculas generadaspor sus

interacciones(Miquel, 1989).

Las reaccionesque implican oxigenoy anión superóxidoson:

02 + e~ > O$~

SOD

21-1k +02+ O2 >02+ H202

CAT

2H202 > 2 1-120 + 02

(IPx

1-1202 + 205H > 2 1-120 + 0550
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Cuando existe un exceso de oxigeno molecular, puede tener lugar la reacciónde

Haber-Weiss,produciéndoseradical hidroxilo altamentereactivo:

02+ 14202 >2-OH +02

La peroxidación lipídica es un ejemplo de daño producido por radicales libres

(Lippman, 1989). La lipofuscina, un “pigmento de envejecimiento” (Fleteher, 1973) se

acumulaen célulasviejas, y puedeser el productode la oxidaciónpor la acciónde radicales

libres sobreácidosgrasospoliinsaturados.La atítoxidaciónde lípidos (Dormandy, 1969) por

EAO, puede conducir a la formación de hidroperóxidosque despuésse descomponenen

productoscomo etanoy pentano.

La teoría de los radicaleslibres pareceatractivaporque proporcionaun mecanismo

parael envejecimientoque no dependede la acciónespecíficadel tejido, peroesfundamental

a todos los tejidos aerobios(Harman,1981).

La concentracióny localizaciónde las enzimasantioxidantesgobiernael potencialde

óxido-reducción de las células, y por tanto controla la muerte de células somáticasy

diferenciadas(que es causadapor el ataquede radicaleslibres). La protecciónantioxidante

puedejugar un papelclave en la diferenciacióncelular (Oberley y Oberley, 1986). Walford

(1969) ha señaladoel papel clave de los mecanismosantioxidantesprogramadosen la

determinaciónde la vida media de las especies.Y Cutíer (1984)subrayaque estafunciónes

asumidaporlos antioxidantesfisiológicos. Estosantioxidantes(cadatipo de céluladiferenciada

tiene un nivel característico),gobiernanla razón de disdiferenciaciónde las célulasy así la

razónde envejecimientodel organismo.Esteconceptotuvo implicacionesclínicas importantes

ya que insuficiencias en la síntesis endógenade antioxidantespodían dar lugar a ciertas

enfermedades,y a tina aceleracióndel envejecimiento.

Porotro lado, comoel metabolismo¡cr sé causadañoal organismo,se pensóque una

elevadatasametabólicapodríacausarun serio calentamientoen un animal grande.En este

contexto, se ha observadoque, paraun grupo limitado de mamíferos,la vida media es más

o menostina funcióndirectadel tamañodel cuerpo(Sohal, 1993b). Cadaespeciees capazde

gastarun número determinadode caloríasen su tiempo de vida. Las especiesque las gastan

rápidamente,viven un tiempo corto, y las que las gastanmás lentamente,el tiempo de vida

es más extenso.

Ya que la tasametabólicaestÚ relacionadadirectamentecon la generaciónde

radicaleslibres e inversamentecon la vida nle(lia, parecerazonablehipotetizarque la tasa

deproducciónde radicaleslibres estáde algunaforma relacionadacon la determinaciónde la
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vidamediaola senescencia(López-Torres,1993a;1993b;Pérez-Campo,1993). Porejemplo,

la actividadespecíficade la SOD en el hígado pareceser directamenteproporcional a la

expectativade vida máximade las especies(Tolmasoff, 1980). Similarmente,otrosautores

apuntana la observaciónhechaen ratasy ratonescuyarestriccióncalóricapuedeincrementar

la expectativade vida máxima y la vida media, aproximadamenteel 50%. La restricción

calórica disminuye la tasa metabólicay así la producción de radicales libres. Se ha

comprobadoqueprotegeal DNA del daño oxidativo (Clnmg, 1992; Ames, 1993).

La restriccióncalóricay su efecto sobreel incrementode la vida media es quizá una

de las investigacionesmás prometedorasdel mecanismodel envejecimiento.Dicha restricción

puede ejercer sus efectos a través del sistema neuroendocrino,ya que Everitt (1980> ha

mostradouna similitud entrela restriccióndietéticay la hipofisectomia.

Una simple extrapolaciónde la teoría de los radicales libres del envejecimiento,

conducea la conclusiónde que individuos activos podríantenerunavidamedia más cortaque

individuos inactivos.

Similarmente,el ejercicio vigoroso podriaseruna actividadacortadorade la vida,

y aunquepuedatenerefectosbeneficiososen la prevenciónde enfermedades(presumiblernente

enfermedadescardiovasculares),al mismo tiempo acelerael envejecimientoa travésde la
generaciónincrementadade radicaleslibres (Zerba. 1990; Ji, 1993; Sastre,1992). Sin

embargo,los aspectosde prevenciónde la enfermedadpodríanoscurecercompletamentelos

efectosde los radicaleslibres,

TEORÍA GENÉTICO-MITOCONDRIAL DEL ENVEJECIMIENTO(Miquel, 1980;

1984; Fleming, 1982). El genoma mitocondrial desempeñaun papel importante en el

envejecimientocelular. El sistemagenéticosemiindependientequecontienenestos organelos

es necesarioparasu regeneracióna travésde un procesode división mitocondrial. El DNA

mitocondrial regulala síntesisde variasproteínashidrofóbicasde la membranainterna, que

son componentesesencialesde los citocromos,citocrornooxidasay ATPasa.Por ello, si este

genoma mitocondrial sufre, con el envejecimiento,mutacionesy otras alteraciones, se

produciráuna pérdidaprogresivade la capacidadde regeneraciónmitocondrial. Ya que las

mitocondriasde las célulasdiferenciadasestánexpuestasa un continuoataquepor los radicales

libres generadosdurante la reducción univalente del oxígeno, la pérdida de capacidad

regenerativaconducirá a una disminución en el númerode mitocondriasfuncionalesy, por

consiguiente,a una disminuciónen la síntesisde ATP (“crisis energética”).Finalmente,se

produciráuna pérdidaen las funcionesfisiológicas(Miquel, 1980). El genomamitocondrial

no poseemecanismosde reparaciónpor escisión,ni replicativos,ni postrreplicativos.Por ello,

es muchomás sensiblea las mutacionesque el DNA nuclear(Miquel, 1984).
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1.4.3. Visión integral cíe las teoríasde desgastemetabólico, diferenciacióncelular, y

radicaleslibres

El conceptoclásico de desgastede las célulassomáticascomo consecuenciade su

trabajofisiológico, aparecemás tardeexpresadoen lenguajebioquímicocomo la teoríade la

toxicidad residual del oxígeno. Es decir, el envejecimiento tendría lugar por una ligera

insuficienciade las defensascontra la toxicidad del oxigeno.Y Harman afirma que seríala

sumadelas reaccionesnocivasporradicaleslibres quetienenlugarcontinuamenteen las

célulasy tejidos (Harman, 1981).

Estos conceptos,junto con la teoría del i-due of 11v/ng de Pearl (1928), segúnla cual

la intensidaddel metabolismoaerobiocontrolael ritmo cíe la desorganizaciónsenil, están

en concordanciacon la disminución regenerativamitocondrial en las células viejas como

consecuenciadel ataquepor radicaleslibres de oxígenoy una alteraciónen la actividadde las

enzimasrespiratorias(Miquel, 1980).

La pérdidade la inmortalidad de los organismospodría ser debidaal principio de

división del trabajo, que produjo células especializadasdestinadasal apoyo de las células

reproductoras(Weissnian,1981>. Esteprocesocondujoa la pérdidade poderregeneradorde

partesconsiderablesdcl organismo,paraconcentrarseen las célulassexualesla capacidadde

reproducir el organismo entero. Paralelamente,Minot (1907) mantiene que la causa

fundamentaldel envejecimientoes el procesode diferenciacióncelular, que conducea una

pérdida de potencial regeneradlor. Así, estudios por microscopiaelectrónica ponen de

manifiestoqtle, mientrascélulascapacesde dividirse no sufrendegeneraciónultraestructural

al envejecerel organismo,las células (liferenciaclas(que han perdido la capacidadmitótica)

degeneran,tanto en los tejidos de los insectoscomo de los mamíferos.

Los estudiosmás recientessepresentancomo apoyo de la nociónde queen las células

diferenciadasirreversiblernente,el conflicto entre la desorganizaciónmitocondrial (Miquel,

1980; 1984)por radicaleslibres deoxigenoy la protecciónantioxidantede estosorgánulosse

desarrolla en favor de una progresiva desorganizaciónestructural y bioquímica Estas

alteracionesproducenuna depresiónen la síntesis de ATP, y proceden de la elevada

concentraciónde radicalesde oxígenoque se liberan en la cadenarespiratoriade las células

diferenciadas.Por tanto, en las células que no han perdido la capacidadmitótica, no hay

envejecimiento mitocondrial porque sus orgánulos están protegidos por un mecanismo

regeneradormuy eficaz, que es la frecuenterenovación de las macromoléculas(lípidos

estructuralesy proteínas de la membrana interna) a través del proceso de división

mitocondrial, cuando tiene lugar la división mitótica. Sin embargo, en las células

diferenciadas,el nernoverde los componentesde las membranasmitocondrialesesmuchomás

lento y por lo tanto estasmembranasson vulnerablesa la desorganizaciónperoxidativay a la
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degradaciónlisosomal que conducena la acumulaciónde lipofuscinaen las células viejas.La

destrucciónmitocondrial en las células diferenciadasconducea la depresiónde la función

fisiológica y de la resistenciaal estrés,que caracterizanel envejecimientoa nivelesmás altos

de organizaciónbiológica (Miquel, 1980; 1984).
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2. RADICALES LIBRES DE OXIGENO Y PEROXIDAC[ÓN TISULAR

2.1. Oxígenoy especiesactivasde oxigeno (EAO)

El hombre ha utilizado el oxígeno para la ¡espiracióny la combustión, sin tener

conocimientode ello hastahacepoco tiempo. Leonardoda Vinci observó,hace500 años,que

solamenteunapartedel aireerautilizadadurantela respiracióny la combustión.Sin embargo,

da Vinci se adelantó a su tiempo, porqueel concepto de elementoquímico, esencialpara

explicar sus resultados,no habíasurgido todavía. Fue Lavoisier quien reconocióel oxigeno

como un elementoy demostróque eraesencialparala respiracióny la combustión,300 años

más tarde. El conocimientode los mecanismossubniolecularesde las reaccionesquímicas

incrementóconsiderablemente,ya que se identificaronradicaleslibres en 1900. Actualmente

se ha visto, que estosradicaleslibres son formadoscomo intermediariosen la respiracióny

en la combustión(Basaga,1990),Es decir,en el organismobiológico, seproducencontinuas

reaccionesde oxidacióny reducción,las cualespueden,y de hechosuelesucederasí> generar

ciertasEAO, necesariaspararealizarfuncionesflsiológicas,como síntesisde prostaglandinas,

metabolizaciónde principios activos (o xcnobióticos) en el sistema microsomal hepático,

acción peroxidasa,fagocitosis,etc., (Babion, 1982).

Entre las EAO producidasen el organismohumano se encuentran,radicaleslibres

como el anión superóxido (02) y el radical hidroxilo (01-1), y especiesno radicalarias

altamentereactivascomo el peróxido cíe hidrógeno (H,O,) y el oxigeno singlete (‘02). En

definitiva, los radicaleslibresson especiesquímicascargadaso no, queposeenun electrón

desapareadocii su orbital más externo(Alvira. 1988a; Halliwell, 1990).

Sin embargo,la producciónexacerbadade estasespeciespuedeinducir lesióncelular

por su altareactividady caráctertóxico (efisemapulmonar,estadosde isquemiay repeifusión,

toxicidad de herbicidas, efectos radiobiológicos, cáncer, envejecimiento celular, etc.>

(Halliwell, 1991;Ames, 1993); la extensióndel daño inducidoesel resultadodel desequilibrio

entre las EAO generadasy los sistemasde defensao protecciónantioxidante que poseeel

organismofrente a las mismas((IPx, CAT, SOD, tocoferoles,ácido ascórbico,fl-caroteno,

etc.) (Halliwell, 1990; 1991).

El interéspor el estudiode las distintas EAO se ha incrementadoconsiderablemente

en las últimas décadas.Varios factores han contribuido a ello, corno la identificación

espectroscópicadel oxigeno singlete, la apreciaciónde que el ‘02 es la especieperjudicial

mayoritaria en las oxidaciones fotosensibles, la formación de anión superóxido en la

respiracióny fagocitosis,y la formación cíe anión superóxido,radical hidroxilo, y radicales

peroxilo porexposiciónde los sistemasbiológicos a radiaciónde alta energía(N4iquel, 1989).
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2.2. Reducciónmoleculardel oxígeno

Los organismosaerobiosutilizan el oxigeno niolecular como aceptor final de los

electronesprovenientesde la oxidación de combustiblesmetabólicos,como hidratos de

carbono,lípidos y proteínas,convirtiéncloloen agua (Southorn, 1988a):

02 + 4e~ + 4144 >2 1420

Esta reacciónglobal se lleva a cabo en los organismosvivos desglosadaen cuatro

etapas:

02 + e

02 + e + 2H~

14202 * 1-1k + c
-OH + 14~ + e~

e

02 >02

>0-,

> H,0,

>01-1+14,0

>1420

e + 214+ e-+ l-l~

> 1-LO,

La vía univalentede reduccióndel oxigeno día lugar

reducidas”del mismo, entre éstey el agua: radical superdx

no esun radical pero puedegenerarlos),y radical hidroxilo

a tres formas “incompletamente

<lo, peróxidode hidrógeno(que

(Southorn,1988a).

Hoy día se sabeque el radical superóxi(locarecede reactividadsuficienteparaatacar

directamentea las macromoléculas.Sin embargo,en presenciade trazasde metalescomo

hierro o cobre, la combinaciónde superóxidoy peróxidode hidrógenoen la reaccióntipo

Fentono Haber-Weissda lugar a radical hidroxilo (Halliwell, 1991):

>02

> Fe3~

>02

+ Fe2~

+ ~OH + -OH

+ CH + -OH

e
>.0l+l

H-,O

•> H
20

02 +

H202 +

Fe
3+

Fe2~

02 + 14202
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Estareacciónesimportanteen sistemasbiológicos (Miquel, 1989);contribuyesobre

todo a la acción bactericidadel peróxidodehidrógenoy a las reaccionesen la fagocitosis.El

papeldel radicalsuperóxidoen estareacciónconsisteen reducirel hierro. El 0r2 necesitadel

peróxidodehidrógenoparaproducirla especieoxidante OH> mientrasqueel 1-1202no necesita

al O2 para hacerlo. Por ello, aunqueel 1-1202 no sea un radical libre, tiene capacidadde

generardaño oxidativo, cuandose encuentraen las células a concentraciónaproximadamente

mil vecessuperiora la del radical O El OH seconsiderael principal iniciador del ataque

a todo tipo de macromoléculas(Machlin, 1987).Es unade lasespeciesmásreactivaspresentes

en el organismo(Halliwell, 1991). Su electróndesapareadoreaccionainespecificamentecon

cualquiertipo de molécula a 2-3 diámetrosmolecularesde su lugar de formación. Su alta

reactividad impide su difusión a largas distancias a través de la célula, papel que le

corresponderlaal peróxidode hidrógeno.Esteúltimo, por tanto, seríatambiénresponsablede

la propagacióndel dañooxidativo entrefraccionessubcelulares.Se ha demostradoqueexiste

generaciónde anión superóxidoy peróxidode hidrógenoporpartede enzimasy autoxidación

de moléculas en prácticaniente todas las fracciones celulares incluyendo la citosólica,

mitocondrial, peroxisómica,microsómica,así como en las membranasplasmáticay nuclear.

La presenciasimultánea(o exclusivade peróxidode hidrógeno)de estasdosespecies,asegura

la generaciónsignificativade -OH en la mayoríade los rinconescelulares.Una fuentecontinua

y significativa de 02 y 14202 en todos los tejidos> es la propia cadena respiratoria

mitocondrial,a nivel, al menos,de la NADH oxidasay de la ubiquinona,en la que un 2-5%

del oxigeno no da lugar a la formaciónde agua,sino de O2 y H202 (Halliwell, 1991).

2.3. Peroxidacióntisular y envejecimiento

La autoxidaciónde lípidos fue tino <le los primerosaspectosde la química de los

radicaleslibres que seestudiócon detalle (Gutteridge, 1986).

Remontándonosa 1820, Saussureyá observóqt¡e la grasatenía una gran propensión

a reaccionarcon el oxigeno, ya que en presenciade este gas,el aceitede nuez cambiaba

repentinamentesu aparienciafísica (Miquel, 1989).

Por la misma época, los primeros intentos en el campo de la anestesiaclínica

provocaronun cuadro patológicoserio que se asoció a la liberación de radicaleslibres en

órganoshumanosin vivo por la utilización del cloroformoy del tetraclortirode carbono.Se

observóque ambos gasespodían inducir una marcadaictericia y atrofia del hígado. Este

interesantefenómenocondujo a numerosashipótesis, y así, Gallagher(1961) mostró que

algunos antioxidantessintéticos (BHT, propil galato) o naturales (a-tocoferol) podían

contrarrestarla toxicidad de esoscompuestosquímicos orgánicos. Como consecuencia,se
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propusoque la acción tóxica de los anestésicosera debidaa la formación de peróxidos.En

1945,se observóque los peróxidoslipídicos seoriginabanen la grasacorporalde animales

deficientesenvitamina E (Machlin, 1963). Tambiénse<leterminóuna acumulaciónsimilarde

peróxidos en el tejido adiposo que circunda las venasdañadas,y en la aortaateromatosa

(Meydani, 1992). Al mismo tiempo, sedemostróque los peróxidoslipidicos aparecíanen la

piel por exposicióna agentesfísicos como la radiaciónX y UV, y se llegó a la conclusiónde

que aquellassustanciasestabanimplicadas finalmente en la inflamación de tejidos (Miquel,

1989).

A partir detodasestasobservaciones,sepudo mostrarque la uniónhierro proteína(en

hemoglobinay otros pigmentos hemáticos)juega un papel estimulanteen la génesis de

lipoperóxidos,lo queexplica la presenciade estoscompuestosinclusoen la sangrey en tejidos

del hombrey del animal sano. Además,seformabanlipoperóxidos in vivo en el cerebrode

animalesexpuestosa hiperoxia(Gerschman,1958; Taylor, 1958),especialmenteen el cortex,

y la mitocondriaestabaimplicada en la génesisde aquellosproductos(Tappel, 1959; 1973).

La peroxidaciónlipidica estárelacionadacon las funcionesfisiológicas, ¡urnover, y

patologíade numerososorgánLhlos celulares, inclLhyendo los peroxisoinas,los lisosomas,el

retículo endoplásmicoy la mitocondria.Los peróxidoslipídicos puedenestarrelacionadoscon

los procesoscontroladosenzimáticamentedel tipo lipooxigenasa,que tienen gran interésen

relacióna la síntesisde prostaglandinas(Southorn, 1988a;Halliwell, 1991).

Porotro lado, la peroxidaciónlipidica ptiede tambiéncausardaño genéticodebido a

reaccionesde enlacescruzados,produciendomalondialdehídocon los gruposaminodel DNA.

Esto podría conducir no sólo a <laño nuclear-genéticoy cancerígeno(Síater, 1984; Ames,

1993) sino también a mutación o pérdIdacíe! genomaniitocondrial, pérdidade mitocondrias,

y envejecimientode células post-mitóticas(M que, 1984),

Otro punto de ataquede la peroxidaciónlipíclica, son los fosfolípidos de membranas

celulares,que por su elevado contenido de ácidos grasospoliinsaturados,son “quizá las

moléculas más inestables del mundo orgánico”. Las membranasbiológicas contienen

catalizadoresactivospara la oxidaciónde ácidosgrasos,como hemoprotelnasy complejosde

hierro no hemo, complejos de cobre, y complejos de manganeso.Estos promueven

alteracionescausadaspor radicales libres, como cambiosen la permeabilidady fluidez,

inactivación enzimáticae incluso interferenciacon la división celular. Vladimirov (1980),

sugiere que las membranascelulares de células primitivas se originaron en atmósferas

reductorasy, en el último estadio de la evolución, las células desarrollaronsistemas

especializadospara protegersus membranascontrala oxidación. Las células puedenincluso

haber“aprendido”, comouna ventaja,la tendenciade los ácidosgrasosa sufrir peroxidación

con el fin de controlarla composicióny propiedadescíe la membrana.

Las membranasmitocondrialespuedenserespecialmentevulnerablesa radicalesde
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oxigeno,ya queaproximadamenteel 9096 del O,utilizado por los mamíferosesprocesadoen

la cadenarespiratoriade la membranamitocondrial interna (Miquel, 1980). Y así, se ha

comprobadoque mitocondriasaisladasse desorganizancuandosufrenperoxidaciónlipídica

catalizadapor hemoproteinay, como consecuencia,se han encontradoperóxidos en las

membranasmitocondriales.Estehallazgocondujo a Lehningery Beck (1967)a postularque

las reaccionesperoxidativasestabanimplicadasen el procesonormalde inflamación y lisis de

la mitocondria,quees inhibidopor la CAT y puedecontribuir significativamentea la génesis

de desechosde membranasperoxidadas(pigmento lipofuscina)en células “viejas” y dañadas.

La peroxidaciónlipidica, esquizá, desdieel punto de vista de La toxicidad aguda,el

procesode peroxidaciónde macromoléculasmás importante.Sin embargo,hoy día también

sesabequeseproducenataquessimilares,porpartede radicaleslibres, a prote<naso ácidos

nucleicos (Dean, 1991; Chung, 1992; Ames, 1993; Yu, 1994). Los productos de estas

peroxidacionesse acumulanen proporcionesmenores,A pesardeello, estosprocesospueden

serde extremaimportancia por el caráctercualitativo del daño o por la mayor dificultad de

reparacióndel mismo, como ocurreen el casodel DNA. Las proteínaspuedenseratacadas

incluso a nivel de estructuraprimaria (Yu, 1994).

2.3.1. Mecanismode peroxidaciónlipidien

Los ácidosgrasospoliinsaturadosson normalmentenietabolizadosen la membrana

interna de la mitocondria de la célula a unidadescíe acetil coenzima A, mediantela fi-
oxidación. Es un procesoenzinultico esencial,controlado,para la vida aerobia.Sin embargo,

tambiénpuededarseun procesono controladode <lestrucciónde ácidosgrasospoliinsaturados

en los organismosaerobios,mediante reaccionesde radicales libres (Basaga, 1990). La

vulnerabilidadde los ácidosgrasospoliinsatuí’ados,cuyaconcentraciónes elevadaen las

membranasde las células acróbicas,1)odria ser tilia explicacional porquéestascélulas

tienen que envejecery finalmente morir. Solamentelas células que se reproducena

velocidad elevada,como las células cancerígenas,evitan la suerte de la degradación,el

envejecimiento,y la muerte(Southorn, 1988a; Halliwell, 1991).

Generalmente,este procesodegenerativode peroxídaciónlipidica tiene lugaren tres

etapas: iniciación, propagación,y terminación (Esq. 1)(Esq. 2) (Southorn, 1988a;Yu,

1994).La iniciación consiteen la extracciónde un electrónde un carbonocontiguo a un doble

enlacedel ácido grasopor partede un iniciador como el radical hidroxilo -OH. Esto hacede

los ácidos grasospoliinsaturadoslas sustanciasmás sensiblesy vulnerablesal ataquepor

radicaleslibres. Se forma así un radical alquilo (R) que seconvierteen peroxilo (ROO) por

adición de oxígenoy que en varias reacciones,como su reduccióna hidroperóxido(ROOH),
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puededar lugar a propagaciónde la peroxidaciónal generarotro radical R en el ácidograso

contiguo en la membrana.La propagaciónexplica el carácterde reacciónen cadenade la

peroxidaciónlipidica, mediantela cual una única iniciación puededar lugara dañoen gran

número de moléculas.El procesotermina por la reacciónde radicalescontiguosR, dando

lugara puentescruzados(R-R), o mediantela rupturay destrucciónde la moléculade ácido

grasoparaformaretano,pentanoy otrosresiduosencontradosen pigmentosviejos (Southorn,

1988a; Ivy, 1991). Esos residuosestáncompuestosde mezclasde fragmentosaldehídicos

(malondialdehido:el marcadormásampliamenteutilizado), basesde Schiff y otros productos

fluorescentesinsolubles(Miquel, 1974; 1978b).

Iniciación

Propagación

OH + RH

R+O,

RO&+ RH

> R+H20

> ROO

>ROOI-1+

Terminación ½

R+ ROO

2 ROO

>R-R

> RCOR

>ROOR+02

Esquema 1. Auloxidaci dii de ácidos grasos ,ot ¡ i iis,ilti rodos.

RU + OH

R+O,

ROO- + RH

2 ROOH

> R+H.,O

> ROO

>ROOH±R

> ROO~ + RO + 1120

Esquema2. Reaccionessecundariasde iniciación.

a

9’

,1

9

a

•~ 1
.1
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2.3.2. Productosde la peroxiclación Iip¡’dica

El producto primario de la peroxidación de ácidos grasospoliinsaturadoses la

lipofuscina (Miquel, 1974; 1978b; 1989). Morfológicamente,los lisosomasde una célula

digieren ácidosgrasospoliinsaturadosde membranasdañadasmedianteun procesollamado

autofagocitosis.Esteprocesoutiliza la digestióny la degradaciónmedianteenzimashidrolíticas

quegranulizantodos los productosde desechoen una vacuolalisosomalcerrada.El desecho

resultanteen los gránulosfinales constituyeel pigmento que llamamoslipofuscina,y quese

acumulaprogresivamentedurantela vida de un organismoaerobio.Dicho pigmentoha sido

estudiadoen diferentesespecies,coniprobándose,porejemplo,que en el perro seacumulaa

unavelocidad 5.5 vecesmayor que en el hombre,aproximadamente.Esteinteresantehecho

secorrelacionacon la vida media,5.5 vecesmayor la del hombrerespectodel perro. Además,

la acumulaciónde lipofuscinaen el hombrese correspondecon una disminución del tamaño

del cerebro,corazón,hígado,riñones,nódulos linfáticos, músculosesqueléticos,y vértebras,

conel avancede la edad.Porejemplo,el cerebrodel hombreadultojoven con un pesomedio

de 1555 g, puededisminuir en tamaño a 1000 g, o incluso menos, en un hombrede edad

avanzada.Las células de estecerebrosenescentepuedencontenerpor encimade un 30 % de

lipofuscina. Este cerebro senescentees muy olvidadizo e incapazde memorizar nueva

informacióno reaccionarrápidamentea estímulosexternos(Miquel, 1989).

2.3.3. Toxic¡dady daño

Los peróxidosde ácidos grasosroliinsat~mradlosy otrosproductosde degradación,son

extremadamentetóxicos y dañinospara los sistemasde vida. Destruyenla integridadde la

membranay disminuyen la fluidez y elasticidadde la misma (Síater, 1984)(Fig. 1). Se sabe

que estánimplicados en la ateroesclerosisy enfermedadesdel ventrículo, tilceras pépticas,

dificultadesgastrointestinales,tumoresgdstricos,el cáncer(Halliwell, 1991;Ames,1993;Yu,

1994). También se ha demostradorecientemente,que juegan un papel universal en el

envejecimientodel ojo, por ejemplo, opacidaddel cristalino, permeabilidad,y formaciónde

cataratas. Asimismo, se ha hecho evidente que destruyen el DNA (Fleming, 1982),

incrementanla lipofuscinaen el sistemanerviosocentral (Santavuori,1984), y deprimenla

función de éstemedianteun incremento<le la actividadmonoanlinooxidasa.Dichos peróxidos,

además,estánrelacionadoscon la degeneraciónnerviosa,pérdidade neuronas,enfermedad

de Batten y amiloidosis (Harman, 1981), placas seniles en la enfermedadde Alzheimer,

necrosisdel hígado,hepatitis,cirrosis,tuberculosis,ateromahemorrágico,y cambioshepáticos

y renalesinducidospor drogasanalgésicas(Southorn, 1988b; Ames, 1993).
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3. ANTIOXIDANTES

El estudiode antioxidantesfue estimulado,en gran parte,porel uso industrial deestas

sustanciasen la preservaciónde alimentos(Branen,1975),ya que previenenla rancidificación

que implica la producción de lipoperóxidos. Esta investigación industrial condujo al

descubrimientode que los alimentos que contienengrasaserannaturalmenteprotegidospor

un antioxidanteefectivo, llamadovitamina E o ~-tocoferol,que tambiénse encontróen tejidos

animales (Taylor, 1958; Tappel, 1959). Se vio además, que la defensa antioxidante

proporcionadapor el tocoferol en la fase lipidica de la célula, era complementadaen la fase

acuosade la misma por los tres antioxidantesprincipaleshidrosolubles:vitamina C, ácido

úrico, y glutation (Ames, 1981).

El descubrimientode los ‘peroxisornas”, ciertos microcuerpos relativamente

abundantesen hígadoy célulasde riñón y que contienenCAT, permitió conocerel mecanismo

de detoxificaciónde peróxidos(Miquel, 1989),

La identificaciónde lasenzimasSOD porMccord y Fridovich (1969),ha sidode gran

trascendeciaparala comprensiónde los mecanismosantioxidantes.Estasenzimaseliminanel

radical superóxido,previniendosu acción tóxica (Halliwell, 1991).

Atendiendoa la teoríade los radicaleslibres, sepodríapredecirquela administración

de antioxidantesa poblacionesde animalespodría alargar la vida mediade éstas (Harman,

1961; 1968; 1969;Hill, 1963;Oldfleld, 1963; Comfort, 1971). Se ha observado,por ejemplo,

que la administraciónde ácidotiazolidin carboxilico, un precursorde la cisteina,alargala vida

de la Drosop/zift¿ (Miquel, 1979a).

Sevislumbraquela bioquímicamodernacontribuiráen gran maneraa resolveralgunos

problemasclínicos originadospor los efectosnocivosdc los radicaleslibres sobrela biología

humana,y se podrán conocer con precisión las sustanciasantioxidantesque combatirán

radicales libres específicosy en lugares precisos, responsablesdel envejecimientoy de

determinadasenfermedadeshumanas.

A continuaciónexponemoslos principalessistemasdle defensacelular frenteal estrés

oxidativo, así como otros compuestosde s(ntesisy de origen naturalquepuedenemplearseen

la terapiaantioxidante.

3.1. Sistemasde proteccióncelular frene a la

peroxidación.

3.2. Antioxidantesde síntesis.

3.3. Antioxidantesde origen natural.
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3.1. Sistemasde proteccióncelular frente a la peroxidacién

Los organismosaerobioshan desarrolladoun sistemaprotector, altamenteeficaz,

contra peróxidos de ácidos grasos poliinsaturadosy otros precursoresde oxigeno activo

(Southorn, 1988a). Estesistemade defensaestáconstituido por antioxidantesenzimáticosy

antioxidantesno enzimáticos(Halliwell, 1991; Yu, 1994). Por lo tanto, la vida aerobiasólo

ha sido posible gracias a la aparición muy tempranaen la evolución de estos sistemas

detoxificantes.En los aerobiossuperiores,las lineasde defensafrenteal oxigenoactivo, son

complejasy aparecenconipartimentalizadas(Alvira, 1 988a; 1988b).

a) Antioxidantes enzi¡náticos

Sólo existenenzimasdetoxificantesparael radical anión superóxidoy parael peróxido

de hidrógeno. Por tanto, el modo cíe evitar la formación de radical hidroxilo consistiráen

eliminar esasdos especiesactivas(Alvira, 1988w Yu, 1994).

Superóxidodismutasa(SOD)

Graciasa las investigacionesdc 1. Fridovich (1969)seha descubiertoquelas células

aeróbicascontienenel enzimasuperóxidodisníLltasa, que convierte el anión superóxidoen

peróxido de hidrógenoy en oxigeno molecular(l-lalliwel. 1991):

800

202 + 2W >l~f2O2 + 02

La SOD se encuentraen dos formas; en el citosol (extramitocondrial), y en la

mitocondria. Estas enzimas se hallan presentes en concentración elevada, y son

extraordinariamenteactivas> sugiriendoque los radicalessuperóxidoquescestánproduciendo

continuamentedurantela reducciónenzimdtica del oxigeno,por partede diversosenzimasy

sistemasenzimáticos,son rápidamenteeliminados(Marklund, 1984).

Se han descrito tres tipos de isoenzirnas (Yu, 1994). La CuZnSOD, conocida

previamentecomo “eritrocupreina’ (Mccord, 1969), fue la primeraque sedescribió.Su peso

moleculares de 33 kDa, esun dímero y contienedos átomosde Cu (el átomode Cu es el que

realizadirectamentela dismutación)y dos de Zn, y se lía encontradoen el citosol de todaslas

célulasde mamíferos,así como en el espaciointermembranalen la n,itocondria.La MnSOD
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es una proteínatetraméricaque contiene de dos a cuatro átomosde Mn (el átomo de Mn

realizala dismutación),y tiene un pesomolecularde 85 kDa. Se ha encontradoen la matriz

mitocondrial y tambiénen el citosol en primates. La terceraisoenzima,la EC-SOD, es una

glicoproteinatetraméricaquecontienecuatroátomosde Zn. Es la principalSODde los fluidos

extracelularesde todos los mamíferos, pero también se puede encontraren tejidos. Su

distribución subcelulares desconocida.Se piensaque puedetenerespecialrelevanciaen el

controlde las reaccionesinflamatorias (Marklund, 1984; HalliweIl, 1991; Meléndez, 1993).

Catalasa(CAl’)

La catalasaseencuentraen los microcuerposde lascélulasanimales,tambiénllamados

peroxisomas(por ejemploen la rata), orgánulosoxidativos especializados.En otras especies

seha demostradoque abundatambiénen el citosol. Su pesomolecularesmuy elevado,240

kDa, y es una hemoenzimatetraméricaen la que el átomo de hierro realiza el intercambio

redox (Southorn, 1988a;Yu, 1994).

El peróxido de hidrógenoformado por la superóxidodismutasay por las oxidasas

flavino-dependientes,se descomponepor la catalasa,enzima que cataliza dos tipos de

reacciones:

CAT

14202 + 14,02 >2 1-120 + 02 (catalítica)

C AT

H202 + XH2 > 2 H20 + X (peroxidativa)

En la segundareacciónel enzimaacttia como peroxidasa,necesitandola presenciade

un agentereductor(XH, por ejemplo: etanol) paraeliminar el peróxidode hidrógeno.Esta

enzimatiene una 1<,, y una V,~ muy elevadaspor el peróxido de hidrógeno.Por ello> en

principio parecela más adecuadaparaeliminar el peróxidode hidrógenocelular cuandosu

concentraciónse presentaelevada(Southorn, [988a; Alvira, 1988a).

Glutation peroxidasas(GPx)

Las glutation peroxidasasson enzimascelularesque catalizan la descomposiciónde

hidroperóxidos(ROOI-1) reduciéndolos a formas estables, hidróxidos (RON), utilizando

específicamenteel glutation(GSH)comoreductor(dadorde electrones)(Southorn,1988a;Yu,

1994).
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OPx

~2~2 (o ROO]-]) + 2 GSH > GSSG + 2 H20 (o 1420 + RON)

Existen dos formas básicasdel enzima, dependiente(GPx-Se)y no dependientede

selenio(GPx-no-Se),respectivamente.En la primera,el selenioes esencialparasu actividad

y controla la síntesisde la proteína,que es tetrarnéricay tiene un pesomolecularde 76 kDa.

Descomponetanto hidroperóxidosorgánicos(ROOI-l) como inorgánicos(H202). La otraforma

no contieneselenio,tiene un pesomolecular menor,es dimérica (al menosen algunade sus

formas)y sólo escapazdeeliminarhidroperóxidosorgánicos.Estaúltima actividadenzimática

es atribuida, al menos en los mamíferos, a algunas formas (no todas) enzimáticasde las

glutation transferasas(que intervienenen la detoxificación de xenobióticos).Las glutation

peroxidasasestán presentesen el citosol y en las mitocondrias (en este caso, GPx-Se

principalmente).PoseenunaK~, y una V,,~ bajasporel peróxidode hidrógeno,siendoporello

enzimasidóneasen la eliminación de pequeñasconcentracionesde 1-1,02. No tiene actividad

en la fracción lipídica, portanto,eliminan los hidroperóxidoslipídicos (ROOH), reduciéndolos

a sus formas estables(ROH), sólo tras la liberaciónpreviadel ácido grasoperoxidadodesde

la membranaal citosol por medio de tina fosfolipasaA,. Sin embargo,recientementeseha

caracterizadootra glutation peroxidasa dependientede selenio, que tendría actividad

directamenteen la fracción lipidica (Alvira, 1988a;Southorn, 1988a;Yti, 1994).

Glutation reductasa(OR)

Está presenteen el citosol y en las mitocondrias.Es de vital importanciapara la

eliminación del peróxido de hidrógeno poi- medio de la glutation peroxidasa,y para la

reconstitucióndel glutation oxidado no enzimáticamente,ya que el ~ooi de glutation reducido

(GSH) es limitado y la elevacióndic la tasa GSSG/GSHes altamentetóxica parala célula

(Southorn, 1988a; Yu, 1994).

Catalizala reacción:

GR

0550 + NADPH > 2 0514 + NADP
4

Es esencialla unión del cofactor FAD (flavín-adenín-dinucleótido)al enzima,ya que

la glutation reductasaactúacomocoenzima.Puestoque la glutation reductasaprecisaa su vez

de NADPI-I como fuentede equivalentesde reducción, sesuelenconsiderar,a veces,a las
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enzimasde la vía de las pentosas,G6PDH y 6-fosfogluconatocleshidrogenasa(productoras

citosólicasde NADPH), como tina segundalínea de defensaantioxidante(Yu, 1994).

b) Antioxidantes no enziniáticos

Se ha descritoun grannúmerode sustanciaspresentesen el organismocon capacidad

antioxidante. Esta actividad, sin embargo,en muchos casos no se manifiestaporque las

concentracionesnecesariasde dichassustanciasno se ajustana las presentesen los tejidos, o

porque se ha demostradoin vitro pero no in vivo. Por tanto, destacaremosexclusivamente

aquellosantioxidantesde bajo peso molecularcuya actividadí bu vivo estámejor establecida

(Alvira, 1988b; Yu, 1994).

Desdeel punto de vista de la protección frente a la peroxidación lipidica de las

membranas,es preciso distinguir a los antioxidanteshidrosolubles(carecende accesoa las

zonasprofundasde la membrana)de los liposolubles.

bí) Antioxidantesno enzinuiticoshidrosolubles

Glutation

El tripéptido glutation (-y-glt¡tamil—cisteini1-glicina) es el principal tiol libre en la

mayoríade las células, y participaen diversosprocesosbiológicos (Akerboom, 1981) tales

como detoxificaciónde xenobióticos,eliminación cíe hidroperóxidos,proteccióncontralos

efectosde la radiación ionizante,mantenimientodel status sulfluidrilo de proteínas(protegede

la oxidación a grupos -SR esencialesde las proteínas),y modulaciónerizimática mediante

intercambiodisulfuro (1-lalliwell, 1991).

Su actividad antioxidante se debe a la capacidadreductoradel grupo tiólico de su

cisteina.Puedeactuar como antioxidanteen reaccionesenzimáticas(corno la de la glutation

peroxidasa)o no enzirnáticas(Akerboom, 1981>.

En las células, la oxidación del glutation (GSH) conducea la formaciónde glutation

oxidado o disulfuro (GSSG) y, por intercambio distílfuro catalizaclo por tiol transferasas,el

glutation puedeser incorporadoa disulfuros mixtos (0551k) (Akerbooni, 1981).

El glutation tambiénpuedereaccionarcon radicaleslibres (Halliwell, 1990):

fi’
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GSH + >GS~ + Rl-!

2 GS > GSSG

Podría eliminar, por tanto, tanto radicalesorgánicoscomo radicales superóxidoe

hidroxilo. El resultado es siempre la aparición de glutation oxidado (GSSG), sustancia

altamentetóxica para las células, motivo por el cual éstas mantienesiempreuna razón

CSSG/GSI-1enormementebaja (hasta0.01 o inclusomenor, mediantela reducciónefectivadel

CSSG por la glutation reductasa,o por el transporteactivo del mismo a través de la

membrana).La medidade dicha tasaes uno dc los estimadoresinés fiables del grado de

estrés oxidativo tisular. También se ha descrito la capacidaddel glutation (GSH) en

reaccionesde “extinción” del oxigeno singlete, devolviéndoloa su estadobasalno reactivo,

o triplete (Yu, 1994).

Glutation y envejecimientocelular

En el ratón, por ejemplo, se ha comprobadoque la concentraciónde GSH en

eritrocitosdisminuyecon la edadde la célulay del animal (Abraham,1978).En el ratónviejo

(31 mes),el contenido de GSH es inferior al 30% en el hígado, 34% en el riñón, y 20% en

el corazón>respectoa animalesmadluros(17 meses).La concentraciónde GSSGen tejidos no

varíasignificativamentecon la edad(López-Torres,1993a).

Se ha comprobadoqt¡e la actividad de glutalion peroxidasay glutation reductasa

declinan en el ratón viejo. La causadel descensoen los niveles de GSI-I es másbien una

síntesisdisminuida que una oxidíación incrementada,ya que la actividad y—glutamil cistein

sintetasaestáreducidacon el envejecimiento(Viña, 1989; Kurata, 1993).

Ya que el glutation sirve para protegera la célula (Richie, 1992) contra el poder

deletéreode los radicaleslibres derivadosdIc oxígeno (Gerschman,1955>,el hechode que la

concentracióndeGSH en las célulasde animalesviejosestédisminuida,puedeser importante

comoconsiderala teoríade los radicaleslibres de envejecimientode Harman,cuyo desarrollo

por Miquel (1984) ha dado lugara la teoríade envejecimientocelular “daño mitocondrial por

radicalesde oxigeno”.

Los aminoácidosque contienengrupossulfuros, por actuarcomo precursoresen la

síntesisdel GSI-1 (Sastre,1992), son efectivosen retardarla acumulaciónde lipofuscina. Se

ha comprobadoque la suplementaciónde GSH estambiénefectivaen retardarla acumulación

de lipofuscina en cultivos de células gliales humanas.La efectividad de este tiol como

antioxidante,reclamala importanciade los enzimasque utilizan GSH, glutation peroxidasay

glutation-S-transferasas,en la protecciónde las células frenteal dañooxidativo (Viña, 1989;

Sastre,1992).

2

2

“fi

1
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Acido ascórbico

El ácido ascórbico(vitamina C) fue descubiertoen 1928. En muy pocos animales,

como el hombre o el cobaya,puede existir en tres estadosrédox: ascorbato(reducido),

semidehidroascorbato(por la oxidación monoelectrónicade! ascorbato),y dehidroascorbato

(por la oxidaciónbielectrónicadel ascorbato)(Lippnian, 1989). Puedereducirradicalescomo

superóxidoe hidroxilo, y tambiénextinguir oxigenosinglete.El dehidroascorbatopuedeser

reducidode nuevo a ascorbatoa partir de equivalentesde reduccióndel NADH (mediantela

catálisisde una NADI-1-dehidroascorbatoreductasa)o del GSH (de formadirectao catalizada

por unaGSH-dehidroascorbatoreductasa)(l-lalliwell, 1990; 1991; Yu, 1994).

El ácido ascórbicoactúaen conexióncon la transferrina,un antioxidantedel plasma.

Estafi-globulina asegurala fijación reversibledel catión férrico y participaen su circulación

en el plasma(Yu, 1994).

La vitamina C constitt¡ye un elementoesencial (Cutíer, 1984) en el paso de catión

férrico a la ferritina, que se encargade almacenarlos iones ferrososen el hígado,bazoy

médulaósea.

Tanto la vitamina C, como la vitamina E, están estrechamenterelacionadascon la

síntesisdel hemo,que a su vez forma partedel sistemaantioxidantede la catalasa,en cuyo

grupo prostéticose encuentra(Yu, 1994).

Acido úrico

Excelente antioxidantecon capacidadcte eliminar 0%, OH, oxigeno singlete, o

radicalesROO. Incluso puedeeliminar de la solucióntrazasde Fe,~, qt¡e en caso de estar

presentepodríaactuarcomo estimuladorpotentede procesosperoxidiativos(Yu, 1994).

Siguiendo la teoría de los radicales libres como causadel envejecimiento,se ha

sugeridoque la gran longevidadde los primatesy el hombre(Ames, 1981; Cutíer, 1984>,

podríaestar relacionadacon la pérdidadel enzima(uricasa)que degradael ácido úrico, y el

aumentonotablede su concentracióntisular durantela evolución.

Eliminación de iones metálicos

Para la formación de especiesoxidantesse requierela presenciade trazasde metales

como el hierro (Fe2~) o el cobre. Por tanto, se puede considerarcomo segundalínea de

defensaantioxidantea cualquiercompuestoqt¡e disminuyala concentraciónde dichosmetales.
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En estesentido, puedencomportarsecomo antioxidantes,la transferrinay la ferritina (por

ligar hierro en plasma o tejidos) (Halliwell, 1991), los quelantesde iones metálicos,o

proteínasque como la ceruloplasminatienen actividad ferroxidasa(oxidan el Fe2~ a Fe3~)

(Thomas,1989; Yu, 1994).

b.2) Antioxidantesno enzinuiticosliposolubles

Vitamina E (a-tocoferol)

Parece ser el principal antioxidante de las membranasen las células animales,

protegiendoa éstasfrente a los dañospor peroxidaciónde las capasde lípidospollinsaturados

(Tappel, 1959; Matsuo, 1992; Meydani, 1992; Yu, ¡994). Su actividad sueleatribuirse al

carácterreductordel grupohidroxilo de su anillo cromano(Acker, 1993). Su solubilidad en

la membranale permite el accesodirecto a grupos ROO, reduciéndolosa ROOH, que

mediantela glutation peroxidasaseriandegradadoshastaalcoholes:

ROO + VitEOH > ROOH + VitE&

Esta reacciónes fundamentalya que impide que los radicalesROO oxiden a otra

molécula orgánica,es decir, evita la reacción de propagación(multiplicativa), que es la

principal catisantedel daño peroxidativo.

Otro mecanismoposible es la reacción con radicalesalcoxilo (RO), siendo de gran

eficacia (limitando también la propagación)en casode que la degradaciónde hidroperóxidos

por medio de la glutation peroxidasa,no htib¡era sido totalmenteeficaz:

RO + VitEOl-! > ROH + VitE&

En ambos casos,la vitamina E se convierteen radical tocoferilo (VitEOj. Dado que

el pool celular devitamina E espequeño,el sistemasólo es funcional si la formareducidadel

tocoferol se regeneraa la misma velocidad con la que sedegrada.Se ha propuestoque esta

función regeneradorapodríacorresponderal ascorbato,teniendo lugar la interacciónen la

interfasecitosol-membrana,lo queplantearíala posibilidadde que ambasformasvitamínicas

trabajenen randem desdeel punto de vista rédox:

VitEO + AS% > VitEOR + ASC
0~
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Ademásde sus propiedadesantioxidantes,la vitamina E participaen la síntesisdel
ir fi

hemo,que formapartedel grupoprostéticode la catalasa(defensaantioxidanteendógenaque
¿¡fi

elimina hidroperóxidos).

Las experiencias realizadas con la vitamina E conducen a formular algunas
y

conclusionesque se indican a continuación: ‘t ‘4’

- Las deficienciasde a-tocoferolproducenenvejecimientorápidodel cerebrode algunos
animales(ratones,ratas,etc.) con acún1ulode lipopigmentosen el mismo (Matsuo,

¿~rit¼YÁ4.

1992).

— La administraciónde dichavitamina, provocadisminucióndel actimulo de lipofuscina

en el cerebrode dichos animales (Kruk, 1981>. ~ 44

— Ratasdeficientesen vitamina E tienen un sistema nervioso central y pulmón más V 44’

susceptiblea elevadaspresionesdle oxigeno, que las tratadascon tocoferol (Taylor,
Y

1958). 4’ fi
- La vitamina E inhibe la peroxidación lipídica mitocondrial del hígado de conejo

(Tappel, 1959).
fi”

«

Vitamina A y fi-caroteíios

“fi

Los fi-carotenosson precursoresnaturalesde la vitamina A (1-IalliwelL, 1991>. Estos

compuestostienen gran capacidíad para dar lugar a reaccionesde extinción, corno la del
ti

oxigenosingletea oxígenotriplete (Chen, 1993). Debido a su concentraciónya la generación

de cantidades importantes de oxígeno singlete en los cloroplastos,son vitales para el

mantenimientode las membranasde los tilacoidíesen las plantas.En los animales,en los que

su concentraciónes mucho menor, su función antioxidante natura! es menos clara. Sin ti
Mr ir”4-embargo,el hecho de que la moléculade fi-carotenoestécompuestapor dos moléculasde ~ s

vitamina A, ha estimuladotambién, investigacionessobreel posible papel antioxidantedel
‘tít

retinol.
~ifi”t

Kunerty Tappelestudiaronmarcadores¡u VIVO (le la peroxidaciónlipidica (exhalación ti:
de pentanoy etano)en cobayasdeficientesen vitamina A, y comprobaronque al ser tratados
con fi-caroteno,disminuía la peroxidaciónlipídica indíticida por tetraclortírode carbono(Yu,

II,

$4’4’,1994).
Krinsky comprobóque las bacteriasmutantesdíeficientesen fi-carotenoseran mucho

más sensiblesa los dañosoxidativos que las bacteriascon altos contenidosen los mismos

ti-(Chen, 1993). <‘1

: Ii35
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3.2. Antioxidantesde síntesis

<2
r/’

fi 44

Centrofenoxina

Tambiénllamado meclofenoxato(dimetilaminoetil 4-cloro—fenoxiacetato). 4
En terapiahumanaha sido consideradacomo un estimulantemetabólicocerebral(nootropo), ¼
puesestimula la síntesisde glucosa,el consumode oxígeno,y la producciónde dióxido de

421carbono(Zs.-Nagy,1989).
Se ha puesto de manifiesto un aumento de la vida media significativo cuando se rg¡ »

administraestecompuestoa gruposde ratones,cobayas>ratas,y otros animales(Hochschi!d, »‘~4’ 44

1973).

Roy observóun incrementoen la actividadde la glutation redtictasaen el cerebrode

ratascuandoéstasrecibíancentrofenoxina(Khanna, 1992).

Se sugiereque la centrofenoxinapodría rejuvenecerlas estructurassinápticasde las »
4,--;,

células cerebralesen ratas viejas. Estudios clínicos han demostradoque puedeinvertir los

trastornospsico-mentales,como confusión,asteniapsicosomáticay trastornosde la memoria

y del intelecto (Dean, 1981). 4.rfi#
fi, fi>

Su posible mecanismode acción reside en su capacidadseovenger de radicales Y

hidroxilo que se puedangeneraren las membranasde las células nerviosascerebrales(Zs.- 44;

Nagy, 1989). ¡

fenólicosCompuestos

2,3-di-íerc-butil-4-hidroxitolueno(BHT), y 2 >(3)-rerc-butil-4-hidroxianisol(DHA),

presentanpropiedadesantioxidantesfrente a los radicaleslibres (Cha, 1979; 1982; Sgaragii,
‘4’,

1993).
DHT y DHA son compuestosfenólicos(Dranen, 1975) solublesen grasas,que fueron -~-[ -

“-44--
‘ir” --4diseñadosparaevitar el enranciamientoy dañepor peroxidación lipidica (Dorrnandy,1969) ¡y» -

en los alimentos,cosméticosy medicamentos.

Los antioxidantesfenólicosson un grupode compuestosque protegende compuestos 4fi< <

electrófilos no sólo por interacción directa, rompiendo la cadena radicalaria, sino por t

inducción de enzimas detoxificadoras (Cha, 1982; Sharma, 1993), como gíutation-S- 4?

transferasa,quinonareductasa,epóxidohidrolasa,y UDP-glucuroniltransferasa.La inducción ¼
flfifii4,

de estosenzimaspor DHA y sus análogosen roedoreses dependientede la estructuradel 4”

fenol, de las especiesy estirpesde animales,del tipo de tejido animal,del sexodel animal,

4”
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y del enzimainducido. En el mecanismode inducciónenzimáticapor compuestosfenólicos,

esfundamentalque el fenol stifracon facilidad reaccionesde oxidación-redlucción(Cha, 1982).

Harman experimentóque la administraciónprolongadade BHT a ratonesmachoLAF

(roedorescon baja incidencia de tumores) alargabala duración media de estos animales

significativamente(Harman, 1961; 1968; 1969).

Etoxiquina

Compuestode estructuraquinolinica:

6—etoxi— 1 ,2—d ihid ro—2>2 ,4—tri meti1 qu molina.

La etoxiquina es un potente antioxidante,cuyo uso como conservantede alimentos

tiene gran profusión.Protegea los alimentosde la degradaciónde sus niítrientes(vitaminas>

mineralesy aminoácidos)duranteel almacenaje.Pareceser que prolonga la vida media

(Comfort, 1971) eficazmenteen ciertos animalesde laboratorio. Se comprobó que dosis

elevadasde este conservante,administradoen la dieta cíe ratonesLAF, aumentabaen un

74.4% la vida media de los mismos. Estaobservaciónsobrela prolongaciónde la vida media

en ratones,fue corroboradapor Conifort (1971).

3.3. Antioxidantesde origen natural

Desferrioxaniiii a

Aislado a partir de S~re¡noinycespilosus. Su fórmula estructurales la siguiente:

1 -amino-6,1 7-dih id rox -7,10,18,21-tetraoxo-27-(N-acetilhidrox i lamino)-6,11,17,22-

tetraazaheptaeicosano.

Presentacapacidadquelantede hierroy habilidadseavengerde radicaleslibres (Morel,

1992; Soriani, 1993).Existe tina relación entreambaspropiedades,con unagranimportancia

en la aplicaciónclínica en el daño hepatocelulary fibrosis porun actiniulo excesivode hierro

en los hepatocitos.La agresión hepática, que se ha puestode manifiesto en cultivos de

hepatocitos,seha relacionadocon el inicio de la peroxidaciónlipídica catalizadaporel hierro

(Halliwell, 1991; Rice-Evans,1993).
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Flavonoides

Constituyenun amplio grupo de sustanciasnaturales,muy abundantesen el reino

vegetal,cuyaestructuracomúnestáconstituidaporel anillo benzoy-pirona(Harborne,1980).

Muchosflavonoidessonantioxidantesparael ácidoascórbico,porquelacióndemetales

que se encuentranen la mezclade reacción.Esta quelaciónes dependienteprimariamentede

los grupos3-hidroxi-4-carbonily 3’, 4’-dihidroxi (Mcclure, 1975).

Se investigaronlos efectosantioxidantesde varios flavonoidesen la carnede vacay

en la manteca de cerdo. Tanto quel-cetina como miricetina, y sus 3-glucósidos, fueron

significativamenteefectivos antioxidantesa concentracionescomprendidasentre0.4 y 2.5 x

1Q~ M (Harborne,1980).Los efectosantioxidantes(Ríos> 1992) seatribuyerona la quelación

de iones metálicos y al carácter aceptor de radicales libres. Quercetina es un efectivo

antioxidantede ésteresmetilo de ácidosgrasosde aceitede girasolo de aceitede linaza. La

metilacióndequercetinaen las posiciones3- ó 5- reduceligeramentesu efectividad,mientras

que la metilaciónen las posiciones3’ ó 4’ disminuyedrásticamentesu capacidadantioxidante.

A partir de estudioshistológicos y la coincidenciade encontrarseen el mismo tejido, Van

Fleet sugiere qt¡e la principal función de flavonoides en las especiesvegetales,es la de

antioxidantede lípidos y poliacetilenosde sus tejidos (Harborne, 1980).

La actividadscavenger(Robak, 1988; Laughton, 1989; Huguet, 1990; Mora, 1990;

Cotelle, 1992;Ríos, 1992)de radicalesderivadoscíeoxígeno,ha sido demostradain vitro para

un grupo numeroso de flavonoidesy otros compuestosfenólicos. La presenciade grupos

fenólicosen posición3 ó 5 y la función cetoen la posición4 son factoresdeterminantespara

la actividad anti-radicalaria,viéndose incrementadapor la presenciade múltiples funciones

fenólicasen la molécula flavónica, y disminuida por la glicosilación. Dicha propiedadanti-

radicalariapodríajustificar, al menosen parte, sus efectosantiinflamatorios (Villar, 1984;

1987; Alcaraz, 1989)> puesto que puedenprevenir los electosdeletéreosde las interacciones

deradicaleslibres con los tejidosduranteel procesode inflamación. Así, compuestosfenólicos

podríanprotegercontrala peroxidaciónlipíclica cíe membranascelularesy deorgánulos(Mora,

1990; Morel, 1993), liberación de enzimas lisosomales, factores quimiotácticos, y

componentesde tejido alterado que perpetuanla condición inflamatoria, así como proteger

contra la acción despolimerizantede radicales libres sobreel ácidohialurónico del fluido

sinovial.

Aunque este grupo de sustanciasno pt¡eden considerarsecomo auténticosfactores

vitamínicos P por no habersedemostradoatin un estado carencial especifico, no puede

dudarse,sin embargo,de susaccionesfarmacológicasa nivel de la permeabilidady resistencia

capilar, Fue demostradoun efecto sinérgicocon la vitamina C en el escorbuto(Harborne,

1980).
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Acidos fenólicos

Diversos ácidos fenólicos han sido descritoscorno inhibidores de la peroxidación

lipídica en microsomashepáticos.Muchosde ellos ejercenefectosprotectoresen modelosde

hepatotoxicidadinducida por xenobióticosy mediadospor radicaleslibres (Wagner, 1986a;

Joyeux,1990; Payá, 1993b).

En el estudio de la relaciónestructura-actividadse ha comprobadola importanciade

la sustituciónpirogalol en los derivadosdel ácido benzoico(ácidogálico y ácidoelágico). La

sustituciónorto-hidroxiconfiereactividadseavengera los derivadosdel ácidocinámico, ácido

cafeico y ácido clorogénico(Montesinos,1991).
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4>1. Cumarinas:grupofarmacológicoseleccionado

El estrésoxidativo, en particular> su manifestaciónmás clara, peroxidaciónlipidica

mediadapor radicaleslibres,puedeser la causade muchosprocesosdegenerativos(Halliwell>

1991). En talessituaciones,el desarrollode patologíastambiénesdebidoa tina deficienciaen

los sistemasdefensivosantioxidantesdel organismo. El uso de agentesterapéuticos que

activenel sistemaprotectorantioxidanteintrínsecoo compensensusinsuricienciaspuede

serun aciertoen estalínea. La mayoría de las sustanciasdeseablesen el uso de la práctica

clínica son compuestosnaturales, y es lógica, íor tanto, la btisquedade agentesactivos,

farmacológicamente,entre los componentesminoritariosde la dieta> que poseanpropiedades

de antioxidantes(Vladimirov, 1991; Ames, 1993).

En el desarrollode la Farmacología<le productosnaturales,seha comprobadoque

diversos compuestos fenólicos (flavonoicles y úcidos fenólicos) poseen actividad

hepatoprotectoraen modelos de intoxicación por xenobióticos (tetracloruro de carbono,

bromobenceno),mediadospor radicales libres (.Joyeux, 1990; Payá> 1993b>. Muchasde las

propiedades biológicas de estos compuestoshan sido relacionadascon su capacidad

antioxidante (Larson, 1988). También inhiben la peroxidaciónlipidica ¡ti vitro (Laughton>

1989; Mora, 1990; Cholbi, 1991: Ríos, 1992)y puedenactuarcomo “captadores”de radicales

libres (Robak, 1988; Huguet, 1990; Sichel, 1991; Cotelle, 1992).

Siguiendoesta línea, pretendemos,por tanto, impulsar el estudlio cíe las cumarinas

comoagentesinnovadoresdel grupo cíe compuestosfenólicoscon actividadanti-radicalariay

antiperoxicíati va.

Las CUMARINAS constituyenLina ampliaclasede sustanciasbenzo(a)pirona-fenólicas

(másde mil compuestosdescritos)ampliamentedistribuidíasen la naturaleza.Aunquealgunas

de ellas son tóxicaspara los mamíferos,como las aflatoxinas,y se ha descrito fototoxicidad

y fotomutagenicidadpara las furanocuniarinas,sin embargo, las cumarinas simples son

menostóxicasy presentanun amplio rango de acción farmacológica

(Murray, 1982). En estascentraremosnuestroestudio.
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4.2. Cuinarinas:antioxidantesfenélicos

Las cumarinasconstituyen un grupo muy extenso de antioxidantesfenélicos

naturales(Murray, 1982).

Químicamente,las cumarinasson compuestosheterociclicosoxigenadosderivadosde

la a-pirona.Son benzo(b)2-piranonas.Se encuentranampliamentedistribuidas en el reino

vegetal, como costituyentes de muchas plantas y aceites esenciales> en las familias

Leguminosae, (‘omposMac, y sobretodo, Und;elllfenw y Rutacecie (Druneton, 1991; Juichi>

1991; Niwa, 1991).

La simpleestructurade estoscompuestosy la facilidad de modificaciónquímica,hace

posible la conversiónen otros tipos de antioxidantes.Así, por ejemplo, las propiedades

antioxidantesde cumarinas3-heterosustituidashan sido determinadaspor su estructura

análogacon dehidroalanina,Del mismo modo, cumarinas 3,4-diheterosustituldasson

análogosestructuralesdel ácidoascórbico.Dicha analogíapuedeexplicar el mecanismode

acción antioxidantede estoscompuestos(Halliwell, 1990; Vladimirov, 1991).

Sobre la función neuuroííl ca. esculetina (6,7—dl ihidroxicumarina), reduce

efectivamentela producciónderadicales(le oxígenoporneutrófilosactivadospordiversos

estímulos,mediantela inhibicióíi <le la actividad NADP¡l oxidasacJe la membranade

neutrófilosaislados(Ozaki, 1986) (el complejo NADPH oxidasaes un enzima clave en la

producciónde radicalesde oxigeno por los neutrófilos, y la inhibición deesteenzimaporun

agentepodría restíltaren una disminuciónen el indice de produccióncíe radicalesde oxígeno

por las células en los tejidos).

La fraxetina (7 ,8-dihidroxi—6-mernxicumarina)se ha mostradocomo un potetite

inhibidor de la generaciónde radicalsuí~eróxidoen letícocitos l)olilnorfollucleares(PMN)

peritonealesactivadosde rata(Pay~, 1994a).Cuandolos neutrófilosson activados,se produce

un marcadoincrementoen la recaptaciónde oxigeno, con la conversiónporpartedel sistema

oxidativo enzimáticoen productosmicrobicidascomoaniónsuperóxido,peróxidodehidrógeno

y radicalhidroxilo, con efectosdestructivosparalos componentescelulares.Al mismotiempo>

la activaciónde los neutrófilos conducea la liberación de enzimasgranularesy a la síntesis

de mediadoresde la inflamación,contribuyendoasíal dañotisular. Los radicalessuperóxido>

enesteprocesoaumentanla permeabilidadvasculary la adhesiónde los PMN al endotelio,

y estimulan la agregaciónplaqitetaria. A este respecto,pareceserque la inhibición de la

producciónde superóxido por PMN podría contribuir a los efectos vasoprotectoresde las

cumarinassimples.
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También se ha ensayadola fraxetinapara comprobarsu capacidad captadora”de

anión superóxido generadopor leucocitos polimorfonucleareshumanos activados (Payá,

1994a).La inhibición que ejercefraxetinaen la reduccióndel ferricitocromoe por el anión

superóxido,esdebidaa su capacidadde atrapardicho radical (al modoen que lo hacela SOD)

más que en evitar su formación. Y así, esto se ha demostrado,utilizando un electrodode

oxigeno para probar los efectos de la fraxetina en el consumo de oxigeno en la cadena

respiratoriade neutrófilos PMN humanosactivados.Se vio que dicha cumarinano ejercía

influenciaen el aumentodel consumode oxígenodespuésde estimularlas células,y asíse

demostrabaqueno ¡nhibfa la NADPI-[ oxidasa,Las accionesinhibitorias de la fraxetinaen

el anión superóxidono sondebidasa accionestóxicas en las células,ya que en el ensayono

se produceliberacióndel marcadorcitosólico lactatodeshidrogenasa(LOR).

En un estudiocomparativo,sobrelos efectosde variascumarinasen la formación de

productosde 5-lipoxigenasa(5-1-JETE, 5-hidíroxicicosatetraenoico)y cicloxigenasa(Hl-IT, 7-

carbonohidroxiácido) de letícocitos PMN de conejo, se observóque esculetina,dafnetina

(7,8-dihidroxicurnarina), fraxehina, timbelilerona (7-hidroxicurnarina), escopoletina(7-

hidroxi-6-metoxicumarina)>esculina(7-hid roxi-6-O-gltícosi -curnarina)y rraxina(7-hidroxi-6- ir

metoxi-8-O-glucosilcumarina)inhibieron la fornmciónde 5-HETE, mientrasque estimularon

la producciónde HHT (Kimura, 1985). La síntesisde prostaglandinaE2 vía cicloxigenasa

parece ser que es incrementadao favorecida por algunosscavengersde radicales libres,

probablementedebido a la inhibición de la actividad enzimútica por la inactivaciónde los fi
radicalesde oxigeno generados.Así, los efectosestimulantesde estascuniarinassobre la

formación de HHT puedenserexplicadospor una posibleacciónsoaveugerde radicalesde

oxígeno.

ó

Mediante sistemasgeneradoresde radicalesperoxilo> se ha podido comprobarque
Y?

cuinarinas dihidroxiladasy susderivadosglicosiladosinteraccionanfavorablenieiitccon y
Y

EAO tanto en medio actuoso como cii medio hidrófobo (Payá, 1992b). Esta propiedad

caracterizaa dichos comptíestoscomo atractivoscandidatosparasu evaluacióncomo agentes

protectoresde desórdenesdependientesdel estrésoxidativo. Sin embargo,aunqueexisteuna h
estrecharelación químico-estructuralentrecurnarinasy tocoferolespor serambosderivados t
del benzopirano,el a-tocoferolsólo puedereaccionarcon radicalesROO en medio lipidico.

Cuniarinasorto-dihidroxiladas (esculetina, fraxetina y dafnetina) son potentes

inhibidores del metabolismodel ácido araquidónicoa travésde la vía pro-inflamatoria5- II

lipooxigenasa(Craven, 1986; Payá, 1994b). Pareceser que el mecanismodependede la

combinaciónde las propiedadesquelantes<le ioneshierro implicadosen la peroxidación t
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lipídica, y de la capacidadde donarelectronescii el ciclo rédox catión férrico a catión

ferroso;propiedadesque tambiénconfierenactividadbeneficiosacomocaptadoresde especies

reactivasde oxigeno.

Tambiénseha puestode manifiestoel efectoIxepatoprotectorde cumarinasde origen

natural (wedelolactona y denietil-wedelolactona)en modelos de intoxicación hepática

inducidospor tetraclorurode carbono(y otros xenobióticoscomo el bromobenceno,que son

deplectoresde glutation) y mediadospor radicaleslibres (Wagner, 1986b; Yang, 1991;

Anand, 1992). La inhibición de la toxicidad porestoscompuestose inducidaporxenobióticos

(bromobenceno),pareceestarrelacionadacon susefectossobrelos nivelesde glutation, y con

su acción directa como captadorescte radicales libres, contribuyendoa vencerlos efectos

dañinosdel estrésoxidativo por cooperacióncon las moléculasprotectorasnaturales.Además,

el glutation reducido puedeactuarcorno “captador” cíe radicaleslibres en asociacióncon la

superóxido dismutasa, que elimina eficientementeel anión superóxido formado en las

reaccionesentreradicalesderivadoscíe gítítation y oxígeno.Como resultado,la deplecciónde

glutation está relacionadacon el comienzo de la peroxidación lipídica y daño celular. La

capacidadde inhibir la peroxidaciónlipídica es también relevanteen relación con la actividad

protectorahepáticade las cumarinas,puestoque la necrosishepáticaporxenobióticospuede

serprevenidaeficazmentepor antioxidantescomo la vitamina E y por los quelantescomo la

desferrioxamina(Halliwell, 1991).

En estosúltimos años>se ha investigadola actividadantimalairicade dafnetina(7,8-

dihidroxicumarina), y se ha hecho evidente tanto ¡a vúro como ¡a vivo. Su actividad

antioxidante le hacecapaz de mitigar los efectoslieíííolflicos oxidantescíe la primaquina,

importantefármacoantimaláricoqueproduceanemiahemolíticaen pacientescon deficiencia

en G6PDH (Hong> 1992). La actividad antimaliiricn cíe la primaquinaestá¡itediadapor

la generación de especiesoxidantes piocedentes<le sus inetabolitos. Uno de estos

metabolitos,5 ,6—dihidroxi—8—aminoquinolinaproducequimiolttniiniscencia(CL) la vftro cuando

es incubadoen presenciade luminol, EstaCL, mediadapor peróxidode hidrógeno(ya que

es inhibida por CAT y estimulada por SOD) es inhibida por dafnetina, así como la

peroxidación lipidica mediadatambién por peróxido de hidrógeno. La CL generadapor el

citado metabolitoes dependientedle trazasde hierro ya guíe es inhibida pordesferrioxamina,

por ello el potenteefecto de dafnctinapodríadebeisea la propiedadde ser un buenquelante

de hierro.

La actividad calcio-antagonistade diversas cumaí’inas (Namba, 1988) guarda

estrecharelación con la actividada,ítioxidniite <le las mismas(Sgaragli, 1993>. Los iones
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Ca2+ activan la fosfolipasa A
2 y muchasproteinasasy nucleasas.Un incrementodel CaZ+

intracelular produce rupturade la membranay subsecuentedaño celular. Y así> el CaZ+
incrementael daño causadopor radicaleslibres de oxigeno eíi la cadenade transporte

electrónico mitocondrial. De este modo, el mecanismode acción scavengerde diversas

cumarinaspodríatranscurrirpor un antagonismodel calcio. Porello, moléculasquecombinan

las propiedadesantioxidantesy antagonistasdel calcio puedenserde particular valor en la

proteccióndel daño tisular por isquemia-reperfusión.

4.3. Otrasacciones fa¡’unacológicasde cuinarinas

La cumarinafue aisladay purificadaporprimeravezporVoleg, en 1822, a partir del

habatonka (D¿nteryx odorata). Más tardefue sintetizadapor Perkin en 1868. Se prohibid su

uso por la FDA (Food aná Drug Ad,nin/stradoii) en 1950, siendo clasificadaerróneamente

comocarcinogénicoy hepatotóxicoa partir de resultadosexperimentalesobtenidosen animal

(Cohen, 1979). Sin embargo, muchosderivadosde cumarinahan mostradopropiedades

anticoagulantes(Vitorela, 1992), ttuunoi’isIit icas e ii¡n¡unoestimulantes(Okuyama, 1990;

Ro¡3kopf, 1990).

Un determinadonUniero cíe ctíniarinassimplesposeendiversasaccionesen el sistema

cardiovascular(Porcellati, 1990),por un mecanismode inhibición de la actividad fosfolipasa

A2 o por modulación negativa de uno o más procesos implicados en su activación> o por

mecanismoagonistade adrenalina,PAF, Ca
2~-ionóforo,etc. Y así, merecemención la acción

antianginosade la escoparonaen racas (Yamahara, 198%; 1989b), ademásdel efecto

hipotensorde la escopoletinay de los efectos inhibitorios de la esculetinay umbeliferonaen

las células miocárdicas(Namba, 1988).

La cumarina ha mostrado inhibir la liberación de histamina procedentede los

ínastoc¡tos,asícomoactividadadrenérgicamoderada,Ello puedeserdebidoa la inhibición

de la catecol-o-metil-transferasa,enzimaque metabolizanoradrenalina,produciendocomo

consecuenciaefecto espasniol<tico(Sgaragli, 1993). La cumarinay sus derivadostambién

poseenefectosantipiréticos,como se ha observadoen la fiebre inducidaporendotoxinaen

conejos(Egan, 1990).

Otraspropiedadesfarmacológicasimportantesde cumarinay sus derivados,han sido

observadasen el uso de estos compuestosen el tratamientodel linfoedema.Así, la actividad

fundamentalde cumarina,unida a proteína,tiene lugar medianteel control de la proteolisis

por incrementode la actividad proteásicanatural de macróf’agosen el lugar dañado

(Bolton, 1975; Piller, 1977).

La cumarinaha sido utilizadaen el tratamientode la brucelosisen humanos.Esteuso
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haconducidoa hacerseextensivoen el tratamientode otrasinfeccionescrónicas,incluyendo

mononucleosis,mycoplasmosis,toxoplasmosis,fiebre Q, y psitacosis(Egan, 1990).

Recientementeseha visto que la cumarinaproduceunasupresiónmoderadaen anión

superóxidoy en la generaciónde peróxido <le hidrógenopor monocitos,pero no por

macrófagos(Egan, 1990).

También se ha demostradoque la ctímarinadisminuyela actividad de un isoenzima

citocromoPASO toxificante e incrementala actividad del P-450detoxificanteen hígadode

rata,despuésde la administracióndel inductor tumoral 3-metilcolantrenoy anteriora la de la

cumarina.Estosdatossugierenque la cuniarinaactdadisminuyendola activaciónmetabólica

de potencialescarcinógenos,previniendoasí la iniciación (Egan, 1990).

Se ha puesto de manifiesto que 4-nietilesculetina, ctirnarina, umbeliferona y 4-

hidroxicuníarina son citostafticas para las células 1-lela, En la terapia antitumoral con

cumarina>se ha propuestoque éstaactuiaen dos fases: inhibiendo el crecimientode algunas

célulastumorales,y a travésde la estimulaciónde ciertos componentesde la reaccióninmune

contrael tumor (Okuyama, 1990; Roflkopf, 1990).

4.4. Acción sobreenzimas

Se ha comprobadoque esculetinainhibe la triptófano 5-liidíoxilasa,enparte,debido

a la presenciade la función orto-dihidroxi en el anillo de la cumarina>quepuedeacomplejar

un ion metálico esencialque aculecomocofactor, Todoslos compuestosde estegrupocon una

hidroxilación similar muestranun comportamientosemejante.Además,entre un numeroso

grupode compuestoso-dihidroxi, escijíetitiaes el más fuerte inhibidor de la prenilalanina

Lidroxilasade hígadoderata.Sin embargo.estA actividad inhibitoria seve muy reducidapara

3,4—dihidroesculetina(Mu¡ray, 1982).

Ostrutina(6-geranil—7—líidi OX icLmniarina) inhibe la succinatooxidasa.Pareceque la

cadenadel isoprenoes necesaria,ya que umbeliferona(7-hidi~oxicumarina) no presentatal

efecto inhibitorio. La inhibición enzimáticadependedel ndmero y posición de los grupos

hidroxilos en el ndcleo de benzopirona. Mientras uímbeliferona no ejerce inhibición, 4-

hidroxicumarinasi presentadicho efecto. Derivadosdihidroxiladosson más efectivosque los

monohidroxilados,sobretodo cuandose dlisponeflen agrupamientocatecol.Se sugierequela

basede los efectosinhibitorios de dihidroxicuniarinaspueda ser, tanto un efecto reductor

como quelante, a cargo del grupocatecol (Murray, 1982).

Despuésde un estudiode la inhibición de succinato oxidasa por dafnetina, se ha

observadoqueestadihidroxicumarinareaccionacon el citocromo c paraformarun producto

que no esmuy efectivo corno transportadorelectrónico, pero es capazde interactuarcon la
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cadenarespiratoria,inhibiendoasíel transporteelectrónico(Murray, 1982).

Un grupode inhibidoresfenólicosde colina acetilasa,incluyendoesculetina,presentan

una correlaciónentre la capacidadde formar glainonasy, la accióninhibitoria in vftro de
dicha enzima(Murray, 1982).

La inhibición de la glucosa-6-fosfatasade hígado de rata tras la administraciónde J1<

cumarina> puedeser atribuidaprimariamentea dos metabolitos,2-hidroxifenilacéticoy 2-

hidroxifenil-láctico (quesonformadosrápidamenteen el hígadode rata),ya queambosinhiben

el enzima in viti-o, mientrasque cumarinano presentadichoefecto (Fentem,1993). ~-- -

4.5. Efectossobrerespiracióny fosforilación oxidativa

La acción de cumarinassimpleses similar a la de 2,4-dinitrolenolsobrela respiración 4
U

de células de levadura, es decir, medliante un mecanismocíe acción desacoplantede la ti
fosforilaciónoxidativa por partede estoscompuestos.En levaduras,la presenciade cumarina
no hacedisminuir la fosforilación. Ostrutinadisminuye la utilización de oxígenoe incrementa

fi fi
el cocienterespiratorio,y disminuye la fosforilaciónen condicionesaerobias.Umbeliferona
inhibe la respiración y disrnir¡uye la tasaP:O en nritocondriade hígadode rata> con succinato ‘fi

como sutrato(Murray, 1982).
ji 4?

4.6. Efectossobreácidonucleicoy melabolisuuioproteico Y?-

El pretratamientode ratascon cumarinasdurante7 días incrementala capacidadde los

microsomashepáticospara incorporaraminoácidos~
4C—niarcadosa las proteínas¡u vhro. Sin hfi-r -

embargo, ¡a vivo no se observa influencia en la síntesis proteica endógenacuando se “Fl~4t
It

administraunadosisoral de 20-30mg/kg durante3—10 días,perotu vino> la estimulaciónde y
fi 4

la incorporaciónde (ilC»fenilalaninapor poli U se incrementó. 4?

Tanto la síntesis proteicaendógenacomo la poli U dirigida, se incrementaroncuando se 0 ‘44

administróuna dosissimple de 146 mg/kg de cumarina14-17 horasantesde la decapitación <fi <
de los animales. El hecho de qtíe este incremento en la síntesis proteicaendógenase vea

disminuido por la administraciónsimultáneade actinomicínaD, sugiereque el efectopueda iv 4
ser síntesisRNA dependientede DNA (Muiray, 1982).

Wald y Feuerhicieronun estudiosobrela relaciónestructura-actividadde la cumarina
rsy nuevecompuestosderivadosnaturalesy sintéticos,parainducir enzimasmetabolizadorasde 4 Y

1<
fármacosen hígadode rata. Interpretaronque dichainducción podía estarasociadacon 1
el grupocarboniloy la estructuraa-piranode la molécula(Murray, 1982).
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La cumarina es una de las moléculas pequieñas más efectivas que afectan a la

temperaturadc transiciónde la estructurahelicoidal del ácidopoliadenilico. Se ha estudiado

la unión de la cumarinaal retículoendoplasmáticode microsornashepáticosde conejo Seune

al citocromo P-450y dichauniónseve afectadapor el tratamientocon fenobarbita!.Mediante

experimentosin vitro e in vivo con (3-14C)cumarina,se ha demostradola unión de estaa

proteínasséricasde sangrede rata (Murray, 1982).

Se ha detectadouna pequeñapero bien definida fotorreactividaden los casosde

umbeliferona y herniarina (7-metoxictimarina) al DNA> y en menor grado al RNA,

presumiblementeindicando la formación de C
4-cicloaductospor reaccióncon la lactonadel

anillo de cumarina(Murray, 1982).

4.7. Metabolismo,farmacocinélicay toxicología

Nos ha parecido de gran interés, señalarlos aspectosprincipales del metabolismo,

farmacocinéticay toxicología de cumarinas con el fin de justificar la especie de roedor

empleadaen la experimentaciónanimal, el ratón, asícomo la víade administracióny las dosis

utilizadaspara las distintas edades.

Metabolismo

La cumarinaes metabolizaclainicialmentepor un sistemacitocromoP450 especifico

dando lugar a la hidroxilación previa a la conjuigación fase II. Las rutas más comunesde

bidroxilación tienen lugar en las posiciones7 ó 3 pararendir 7-hidroxicumarina(7-OHC) o

3-hidroxicumarina(3-OHC), respectivamente.El metabolito principal de la fase II es un

conjugadoglucurónido(Egan, 1990).

En el metabolismode la cumarinaexiste un grado de variación segúnlas especies,

cuantitativopero no cualitativo.En primates(babuinos,el hombre),el nietabolito mayormente

formado es 7-OHC (Goeger, 1992). Sin embargo,la actividad de cumarin-7-hidroxilasaes

menoren roedoresque en microsomashumanos,y a la inversa, la actividad de cumarin-3-

hidroxilasa es elevadaen roedores mientras qtíe en microsornashumanosestá ausente.

Además, en el caso dcl ratón existe una diferencia cuantitativa entre estirpes, debida a

diferenciasisoenzimáticas(Egan, 1990),
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Farmacocinética

La cumarinay el 7-hidroxicurnarin-glucurónido(7-ORCO) han mostrado tener las

mejoresdistribucionescorrespondientesa un modelo bicompartimentalabierto. Sedemostró

que la vía de administracióndel fármaco no afecta significativamentea la vida media de la

cumarinay del 7-OHC, ya que Jaadni¡nistraciónintravenosay oral, respectivamente,produjo

vidasmediascomprendidasentrela hora y la hora y media (Cohen, 1979),

Estecomportamientofarunacociriéticode La cumnarinanoshapermitidoseleccionar

para nuestroestudio, la vía de administración mÚs cómoday sencilla, e incluso más

adecuadaparaun tratamientocrónico: la vía oral.

La cumarinaexperimentaun intensometabolismode primer pasoparaformar7-Ol-IC

(aproximadamente97%), en el hombre. La 7-Ol-lC formadaes rápidamenteconvertidapor

conjugacióna glucurónidoparaformar7-OHCGen el intestinoy otros tejidos (Egan, 1990>.

Se ha puesto de manifiesto que el perfil farmacocinéticode la cumarinaen babuinos
essimilar al del hombre(Fentem, 1993). Los niveleselevadosde 7-ORCOen plasmaindican

que toda la cumarinaes absorbidaen intestino y distribumida no sólo a órganoscon elevado

flujo sanguíneo,sino también al fluido extracelulary compartimentosintracelularesde otros

tejidos, indicado por el elevado volumen de distribución. El 7-OHCG es excretadopor

secrecióntubular renal activa, y su ruta es la responsabledel 90% de la cumarina inicial

excretadaen orina. La cumarinatiene, por tanto, tina vida mediacortay bajabiodisponibilidad

(Egan, 1990).

En un estudio gerontocinético en perro se han evaluado las alteraciones

farniacocinéticasde las cuirnarinascomo una Lunción cíe la edad. El acíaramientototal

(clearance)desciendesignificativamenteen animalesviejos con respectoa los jóvenes.Sin

embargo,no aparecencambiossignificativosen el volumen aparentede distribución y vida

media. Las concentracionesde albdminaséricadesciendencon la edad,y estoconducea un

incrementoen la fracciónde compuestolibre. Porotro lado, también desciendela actividad

microsomaloxidativa y la capacidadde conjugación(formación del glucurónido)hepática

(Ritschel, 1993).

Estasalteracionesen la farmacocinéticacuinoconsecuenciade la edad,sehan de

considerarftrndarnentalesparaestablecerlas (losis del compuestocuinarínicoen estudio

en función de la edaddel animal de experimentación.
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1~ o

En ratones,la DL50 de la cumarina se encuentraen el rango de 196-780mg/kg, kiA%=4 <4½0 <4dependiendode la raza. Fountain vio que la DL50 de 3-ORC en ratonesera de 1.8 glkg,

mientrasque 3.2 g/kg de 7-OIC en un estudiosimilar no turvo efecto (Egan, 1990>. Los

resultadosde estudios de toxicidad aguda en ratones,mostraronqure 7-OHC, el mayor fi

metabolitode cumarinaen huirianos,esreiriotamnerítemilenostóxico que3-OHC, el mayor fiA ÑU
metabolitoen roedores(Fentem, 1991; 1993),

La toxicidad de la cumnarinaes mayor en la rata queen el ratón, dado que la 3- -fi

hidroxilaciónes una importanteruta metabólicaen la rata,y queel metabolitomayoritarioes O
<ir

el o-hydroxifenilacctaldehído(Fentem, 1991). Y además,la excreción biliar junto con una
posiblecirculaciónenterohepáticade los metabolitos,contribuyen a tina mayorhepatotoxicidad ~
en la rata respectoal ratón.

En vista de estos datos, y a pesarde qtre el ratón no es buen 7-hidroxilador de rilO
t’4fi?t-s --

cumarina con respectoal hombre, sin embargo,es menos susceptibleque la rata a la

toxicidadpor cuniarinas(Wudl, 1980). HO
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1. MÉTODOS IN VITRO.

Se ha realizadoun estudiode la posibleactividad“captadora” ¡it riMo de un grupo

de 19 cumarinas,mediantesistemasgeneradoresde EAO y de dañoperoxidativotisular. La

actividad “captadora”de estosproductosse evalúamedianteel erectoinhibitorio de las

reaccionesquríniicasque se desarrollanen cadauna de las técnicas.La utilización de la

peroxidaciónlipidica sirve comométodode primeraelecciónen la selecciónde las cumarinas

másactivas, ya que es un procesofrectrenteen la célula y está relacionadocon las funciones

fisiológicas,rurnover y patologíade numerososorgántiloscelulares(Miquel, 1989).

Por tanto, estas técnicas tienen tiria finalidad discriminatoria y selectiva de

productoscon actividadseavengerparasur posteriorensayotu vivo.

Los métodosqure hemos utilizado en nuestroestudio se describena continuación:

1.1. Sistemageneradorde aniónsirperóxido

1.1.1. Autoxidación del pirogalol

1.1.2. NADH-fenazínametostrlfato-02-azulde nitrotetrazolio

1.2. Sistemagenerador(le radicalhidroxilo

Ácidlo ascórbico-hierro-EDTA

1.3. Sistemagenerador(le l)eróxi(1o cte hidrógeno

NADPH-rnicrosomashepáticos

1.4. Peroxidaciónlipidien microsomal

Sistemaácido ascórbico-catiónferroso
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Curnarinas y reactivos empleados

Las cumarinasensayadasfueron obtenidascomercialmente:

(ALDRICH)

6,7-dimetoxicirmarina

Fraxetina(7,8-dihidroxi-6-metoxicuimarina)

Ácido 7-hidroxicumarin-4-acético

7-hidroxi-3,4,8-trimetiIcuníarina

7-meti Icumarina

(EXTRASYNTHÉSE)

4—meti ldafnetitía (‘7, 8—d Ii idrox i —4—meti lcuníariría)

(FLUKA)

Esculilia (7—hid roxi—6—glucosil cii níarina)

Umbeliferona(7-hidroxicuníarina)

(JANSSEN CHIMICA)

Ácido cumnarín-3-carboxílico

4—li idrox ict¡marina

4—metiluinbeliferona(7-hidrox —4—metilcuniarina)

6-meti lcuiííariría

4-meti lescurletiiía(6,7—dihidrox —4-metilcuníarina)

7-metoxicumarina

(SIGMA)

7-amino-4-nietilcumarina

7-dimetilaminociclopenta(c>curnarina

Esctrletina (6,7-dihidroxicuníarina)

Escopoletina(7-dihidroxi-6-nietoxicumniarina)
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Se urtilizaron los siguientesreactivos:

j3-NADH, fl-NADPH, fenazinametosulfato(PMS), azul de nitro tetrazolio (NBT),

pirogalol, ácido dietilentriaminopentaáceticO(DTPA), ácido dietilendiaminotetraácetico

(EDTA), dimetilsulfóxido (DMSO), acetatoamónico,sulfatoferroso,tiocianatopotásico,azida

sódica,miricetina, superóxidodismutasa(de eritrocitosbovinos)y butil-hidroxitolueno(EHT)

seobtuvieronde Sigma.Ácido ascórbico,ácido Tris-hidroximetilaminonietano,acetilacetona,

ácido2-tiobarbitt’rrico y manitol fueron proporcionadospor Merck. Sulfato férrico amónico,

ácido tricloroacético,etanol> cloruro de magnesio.cloruro potásico,fosfato monosódicoy

fosfatodisódico, se obtuvierondle Panieac.
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1.!. Sistemageneradorde aniónsirperóxido

1.1.1. Autoxidación del pirogalol

(Marklund, 1974; 1985)

El pirogalol (1,2,3-bencenotriol)es un fenol muy susceptiblea la autoxidación,es

decir> seoxida con gran rapidezy facilidad, El rangode autoxidaciónseincrementacon el

pH. Estareacciónde autoxidaciónha sido empleadaen la eliminaciónde oxígenode los gases.

La habilidad de la SOD a pH 8.2 de inhibir la autoxidacióndel pirogalol (0.15 mM)

en un 97.5%, indica unadependenciacasi exclusivade la participacióndel anión superóxido

O2. La catalasano tiene efecto inhibitorio sobrela autoxidaciónde estefenol, indicandoasf

que el peróxido de hidrógenono estáimplicado en estemecanismo.

La inhibición de la atítoxidacióndel pirogalol por diversascumarinas,permite

determinarla habilidad“captadora” del radical superóxidoporparte <le las mismas.

La autoxidaciónse ha valoradotras un periododc 20 s de inducción> durante2 mm.,

tiempo en el que el incrementode absorbanciaa 420 nm es lineal. Las experienciassehan

realizadoa 250C + 0.1. El pirogalol se vehicuiliza en ácidoclorhídrico 10 mM, y la reacción

se inicia cuandoestefenol es añadidoa unaconcentraciónfinal de 0.15 mM, en una solución

tampónTris-hidroximetilaminometanoequrilibradacon aire, pH 8.2, que contiene 1 mM de

DTPA, y el compuestocurmarinicoa ensayaro su vehículo(DM50).

El DTPA esutilizado comoun quelanteen el ensayo,parasuprimir interferenciaspor

iones hierro, cobrey manganeso.

1.1.2.NADII-femiazina ínetosulfato-0
2-azul<le nitrotetrazolio

(Síater,1975)

Este método de generaciónde radicalesanión sirperóxido, no enzimático,está

constituidopor el sistemaNADH/fenazinaníetosulfato(PMS)/oxfgenomolecular02/azul de

nitrotetrazolio (NBT).

La reacciónse inicia con la redtrccióndel PMS por el NADH; el PMSH2 reducidoes

capazdereaccionarcon el oxigeno moleculardel aire produciendoel radical aniónsuperóxido

quereduceel NBT a diformuazán,compuestoaltamentecoloreadoque presentaun máximode

absorcióna 560 nni.

55



MÉTODOS/Y VIIRO

Las reaccionescitadastranscurrensegúnla secuencia:

NADH + H~ + PMS

PMSH2 + 202 -

402 + NBT + 2C1

La mezclade incubacióncontieneNADH (90 pM), NBT (43 MM), los compuestos

cumarínicosa ensayaro su vehículo(DM50), PMS (2.7 ~M) y tampónfosfato 19 mM (pH

7.4) en un volumen final de 3.1 ml.

La reacciónde reducción del NI3T se inicia con la adición del PMS, y se monitoriza

espectrofotométricamentea 560 ini (20”C) durante2 mintitos para calcularel incrementode

absorbanciapor minuto (dA/níin).

Sin embargo,hay que decir que, en la mezclade NADE y PMS tambiénsegeneran

radicalesOH y se creanotrossubproductos.

1.2. Sisteníageneradorde radical hidroxilo

Ácido ascórbico-luierro-EDTA

(Klein, 1981; Rekka, 1990)

Las especiesmás activasde oxigeno son tos radicaleshidroxilo (OH), quepuedenser

liberadosdurantela reducciónde peróxidosformadosvía lipoxigenasay vía cicloxigenasa.

El dimetilsulfóxido (DM50) esun potenteagente‘captador’ de radical hidroxilo. Este

interacionacon OH paraproducirradicales CH3 quepuedenllegar a formar gasmetano.La

producciónde metanoprocedentedel DM50 ha sido utilizada patadetectarla generaciónde

radicales hidroxilo en sistemasbiológicos. Pero Klein (1981> demostró que también se

producíaformaldehido,y su formación eramayor quie la de metano.

El sistema generadorde radicales hidroxilo consta de ácido ascórbico/iones

férrico/EDTA. El fundamentode la técnica consisteen la medida del rormaldehído

producido durantela oxidación del DM50 por el sistemaácido ascórbico/Fe
3~.La

oxidacióndesencadenadapor el ascorbatoes catalizadapor el hierro a 3700.

La mezclade incubaciónconstade EDTA (0.1 mM), complejoFe3~-EDTA(1:2) (167

gM), DM50 (33 mM), ácido ascórbico(2mM), los compuestoscuniarínicosa ensayaro su

vehículo (etanol), y tampón fosfato 50 mM (pH 7.4) en un volumen final de 3 ml.

La reacciónse inicia con la adición del ácido ascórbico.Despuésde 30 minutosde

incubacióna 370C, la reacciónse detiene cori 1 ml de ácido tricloroacético al 17.5% (PI\fl,

>NAD~ + PMSH
2

>PMS + 202 + 2H~

> Diforníazán + 402 + 21101
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y en unaalícuotade 1.5 ml semide el formaldehidoproducidoporespectrofotometría(Nash,

1953>.

El mismo experimentose repite utilizando níanitol (25 y 50 mM) como patrón. El

manitol es un conocido ‘captador” de radicaleshidroxilo (Klein, 1981, Thomas,1989).

La competiciónentrela cumarinaproblema(o patrón)y el DivISO porel OH generado

procedentedel sistemaácidoascórbico/Fe3~(expresadocomoporcentajede inhibición de la

producciónde forníaldelmído)se utiliza parala estimaciónde la actividad “captadora” de

radical hidroxilo de la sustanciaproblema.

Medida espectrofotométricadel formaldehído(Nash, 1953):

Paradetectarel formaldehídoproducido,segeneramedianteunareacción>un producto

de color amarillo al visible, llamado3,S—diacetil—I,4—dihidroltrtidina (DDL), cuya longitud

de onda de máximaabsorbanciaes de 412 nm. El DDL se fornía como consecuenciade la

reacciónde acetatoamónico,acetilacetonay formaldehído,

El reactivo revelador del formaldehídoproducidoconsta,por tanto, de una mezcla

reactiva de acetato amónico y acetilacetonaen tampón fosfato 50 mM, pH 7.4, a una

concentraciónfinal de 1 M y 0.01 M, respectivamente.Se añaden2 ml del reveladorsobre

alícuotasde 1.5 ml (procedentesde cadaensayo),y se incubadichamezclaen baño de agua

5 mm. a 580C. Inmediatamentedespués,los tubos de ensayo se introducen en hielo para

detenerla reacción.La lecturaespectrofotométricaserealizaa 412 mini,

1.3. Sistemageneradorde peróxidode hidrógetro

NAUPIl-microsoinasIrepillicos

(Hildebrandt, 1973; 1975)

Método basadoen la Iornmaciórx de peróxido de hidrógenodtrrantela oxidación

microsomaldel NADP¡1. El 11202 producidoesestimadodirectamentepordeterminación

de hierro férrico en forníade tiocianato(los cationesférrico sari producidosporel H
2Q2 por

oxidaciónde cationesferroso).

Preparaciónde los níicrosomnas

La obtenciónde la fracción microsomalde man honiogenadohepáticose lleva a cabo

como sedescribea continuación:

Se extraey perftmndeel hígadode ¡atas(Wistar, ambossexos,120-200g) quehansido

.1
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mantenidasen ayunas48 horascon agua¿¡4 iibhu,n. El hígado,finamentetroceado,se lavó

con sacarosa0.25 M a 40C, para la eliminaciónde posiblesmicrocoágulos.Se procedióa la

homogenizaciónen tampón fosfato 50 mM, pH 7.4, medianteun poner con pistilo de teflón

a 2000 g durante5 mm. El volumen final del hornogenadofue diez vecesel pesodel hígado

de partida.El homogenadosecentrifLtgó a 750g durantelO mm., y posteriormentese recogió

el sobrenadanteen un recipientemantenidoen hielo picado. Se lavó el residuocon sacarosa

0.25 M y secentrifugóde nuevoen las condicionesanteriores,Sereunieronlos sobrenadantes

y se centrifugarona 19000 g durante20 mm. con el fin de obtenerla fracción mitocondrial

que sedimentaa estavelocidad.Los sobrenadantesmitocondrialesse centrifugarona 100000

g durante 60 mi (UltracentríftLga KONTRON T-2080). El sedimento rnicrosómico se

resuspendióen tampón fosfato50 mM, pH 7.4> y secongelóa ~80c>Chastael momentode su

utilización.

La determinaciónde proteínamicrosomalse realizó siguiendoel métododel Biuret.

Mezcla de incubación

La mezclade reacciónestáconstituidapor la fracción microsomal(1.5mg de proteína

microsomal/mícíe mezclade incubación);azida sódicaNaN
3 (0.5 mM) (como inhibidor de la

actividad de la catalasamicrosomal); cloruro potásicoKCI (150 mM); cloruro de magnesio

MgCI2 (10 mM); las cumarinas(a distintasconcentraciones,DM80 comovehículo);NADPH

(300 gM); y tampón fosfato Tris-CIR 50 mM, pH 7.4. en un volumen final de 1.5 ml.

La reacciónse inicia cori la adición diel NADPI-1, y se mantieneen baño de aguaa

37
0C durante30 mm, Transctrrrido este tiempo. la reacciónse detieneañadiendoel mismo

volumen, 1.5 mí, de ácido tricloroacéticofrío al 3% (P/V). El precipitadose mantienea 40C

(en hielo) durante20 minutos,antesde la centrifugacióna 22000g a 2<’C 10 mm.

Estimacióndel peróxidode hidrógeno

La deteccióny cuantificacióndel peróxido <le hidrógeiro formado a partir de la

oxidación del NADPH> se realiza mediante una reacción de coloración. Esta técnica

determinaconcentracionesde peróxidode hidrógenocomprendidasentreío~ y 106M.

Se toman alícuotasde 2.5 ml del fluido sobrenadarítey se añadenatubosde vidrio que

contienen una mezcla de 0.5 ml (le sulfato ferroarnónico 10 mM y 0.2 ml de tiocianato

potásico2.5 M. El ensayoquímico dependecíe la formaciónde tiocianatoférrico Fe(SCNt

(procedentede la oxidación del catión Fe2~ a Fe3’ por el peróxido de hidrógeno),

compuestointensamentecoloreado cuya extinción es medida a 480 nm comparadacon
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controles,una vez que las muestrassehayanmantenido 10 mm. en bañode aguaa 250C. El

color permanececonstantedurante1 hora.

La intensidaddel color es muy dependientede la composición de la solución,y el

control cuidadosode las condicioneses esencial si se deseaqtre el método sea precisoy

reproducible,

1.4. Peroxidaciónlipídica níicrosornnl

Sistema~icidoascórbico-catiónferroso

(Rekka, 1990)

La preparaciónde microsomashepáticosse ha realizado segdnel método descrito

anteriormente.Asimismo, mediantela reacciónde Biirret, hemoscalculadolos mg deproteína

porml de fracción microsomal,

La peroxidaciónlipfdica fue inducidapci- mediodel sistemadcido ascórbico/Fe2~,

utilizandocomo sustratoníicrosomashepáticosinactivadospor calor,

La mezclade incubacióncontienela fracción microsomal(1.5 mg de proteína/mí),

ácido ascórbico(1.6 mlvi), las cinmarinasa distintas concentracionesdisueltas en DM50 (o

volumenequivalentede DM50 para los controles)>sulfatoferroso(0.2 mM), y tampónfosfato

50 mM, pH 7.4, hastaun volumen final de 0.68 ml.

La reacciónseinicia con la adicióna la mezclade la solunción recientementepreparada

de SO
4Fe,y se mantieneen bañocon agitacióna 37C durante45 miii. La reacciónsedetiene

con 1 ml de ácido fosfórico sobre0.14 ml de muestra,

La peroxidación lipidica es ensayadaespectrofotométricaníente(535 nm) por

determinaciónde las sustanciasreactivasal ácidotiobarbitilmico (Test del TBA). Una vez

detenidala reacción,seprocedeal reveladoa partir del volttmenfinal obtenido>añadiendoen

los distintos tubos, respectivamente,33 gl de I3HT al 0.01% en etanol (es importanteañadir

esteantioxidantepatapreveniruna peroxidaciónadicional)y 0.3 ml de TI3A al 0.6 % (P/V).

Los tubos se introducenen un baño a l00”C dtnrante45 mm. Posteriormente,la reacciónde

revelado se detiene con frío introduciendo los urbos en hielo. La extraccióndel material

reactivoal ThA se lleva a cabo cori alcohol n-butilico. añadiendoa la mezclaanterior1.4 ml

deestesolventeorgánicoy agitandovigorosamenteconVortex paracentrifugarposteriormente

a 3200 g durante15 mm. a 4
0C. Finalmente,se recogela faseorgánicay selee la absorbancia

a 535 nm.
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Unavezseleccionadaslas sustanciasque muestranmayor espectrode actividad en las

técnicasde “captación” de radicalesin vúro, se han realizadoensayosen mamíferos,ratón,

probablementeel modelo más utilizado para el estudio de la fisiología y bioqufrnica del

envejecimiento.

Una de las prediccionesmás útiles e interesantesde la teoríade los radicalesesque

la administraciónde antioxidantesa poblacionesde animales-y quizádesereshumanos-podría

prolongarsu vida media y mejorarsu calidad de Vida (Comfort, i971; Yu, 1994). Estaidea

ha servido paraplantearnuestroestudio de curnarinascomo antioxidantesfrs vivo.

Para esta investigaciónseha seleccionadoel ratón CS7BL/6J porquees una raza

consanguínea,bien definida genéticamente,y poseeuna vida media relativamentelarga.

Además,estarazade ratón ha sido utilizada ampliamenteen investigacióngerontológicapor

lo que se disponede datos Longitudinales sustancialesy de estudiosneuroquimicos(Dean,

1981; Miquel, 1978b; Harrison, 1982). El carácterlongevode estarazaes dependientedel

sexo,por ello, hemoselegido el macho como modelo animal de envejecimiento.

Los animalesfueronsuministradosdesdeFranciaporJEFA CREDO. Las condiciones

del estabularioen que se mantienenlos animales,como temperatura,humedad,ventilación,

luz, nutrición, limpieza, olor, ruidos, etc.,sehan cuidadoextremadamenteparaesteestudio

deenvejecimiento.Los animalesfueron mantenidosaunatemperaturacontroladade 23 + 20C

y a una humedadrelativa dcl 50 + 10%. La composiciónde la dieta estándaradquiridaa

Panlaby suministradacid iib/tum al igual que el aguafue: 59.7% de gWrcidos (E.L.N.); 3.9%

de fibra bruta; 17.2%de proteínabruta; 2.7% de grasabruta; 5% de vitaminasy minerales;

y un 12% de humedad,

Es ineludible utilizar animales‘definidos” con el fin de disminuir la variedadanimal

y podersacarconclusionesválidasy reproducibles.

Aunquese tengapresenteel hechode que los resultadosobtenidosen el animal de

experimentaciónno son siempresuperponiblescon los obtenidosen el hombre, sirven de

orientacióny forzosamentedebenrealizarseantesde comenzarlos ensayosclínicos en sus

diferentes fases.

Se han establecido lotes de 12 animales de 12, 18 y 21 meses de edad,

respectivamente:lotes problemacorrespondientesa los productosde estudioseleccionados

(fraxetinay esculetina),y lotescontrol (los animalesrecibenexclusivamenteel vehículode las

cumarinasseleccionadas:tween20 al 10% en agua).
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Atendiendoa estudiosde longevidad,estos gruposson equivalentesa los períodos

adulto, senescente,y muy-senescente>en la vida mediade estaraza.

El primer grupo de animalesseleccionadofue de 12 meses(animal adulto), ya que

ciertosestudioshanmostradocómovarios antioxidantesendógenos(Benzi, 1979)puedenestar

aumentandoduranteel desarrollode animalesjóvenesque no son totalmentemaduros.

Hemosplanteadoun tratamientode 35 días consecutivos(5 semanas)con fraxetinay

esculetina,respectivamente,a dosisde 25 mg/kg para la edadde 12 mesesy de 15 mg/Kg

parala de 18 y 21 meses,debidoa su farmacocinética,Como sustanciapatrón seeligió el

butil-hidroxitolueno(BHT), y se administróa las mismasdosisque en el casode fraxetinay

esculetina.

La vía de administraciónescogida para el tratamiento de los animales con los

respectivosproductosseleccionadoses la vía oral (p.o). Esta es la vía más adecuadapara

administrarun medicamento,aunqtreno siemprees la más ultil. Para los pequeñosroedores

existencánulasapropiadasqtre consistenen agujasde calibre gruesoy la puntaen forma de

oliva, evitandoasí traumatismos.Sedebeintroducir el dispositivohastael nivel gástricopara

inyectar la sustancia.Hay que asegurarsede que se estáen la vía adecuadaantesde inyectar

la solución.La penetraciónde liquido en las víasrespiratoriaspuedellevar a la muertebrusca

del animal, segdnla cantidad,o a producir alteracionesque falsearíanlos resultados.

El uso de esta vía tiene su justificación por las perspectivasterapéuticasde estos

productos,que apuntana una administracióncrónicaque requiereuna vía cómodacomo es

la oral,
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La influencia de estas cunnarinas, fraxetina y esculetina, en

experimentación,se ha evaluadomediante:

los animales de

Ensayosde conuportanílento

Durantey/o al final del tratamiento.

1. Test de la cuerda.

2. Testdel cilindro rotatorio (rota-rod>.

3. Testde evitaciónpasiva.

Ensayos¡a vi/ro

Al final del tratamientoel animal es sacrificadoy se procedea la extracciónde

muestrasbiológicas (hígadoy cortezacerebral)a partir de las ctralessehacen las siguientes

determinaciones:

1. Determinaciónde la actividadde antioxidantesemízimnáticos.

2. Determinaciónde antioxidantesno enzimnáticos.

3. Determinaciónde la peroxidaciónlipídica.
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ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO

Los tests de comportamientoen roedores son muy útiles para estudios de

envejecimientoen mamíferos,ya que los resultadosson muy semejantesa los obtenidosen

mono, caballo, y el hombre(Tappel, 1973; Miquel, 1979a).

El objetivo del estudio comportamentalconsiste, primeramente,en conocer la
*influencia de estoscompuestosfenólicosen el animal (a cadaunade las edadesestablecidas)>

respectoa una sustanciapatrónde capacidadantioxidanteconocida,así como respectoa la

ausencia de tratamiento en animales control. Dicha influencia es evaluada mediante

procedimientos que prueban un limitado espectro de comportamientos> que implican

relativamentedesdereflejos y tono muscularsimple hastacapacidadesmáscomplejascomo

aprendizajey memoria. Mediante la observacióndel comportamiento,podrfamosestablecer

una relaciónentrela capacidadantioxidantela vitro deestasdihidroxicumarinascon la

degeneracióndel organismodependientede la edad.

1. Testde la cuerda

(Miguel, 1978a)

Esteensayopermitevalorarpresuniiblemente,la destreza,el equilibrio, la fuerza,y

el tono musculardel animal. Es una técnicano invasiva.

El montajeparadicho ensayoconstadel siguiente instrumental:

- Dos pies o barras-soportea los que seanudala cunerdaa la misma altura tomando como

referenciala basesobrela quese apoyanambossoportes.

- Cuerdade cáñamode 60 cm de longitud entreambossoportes,tirante, y a unaaltura de 40

cm de la superficiede apoyo de los mismos.

- Lechoblando,por ejemplode serrfn,en la parte inferior del montaje,entre los soportes,

paraamortiguarla caídadel ratón.

El animal se aclimatadurante5 mm., y sepesa.

La pruebacomienzaprovocandoal animal un estrésdurante30 s, manteniéndolosuspendido

de la cola por encimade la cuerday permitiendoqueseagarrea ella cuatroveces,

Inmediatamentedespués,sedejaal animal sujeto en el centrode la cuerdatirantepor

las patasdelanteras.Instintivamente>tenderáa agarrarsecon las cuatropatasparaasegurarsu

posición,y a continuación,con mayor o menorrapidezsedeslizaráparalelamentea la cuerda,
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a travésde la misma, hastaalcanzaruno de los extremos(uno de los soportes).

Si el tiempo que transcurredesdeque el ratón es colocado cmi el centro hastaque

finaliza su recorridoes menoro igual a 60 s, el test sevaloracomo positivo.

Si el animal caede la cuerdaantesde quehayantranscurrido60 s, se le someteauna

segundapruebadespuésde 5 mm. de recuperacióny aclimatación,El estrésquesele provoca

estavezes de 15 s, dejandoque se agarredosvecesa la cuerda.

Los datos obtenidossevan anotandodel siguientemodo:

Peso (t)lerintento (t)20intento Exito

Estetestserealizauna vez por semanaduranteLos 35 díasde tratamiento.

2. TesÉdel cilindro rotatorio (rota-rod)

(Hassert,1961)

Este ensayopermite valorar la ataxia, coordinaciónmotora,agilidad y destrezadel

animal.

Descripcióninstrumental

La pruebaserealizamedianteun aparatoautomáticoen el cual la velocidadde rotación

del tambor,eje con los cuatrohabitáculosparala colocaciónde los animales,esconstantey

se puederegularmedianteun motor de corrientecontinua.

Un conmutadorfrontal permitepararel motoren cualquiermomento,haciendoposible

la interrupcióndel movimiento rotatorio en los intervalosentrelos distintosensayos.Con el

motor parado se puede seleccionar la velocidad requerida, observando la aguja del

velocímetro.

Cuandose acciona el conmutador,el tambor comienzaa girar con la velocidad

seleccionada.La caldadel animaldesdeel tamboraccionalas palancasbasculantesinferiores.

Estascontrolan directamenteunos microrrtmptoresque a su vez desactivanel contajede

segundosrealizadoen cadacontadorfrontal. Con la palancaen posiciónalta los contadores

cuentanel tiempo en segundos.

El basculamientode las palancasserealizamagnéticamente,no necesitandopor tanto,

ningúnmantenimiento.
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Desarrollodel test

Los contadoresde tiempo (s) se colocan a cero. La velocidaddeseadaseajustaen

r.p.m. (la primerasemana5 rpm, y las siguientes 1.0 rpm). Los animalesse colocan en el

tambor sujetándolospor la colay con el abdomendirigido haciael experimentador.Con un

movimiento de balanceose introduceel animal entrelos discosy se le sitúasobresu cilindro

rotor. Es importanteque el roedorentrede espaldasa los discos separadoresa fin de evitar

que con susgarraspuedacogersea ellos. Sepuedenrealizarcuatroensayossimultáneamente,

por disponerde cuatrohabitáculos.Cuandoseaccionala marchadel motor,se inicia al mismo

tiempo el contaje de segundos,que expresael TIEMPO DE PERMANENCIA de los

animalesen el cilindro rotatorio hastael momentode su caída.

3. Testde evitaciónpasiva

(Bartus, 1980)

Pruebaencaminadaa determinar la capacidadde aprendizajey memoria. Es una

técnicainvasiva.Se realiza al final del tratamiento.

La cajade “evitación pasiva” constabásicamentede:

- Primercompartimento:sirperficie 8 x 9 cm2; altura 15 cm. Transparente.

Iluminación 40 w, a 17 cm del suelo (de la base).

- Segundohabitáculo:superficie9 x 18 cm2; altura 15 cm. Paredesopacas.

Con ventanatransparentede 4 x 5 cm2.

- Puertalevadiza(6 cm anchox 5 cm altura) entreamboscompartimentos.

- Suelo: varillas de 3 mm de diámetro, con una separaciónde 4 mm entrevarilla y varilla.

- Shocker: 0.6 mA 1 4 s, 80 voltios.

Protocolo

Espesor0.5 cm,

Espesor0.5 cm.

Primerdía. El roedorse aclimataduranteSmiii. en el habitáculo.Se introduceal ratón

de espaldasa la puertaen el primer compartimento;secierta la puertalevadiza(encendido

automático)durante5 s. Despuésde estebrevetiempo, seabre la puertecilla5 cm, momento

en que se accionael cronómetro.Cuandopasala última patadel animal, se anotael tiempo

transcurrido,y secierra la puertecillade nuevo. Inmediatamentedespuésseaplica un shock

(descargaeléctrica),y se observael comportamiento.
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A las 24 horas.Se repiteel ensayosin shoclc y secronometrael tiempo de latenciade

entradaen la cámaraoscura.El tiempo máximoes de 300 s.

A las 120 horas.Se repite el ensayo.

Serecogenlos siguientesdatos:

- Tiempo de latenciaen pruebade aprendizaje.

- Tiempode latenciaa las 24 horas.

- Valoración de test positivo 300 segundos,a las 24 horas.

- Tiempo de latenciaen el quinto día.

— Valoración de test positivo 300 segundos,en el quinto dfa.

Ii

.5—
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Una de las aproximacionesen el conocimiento del peligro potencial que las BAO

suponenparael organismohumano,especialmenteen los procesosde envejecimiento,consiste

en la medida de los principalesantioxidantesendógenoscomprobandola variación de sus

niveles, con la edady con un tratamientoantioxidante.De estemodo, pretendemosestablecer

una relaciónentrela capacidad“captadora’ de radicalesporpartede cumarinasy la dotación

de antioxidantesendógenossegúnla edaddel animal, como consecuenciadel tratamientocon

dichoscompuestosfenólicos.

Unavez realizadostodos los ensayosde comportamiento,los animalessonsacrificados

mediantedescoyuntacióncervical.Se extraeel hígadoy cortezacerebral,y se conservana

—800C hastael momentode serprocesados.En estasmuestrasbiológicasse miden los niveles

de antioxidantesendógenos,enzimáticosy no enzimáticos,respectivamente.Paraello, los

órganos son descongeladosy pesadosen una balanza de precisión para su posterior

homogenización.

1. Determinaciónde la actividadde amitioxidantesenzimáticos

Superóxidodismntmtasa(SOD)

El enzimaSOD convierteel aniónsuperóxidoen peróxidode hidrógenoy en oxigeno

molecular:

2O-
2+2H~ >14202+02

La determinaciónde la actividadde la SOD escomplicadapor la indisponibilidad, en

formapura,de su inestablesustrato,el anión superóxido(O~’~). Esto implica que el 02 tiene

que ser generadoen el sistema¿a sim. Además,este anión no esdetectadofácilmente por

técnicasanalíticasconvencionales,y por lo tanto, la mayoríade las determinacionesde SOD

estánbasadasen la inhibición de algunasreaccionesquímicasdependientesdel O2.

Parala cuantificaciónde los nivelesde SOD en hígadoy cortezacerebral,utilizamos

la técnicade autoxidacióndel pirogalol (Marklund, 1974; 1985). Consisteen la inhibición de

la autoxidaciónde estefenol. (Estatécnica yá ha sido descritaen el apartadode ensayosin

vitro parala determinaciónde la actividad captadora’de O2 de cumarunas).

La autoxidación del pirogalol en solución aerobia es ocasionadapor el anión
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superóxido,procesoquees inhibido por la SOD. El gradode inhibición puedeserutilizado

paraevaluarZa cantidadde SOD en la muestra.El ensayoessensiblea la temperaturay al pH,

perono dependede la calidadde los reactivosdel test.Algunos componentespresentesen las

muestrasbiológicastales comoglutation, catalasa,y -debido a la capacidadquelantede esta

solución- los metalesde transicióndivalentes,no afectansignificativamentea los resultados.

La diferenciaen el incrementode absorbanciaentrelos controlesy las muestrasque

contienenSOD, es expresadoen porcentajede inhibición de la oxidación. Una unidad de

actividadenzimáticadeSOD sedefinecomola cantidadde SOD por mililitro de solucióntest

que resultaen un 50%de inhibición.

%INHIBICIÓN = COfl ff01 — #,uesfla~

Aa SOD (U/mg te]) %Inh CtS
50 Vm C

0.8 = Volumentotal en cubeta(mí)

Vm Volumende la muestra(0.025mi)

F = Factorde dilución de la muestra

C = Concentraciónde tejido en el homogenado(mg tej.fml)

%Inh 0.8 F 1ActSOD(U/mg prn~ = x — x — x —

50 V,, C X

X = mg prot./mgtej.

Catalasa(CAT)

El peróxidodehidrógenoformadoporla SOD y por las oxidasasflavino-dependientes

sedescomponepor la CAl, hemo-enzimaque catalizala reacción:

14202 > ~2o + 1/2 02

Su actividadse determinaen las muestrasbiológicas (hígadoy cortezacerebral),por

seguimientode la absorbanciaa 240 nm de la descomposicióndel peróxidode hidrógeno

incorporadoa la muestra(Pérez-Campo,1993).
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$Qjn~iones

- Tampónfosfato 50 mM, PH 7.4.

- Tritón-X-100 al 10 % entampónfosfato50 mM> pH 7.4. Se utiliza comodetergente

paraliberar enzimasparcialmenteligadas a membranaso contenidasen orgánulos

subcelulares(en estecaso,en los peroxisomas).

Peróxidode hidrógeno15 mM, preparadoa partir de solucióncomercial (30 %),

Método

- Homogenizaciónde hígadoen tampón fosfato 50 mg/ml. Si se trata de corteza

cerebral25 mg/ml.

- Sonicaciónde la muestrahomogenizada3 veces> a intervalosde 20 s, durante10 s

cadavez.

- Centrifugacióndurante20 mm. a 3200g (40C>.

- Adición a los sobrenadantesde0.1 mIdetritón-X-100por cadamIdetampónfosfato

parahomogenizar,y mantenimientoen reposo30 mm,

- La mezclade incubacióncontiene tampón fosfato 50 mM (pH 7.4), peróxido de

hidrógeno15 mM y la muestrabiológica (0.03 mí), en un volumen final de 0.7 ml.

- El descensoen la absorbanciaes registradoa 240 nm durante2 mm. La velocidad , It-,

de la reacciónes elevaday por tanto, el descensode absorbanciaes muy rápido. Es 4
precisoasegurarsede que setoman solamentelos valores de velocidad inicial. /1<

Unaunidadde actividadenzimáticade catalasase definecomo la cantidadde enzima

que descompone1 ~molde peróxidode hidrógenopor mm., bajo condicionesespecificasde

250C de temperaturay pH 7.4. -L

Act CAT (¡U/mm/mg tefl = ADOfmin x 0.7 x F
43.6 x 10> x 0.03 x C

- 5-cfi -~ --

>3> fil

0.7 = Volumen total en cubeta(mí)

F = Factorde dilución de la muestra

43.6 x 10~ = Coeficientede extinción molar del 14202 >5

0.03 = Volumen de la muestra(mí) ‘

¿>5C = Concentraciónde tejido en el homogenado(mg tej/ml)
fl*5#VJJ57fi~fiJ~
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Aol CAT (IU/minPngprol) = ADO/min x 0.7 x F
43.6 x iO~ x 0.03 x C x X

X = mg prot./mgtej.

Glutution peroxidasas(GPx)

Existen dos formas básicasdel enzima,dependiente(GPx-Se) y no dependientede

selenio(GPx-no-Se),respectivamente.

Paramedirambasactividadesenun mismoextractocelular se utiliza el mismo método

y se varíael hidroperóxidoutilizado como sustrato.El ensayocon peróxido de hidrógeno

valora la GPx-Seexclusivamente(Paglia, 1967), mientrasqueel ensayocon hidroperóxidode

cumenovalora ambasenzimas simultáneamente(GPx total) (Lawrence, 1976). En ambos

ensayosse valora la actividad GPx siguiendoel descensode absorbanciaa 340 nm debidoa

la oxidacióndel NADPH y en presenciade un excesode glutation reductasa(OR).

Convienehacerla advertenciade la necesidadde realizarunareacciónno catalizada,

pues en algunos trabajos recientes se han obtenido actividadesmuy bajas de glutation

peroxidasa,debidosal errorde omitir tal reacciónno catalizada(quesiempreseda aunqueno

hayamuestra)(Barjade Quiroga, 1990).

Metodología

Preparaciónde muestras

- ¡-lomogenización del tejido en tampón fosfato 50 mM pH 7.4 frío a una

concentraciónde 50 mg tej/ml.

- Centrifugacióndurante20 mm. a 3200g (40C).

- Recogidadel sobrenadantey mantenimientodel mismoen frío hastael momentode

- su utilización parala medidade la GPx total y GPx-Sedependiente.

Reactivos

- Soluciónreactiva.Disolución de 7 mg de azidasódica(para inhibir la actividadde

la catalasa,quetambiéndescomponeel peróxidode hidrógeno),10 mg de EDTA, 33

mg de GSH (glutation reducido), 5 mg de NADPH y 27 U! de GR (glutation

reductasa),en 25 ml detampónfosfato 50 mM, a pl-! ‘7.4 que hayansido burbujeados
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previamentedurante15 mm. con N2 gaseoso.La soluciónseprotegeherméticamente

para evitar su oxigenacióny se mantiene a 4
0C. La solución debe prepararse

inmediatamenteantesde su utilización, cadadía que se realicenmedidas.

- Solución de cumeno-OOH.La preparaciónserealiza a partir de una soluciónde

cumenocomercial,tomando185 ¡tI de la mismay completandohastaun volumen final

de 50 ml con tampón fosfato50 mM pH 7.4 (guardaren frío).

- Soluciónde peróxidode hidró2eno.Se preparauna soluciónmadreque contenga -

143 ¡tI de peróxidode hidrógenoconcentrado(30%)en 100 ml de tampónfosfato 50

mM pH 7.4. Se toma 1 ml de estasolución madrey se le añaden6 ml másde tampón

fosfato. Estamiltima soluciónde peróxidode hidrógenodiluido es la queseutiliza para

valorarel enzima.

Valoraciónespectrofotométrica

La solución reactivase mantieneen el mismo baño que se utilice paratermostatizar
3 ••fi•el compartimentode la cubetadel espectrofotómetro,y sesitdaen 340 nm la longitud de onda

de lectura.En esteensayoenzimáticodebetenerseen cuentaque siempreexistereacciónaun

en ausenciade enzima. Por ello deberealizarse,cadadía que se obtienenlas medidas,una ~t -
4 fi»

reacción en ausenciade muestra(no catalizada)en presenciade cumeno-OOHy otra con y
peróxidode hidrógeno. El no hacerloasí daría lugar a una sobreestimaciónde la actividad

5 -

enzimáticareal. Porotra parte,estanecesidadtienecorno contrapartidala ventajade quese
.sÁ >3

puedechequearfácilmente en cada sesión de trabajo el estadode los reactivosquímicos 1
utilizados,desdeel punto de vista de la reacciónobjeto de estudio.

1) Blanco no catalizada.Setoman 0.7 ml de tampónfosfato en unacubetay seajusta

el cero de absorbancia

2) Reacciónno catalizada.A 0.675 ml de solución reactivase adicionan25 ¡tI de
yj>~

sustrato (cumeno-QORó 14~O), lo que pone en marcha la reacción. Se mide el . ->

descensode absorbanciaa 340 nm durante5 mm.

$51?
‘3

3) Blanco catalizada.A 0.675 ml de tampón fosfato se añaden25 ¡tI de muestra fiy =4>
convenientementediluida, paraajustarel cerode absorbancia. 4

gv55 5
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4) Reaccióncatalizada.Sobre0.650 ml de soluciónreactivase incorporan25 ¡tI de

muestradiluida (igual dilución que en el blanco). Durante 4 mm., estamezclase

mantienea temperaturaambiente(preincubación).Transcurridoestetiempo> seañaden

25 ¡tI de sustrato(cumeno-OOHó 14202) desencadenándoseasí la reacción.Se mide

el descensode absorbanciaa 340 nm durante5 miii.

El gradode dilución de la muestradebeajustarsehastaobtenervarios incrementosde

absorbanciaconsecutivosde la misma magnituden cadaensayo.

Parael cálculodel incrementomediode absorbancia/min.sedespreciael retrasoinicial

(menorde 60 s usualmente)y los dítimos incrementos(sólo si su valor hubieraempezadoa

descendersistemáticamente).

Al valor del incrementode absorbanciaobtenido con cada muestrase le restael

incremento de absorbanciade la reacción no catalizadacorrespondiente,y el resultado

obtenido se aplica en la siguientefórmula:

Act GPx (nM NADPH/min/mg tej) = ADO/minxFx0.7
6.22 x io-3 x 0.025 x C x 1

F = Factorde dilución de la muestra

0.7 = Volumen total en cubeta(mí)

6.22 x 10~ ml.nmol.kcním = Coel. de extinciónmolar NADPH

0.025 = Volumen de muestraen cubeta(mí)

C = Concentraciónde tejido en el homogenado(mg/mí)

1 = Pasode luz (cm)

Act GPx (nM NADPH/min/nzg proO = ADO/min x E x 0.7
622 x x 0.025 x C x 1 x X

X = mg prot. ¡mg tej.

Glutation reductasa(GR)

Enzima, que acopladaal sistemaNADPH/NADP~, mantieneel glutation intracelular

en el estadoreducidocon efectividad.

La actividadenzimáticade GRfue ensayadamedianteseguimientode la oxidacióndel

-5
II

ji
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cofactor NADPH a 340 nm, en presenciade un excesode glutation oxidado

Quiroga,1990).

(flarja de

Solucionesreactivas

- Tampónfosfato 50 mM pH 7.4, con EDTA 6.3 mM.

- NADPH 6 mM (concentraciónfinal en cubeta0.3 mM).

- GSSG 80 mM (concentraciónfinal en cubeta4 mM).

Metodol o2fa

- Homogenizaciónde tejidos: 50 mg/ml de tampón,exceptoparacerebro25 mg/ml.

- Sonicación3 vecescon un intervalo de 20 s, durante10 s cadavez.

- Centrifugacióndurante20 mm. a 3200 g (‘WC).

- Diálisis de los homogenadosfrenteatampón fosfato durante24 horasa 3-40C,

En la cubeta de reacciónse añaden0.580 ml de tampón fosfato, 50 ¡*1 de

biológica,35 ¡tI de GSSG,y finalmente35 ¡tI de NADPH. Se mide la absorbanciaa

No es necesariodiluir las muestras.

Art GR (nM NÁDPH/min/mg te]) =

F

0.7

6.22.

0.05

C
1

muestra

340 nm.

ADO/min x F x 0.7

6.22 x 10’ x 0.05 x C x 1

= Factorde dilución de la muestra

= Volumen total en cimbeta (mí)

103m1 nmol.I.cm.m= Coef. de extinción molar NADPH

= Volumen de muestra(¡nl)

= Concentraciónde tejido en el homogenado(mg tej/ml).

Pasode luz (cm)

Art GR (nM NADPH/min/mg prot) =
ADO¡min x F x 0,7

6.22 x 10’ x 0.05 x C ~ 1 x X

Y = mg prot./mg tej.
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Citocromo C oxidasa(COX)

Medimos la actividadde COX como marcadorde la capacidadmitocondrial aeróbica

máxima en cerebroe hígado.

Se valorasu actividad medianteespectrofotometría,por la disminución del nivel de

citocrornoC como sustrato(ferrocitocromoC), adicionadoa la muestra(Smith, 1955).

Solucionesreactivas

- Solución de citocromo C: ferrocitocromoC al 1%. Se preparaa partir de 0.6 ml

tampónfosfato 50 mM (PH 7.4), 6 mg de ferrocitocromo C y 3 mg de ascorbato.

Dicha soluciónse mantienedializandodurante24 horas, con un cambio de tampón

fosfato al cabode las primeras12 horasde diálisis.

- Ferricianuropotásico33 mM.

- Lubrol, 1 mg/0.1 mIdemuestra.Se utiliza comodetergenteparaliberar esteenzima>

que en su mayor parte se halla incluida en el interior de las membranasde los

sinaptosomas.De estemodo, el sustratoexógeno(ferrocitocromoC) tiene accesoa -

ella. 4
kv >

[ji>
4 $5

-4557
53~9

- Homogenizaciónde tejidos: 50 mg tej/ml de tampón parahígado> y 25 mg tej¡ml -
55 ---5 i- - -

paracerebro.

- Sonicaciónde los homogenados3 veces,con un intervalode 20 s, durantelOs cada

vez.

- Centrifugaciónde los homogenadosdurante20 mm. a 3200g (40C),

- Se toma una alícuotade 0.2 ml de las muestrasde tejido y se incorporana los

eppendorf que contienen2 mg de lubrol. Se agita bien para facilitar la acción

detergentedel lubrol, y se esperaun tiempo de 30 mm.

- Transcurridoestetiempo sehacela lecturaal espectrofotórnetroa 550 nm:

do

a) Blanco: se añadenen el siguienteorden,0.650ml de tampónfosfato,50 ¡tI

de citocromoC (56 gM final) y 20 ¡tI ferricitocromo C (0.9 mM). Se invierte -- r i( --

$5. y -‘-3

tresvecesla cubetay seesperan5 mm. Estamezclapermiteajustarel cero de -

absorbancia.
=4

> $5
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b) Reacción:se añaden0.650 ml de tampón fosfato y 50 ¡tI de citocromoO,

y se invierte tres vecesla cubetaparafacilitar la mezcla. A continuaciónse

adicionan20 ¡tI de muestrabiológica, invirtiendo la cubetade reacciónuna

sola vez parainmediatamentehacer la lecturaal espectrofotómetro.

Espreciso,enla medidade lo posible,quetranscurrasiempreel mismotiempo

desdeque se añadela muestrahastaque serealizala lecturaal espectrofotómetro.

El criterio de eliminación de un dato esel siguiente:

no se consideraun valor menor al anterioren un porcentajesuperioral 50 %.

ADO/min x F x 0/7
Aa total COX (i mol Ch ox.fmTh/rng te]) — 18.5 ~ 0.02 ~ ~

18.5 (mI).(¡tmol’).(cmm) = Coef. de extinción molar citocromoC

0.02 = Volumen de la muestra(mí)

C = Concentracióndel tejido en el homogenado(mg tej/ mí)

Act total COX (ji. mol Ch ox/irán/mg prat) = ¡IDO/mm x F x 0.7
18.5 x 0.02 x C x 1 x X

Y = mg prot./mg tej.

2. Deterniinaciónde un amitioxidante110 enzimnático:el glutation

El contenido de glutation total en muestrasbiológicas es determinadomedianteun

ensayoenzimáticode recicladobasadoen la glutation reductasa(Grifflth, 1980).

El glutationesoxidadopor5,S’-ditiobis (ácido 2-nitrobenzoico)(DTNB) y es reducido

por NADPH en presenciade glutation reductasa.La tasa de formaciónde ácido 2-nitro-5-

tiobenzoicoes monitorizadoespectrofotométricamentea 412 nm, y el glutation presentees

evaluadomedianteuna curva patrón. El ensayodetectaglutation reducido(GSH), glutation

oxidado (GSSG)y> posiblemente,glutation unido a otros tioles solubles. El glutation

oxidado (GSSG) es determinadoselectivamentepor enmascaramientodel glutation reducido

(GSH) con 2-vinilpiridina (2-VP) (mejor reactivo que N-etilmaleimida (NEM) para la

derivatizacióndel glutation).Laglutationreductasano es inhibidasignificativamentepor2-VP>
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y por consiguiente,el excesodeestano necesitasereliminadoantesdel ensayoen la muestra

biológica. En contrastea NEM, 2-VP reaccionacon el glutation a valoresde pH ligeramente It>
ácidos,dondela formación espontáneade glutationoxidado esmínima (Griftith, 1980).

Solucionesreactivas

- TampónfosfatopH 7.4 con EDTA 6.3 mM.

- Ácido tricloroacéticoal 5% con CIH 0.01 N. Estasolución debeburbujearsecon

nitrógenoantesde su uso, durante5 mm. a II flujo/mm.

- NADPH 0.3 mM.

- GR (20 U/mI).

- DTNI3 6 mM.

Las tresultimassolucioneshande prepararseen el díade su utilización,

Método

- Homogenizaciónde tejidos a 50 mg/ml (corteza cerebrala 25 mg/mI) con ácido

tricloroacético(5%) que poseeácidoclorhídrico 001 N.
>4

- Centrifugacióndurante5 mm. a 3200g (40C). $2

- El extractoprocedentede la centrifugaciónse divide en dospartes.Unade ellas nos >3.. 4~>5
>3 ¿0permitirá valorar el glutation total presenteen la muestra.Y la otra, el glutation

oxidado,por adición inmediatamentede 2-vinilpiridina a concentraciónfinal de 1 M. e
---fi

Se agita vigorosamente,y el extracto se mantienea 256C en baño termostatizado,

durante1 hora.

- La lectura espectrofotoniétricase realiza a 412 nm. Convieneseguir el siguiente

orden al añadir los reactivos en la cubeta de reacción: NADPI-T, DTNB, muestra

biológica, y finalmenteGR.

Los valores de glutation reducido son calculadosa partir de la diferenciaentre el

glutation total y el glutation oxidado.

Al final deberealizarsetambiénuna valoraciónespectrofotométricade la reacciónsin

adición de muestrabiológica con el fin de evitar una sobrevaloracióndel glutation existente

y chequearel estadode los reactivos.

Por tanto, obtenemosun incrementode absorbanciaque resultade: ~‘ p
- >1

BD(Jreacción con muestra — ~ DOreaccun ~ = A DO 35734
5$

3
Esteincrementode absorbancia(ADO) seutiliza parael cálculo del glutation/g tejido. 55

¡534
Y>»
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Mediantela obtenciónde una curvapatrónde glutation(y = a + bx), siendoy ng

‘tiutation reducidoy x = ADO/min, se haceel cálculo de la concentraciónde glutation
~S~nte en la muestra.

pMGSH/gte]— (a+bx)xFx2O007 x 106 x 0.30733

ji. GSH/g tej - (cz+bDO)xFx2O
21513.1

F = Factorde dilución de la muestra

20 = 1000 ¡ 50. Al hacerla curva patrón> la solución madre de glutation se

diluye al 50% en cadamedida(A 1 ml ó 1000p.l de soluciónmadreseañade

1 ml de tampónfosfato>.

0.07 Volumende la muestra(mí)

106 Factorde conversiónde ng a mg

0.30733=El pesomolecular(GSH) es de 307.33, Se multiplica estenUmeropor iO~3

paraexpresarla concentraciónde GSH comogM 0514.

Finalmente,obtuvimosel cocienteGSSG/GSHcomo índice estimadordel estrés

<¡dativo de los tejidos.

IJeterminadónde la peroxidaciómilipidica

La peroxidaciónde los tejidos se determinamedianteel testdel ácido tiobarbitdrico

rHA) (Uchiyama, 1978). Con esta técnica, se miden las sustanciasreactivas al IBA

cprftsadasen concentracióndemaíondialdehfdo(MDA). El MDA esuno de los productosque
~ formanen las reaccionesperoxidativas,y en presenciade TEA da lugar a la formaciónde

-x Compuestocoloreado.

Se hacendos tipos de determinación:

- Medidade los nivelesde sustanciasendógenasreactivasal TEA (TBArs) ¡a vivo.

- Medidade la sensibilidada la peroxidaciónestimulada¡ti vftro.
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TRA in vivo

Soluciones

- Acido fosfórico al 1%.

- TBA al 0.6%.

- BHT al 0.01% en etanol.

M~W4oloi

- Homogenizaciónde tejidos en tampónfosfato (50 mM, pH 74) a concentraciónde

50 mg tej./ml, exceptoparacerebro,25 mg tej./ml.

- Sonicaciónde los homogenadosde tejido tres vecescon intervalos de 20 s, durante

10 s cadavez.

- Centrifugaciónde los homogenadosdurante20 mm. a 3200 g (‘WC).

- A una alícuotade muestrade 0.14 ml se adicionan en este orden: 1 ml ácido

fosfórico 1%, 33 ¡tI BHT 0.01%> y 0.3 ml TBA.(EI BHT es un antioxidante,y se

añadea la mezclade reacciónparaevitar queseproduzcanperoxidacicniesadicionales

de la muestradurantela fasedecalentamiento,quepor su magnitud,puedenconstituir

unasobreestimaciónen la determinacióndel daño peroxidativo).

- Se preparaademás,un blancocon 0.14 ml de tampónfosfato (SO mM, pH 7.4)> en

lugar de muestra.Se procededel mismo modo quecon las muestras.

- Los distintostubosdondetiene lugar la reacción,se introducenen un baño a 10~C

durante45 mm.

- Al cabode estetiempo, sedetienela reacciónmediantefrío, introduciendolos tubos

en hielo.

- A cadatubo seañaden1.4 ml de alcohol n-butflico, y se agitanvigorosamente>para

extraerconestesolventelas sustanciasreactivasal TEA. A continuaciónse centrifuga

durante15 mm. a 3200 g (40C). Finalmentese recogela faseorgánica>y a partir de

estasehacela lecturaespectrofotométricaa 535 nm (Sedebeesperarun minuto antes

de tomar la medida).

La realizaciónde una curvapatrónde malondialdehido(MDA) (y = ax+b),permite

expresarlos valores de absorbanciaobtenidos para las distintas muestrasa 535 nm, en

concentraciónde MDA:
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= DO—a 1 1000
nMMDA /g tej x—x—

b C 0.14

1 = Volumen de ácido fosfórico adicionado(1 mí)

C = Concentraciónde tejido en el homogenado(mg/mi)

0.14 = Volumen de muestra(mí)

TBA iii vi/ro

La sensibilidada la peroxidaciónin virro esestimadapor incubaciónde las muestras

con ascorbato0.4 mM y sulfatoferroso0.05 mM, durante30-60mm. (dependiendodel tejido)

a 250C, antesde llevar a caboel ensayode TEA.

Soluciones

- Sulfato ferroso0.2 mM.

- Ascorbato1.6 mM.

Metodolo2ia

- En distintostubos de ensayo,seadicionanen el siguienteorden: 170 ¡tI SO
4Fe,

170 ¡tI ascorbato,y 340 ¡tI de muestra.Esta mezclase incubaa 25’C con agitación,

durante30 mm. si es cortezacerebral,o 60 mm. si es hígado.

- Pasadoestetiempo, se extrae respectivasalícuotas de muestrade 0.14 mí, y se

adicionanen tubos que contiene1 ml de ácido fosfórico.

- A continuaciónseafiadenBHT y TEA, siguiendoel mismoprotocoloqueen el TEA

in vivo.(En la realizaciónde los cálculos, la DO final obtenidasemultiplica por2).

En el test in vivo, tambiénreaccionancon el TEA otrasmuchassustanciasendógenas

como aldehídos,azUcares,pentosas,etc.,por lo que su interpretaciónsehacedificultosa.

Sin embargo,el test in vitro, si puederepresentarla sensibilidadglobal del tejido a la

peroxidación.Al inducirseperoxidaciónlipidica, seproducenen mayor concentraciónMDA,

hidroperóxidosorgánicos,etc.(positivosal TEA)> de modoqueuna interferenciainicial de un

40% aproximadamenteen el test in vivo, puedequedarminimizadaa un 4% en los valoresdel

test ¿ti vi/ro.
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3. MÉTODOS ESTADÍSTICOS

(Taílarida> 1987)

a) Test e de Siudene

Se ha utilizado en las pruebasde ‘captación” ¡ti vi/ro paracompararla actividadd

compuestoproblema respecto de la reacción control. El nivel de mínima diferenci

significativa seleccionadoha sido de p < 0.05.

b) Análisis de varianza<ANOVA)

En el análisis de resultadosde los ensayosde comportamiento,hemos hech

previamenteunaANOVA de unavía paraconocerla influenciade la edady del tratamiento

independientemente.Y de dos vías con el fin de determinarsi hay variación significativ

respectode la edady del tratamientosimultáneamente.

De igual forma hemos procedido en el estudio estadísticode los resultadosd

antioxidantesenzimáticos.

En todos los casosseseleccionóel nivel p < 0.05 comoel punto de mínimadiferenci

significativaen cadacomparación.

e) Tesede Newmnan-Keuls

Cuandoel estudioestadísticomedianteANOVA ha sido significativo, seha aplicado

el test de Newman-Ketmlsde comparaciónmtiltiple, y a partir de él hemosdestacadolas

diferenciassignificativasde los distintos tratamientosrespectode la ausenciade tratamiento,

tanto en ensayosde comportamientocomo en las medidasde antioxidantesy TEA.

Se seleccionóel nivel p < 0.05 como el punto de mínima diferenciasignificativa en

cadacomparación.
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d) TesE no paramnétrico de Mann-Whitney

Estetestes particularmentetmtilizado en la investigaciónfarmacológicaparacomparar

los efectoscomportamentalesde un grupotratadocon un fármaco>frentea un grupocontrol

no tratado. En estecasono se conocela distribuciónde la poblacióna la que pertenecenlas

muestras.

Estetest agrupatodos los datosde las muestrasque intervienenen el análisis,en un

único grupo, y los ordenade menora mayor. Y de este modo, comparalas sumasde los

rangosde los animalescorrespondientesa cadauno de los grupos.Bajo la hipótesisnula> el

test suponeque las sumasson coincidentesy que las pequef5asdesviacionesson debidasal

azar.

Se seleccionóel nivel p < 0.100 comoel punto de mínima diferenciasignificativaen

cadacomparación.
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1. RESULTADOS IN VITRO

1.1. Sistemageneradorde anión supercixido

1.2. Sistemageneradorde radicalhidroxilo

1.3. Sistemageneradorde peróxidode hidrógeno

1.4. Peroxidacicinlipídica microsomal
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1.1. Sistemageneradorde aniónsuperóxido

1.1.1. Autoxidacién del pirogalol

Los porcentajesde inhibición de la autoxidacióndel pirogalo] obtenidosparacadauna

de las distintas cumarinas,aparecenen la Tabla t.

Los compuestoscumarfnicosorto-dihidroxiladosse comportaroncomo inhibidores

selectivosdel anión superóxido;pero la introducciónde un grupo metilo en posición4 del

núcleo estructural de cumarina, anuló la actividad scavengerde estos compuestos(4-

metilesculetina,4-metildafnetina),paraproducircomo consecuenciaun efectopro-oxidante.

Fraxetina,y escopoletina(amboscompuestosposeenun sustituyentemetoxienposición

6) secomportaronde modosimilar comoinhibidoresde la autoxidacióndel pirogalol (Fig. 1>.

La generaciónde anión superóxidoprocedentede la oxidación del pirogalol, fue

prácticamenteinhibida por la SOD a concentraciónde 1.56 x 10’ mg/ml (5.86 U/mI).

Miricetina (flavonoideutilizado comopatrónporsuconocidaactividadantioxidantey por su

analogíaestructuralcon cumarinas)<Laughton,1989; Rankin, 1993)ejerceunainhibición de

69.59 + 1.23 a concentraciónde 20 gM.

95.0

85.0

75.0

Z 85.0o
5

55.0

~ 45.0
14

35.0

25.0

45.0

5.0

flg. 1. Porcentaje de inhibición de Ja autoxidación del pirogalol

(p < 0.01 excepto* NS, para t-Studenij.

FAAX ESc UMB M—UMB ESCO 701fAC 4aM MIRLO SOD

84



Tabla 1. Porcentaje de inhibición de la

CUMARINA

7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina

6,7-dihidroxicumarina

6,7-dihidroxi-4-metilcumarina

7,8-dihidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-glucosilcumarina

7-hidroxicumarina

7-hidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-metoxicurnarina

Ácido 7-hidroxicumarín-

4-acético
7-metoxicumarina

4-hidroxicumarina

6,7-dimetoxicumarina

Ácido cumarin-3-carboxflico

7-metilcumarina

6-metilcumarina

7-hidroxi-3,4,8-trinietilcumarina<~

7-amin-4-rnetilcuniarina<”~

7-dimetilamin-

4-metilcumanna®

7-dimetilamin
cicIopenta(C)cumanina~~

autoxidackin del pirogalol

% INHIBICIÓN ±ESM (1 mM)

46.86±1.11*

38.70 ±0,39*

-23.13 ±1.05””’<

0.35 ±0.98

~ ±z~’i~

6.51 ±1.68*

4.07 ±1.65

47.45 ±0.70*

15.01 ±0.52*

-1.55 ±1.03

6.62 + 0.32*

-0.95 ±2.41

0.43 ±0.18

-1.22 ±2.19

-1.59 ±1.56

-5.25 + 1.91

-4.21 ±2.19

-4.49 ±3.93

-19.76±2.62

Compuestosde referencia:

- % mb. (SOD 1.56 x 10~ mg/ml = 5.86 U/mI) = 97.29 ±0,13*

- % Inh. (Miricetina 20 gM) = 69.59 ±1.23*

Los resultadosmuestranel valor de la media ±ESM de seis ensayos.

El estudioestadísticose hizo aplicandoel test de la 1 de Suedenípara muestrasno

apareadas.
* Los resultadosindican valores decrecientessignificativamente, respectode la

reaccióncontrol (p < 0.01).

** Indicavalorescrecientessignificativamente,respectode la reaccióncontrol

(p < 0.01).

(=) Estascumarinashan sido ensayadasa concentración0.1 mM porque a 1 mM

precipitanen la mezclade reacción.
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1.1.2. NADI-I-fenazina metosulfato-02-azuldenitrotetrazolio

Las cumarinasensayadaspor su inhibición en la reduccióndel NBT, y los resultados

obtenidos,aparecenen la Tabla2.

La inhibición máxima(85.62±0.10)de la reduccióndel NBT por la SOD se alcanza

a concentracionesde la misma, mayoresque en el sistemade autoxidacióndel pirogalol.

Miricetina,al igual queSOD, hamostradomenoractividadantioxidanteen estesistema(58.88

±1.01> queen el anterior,a 20 gM, aunqueel porcentajedc máxima inhibición (97.43 ±

0.18) seha alcanzadoa concentraciónde 0.1 mM.

Los resultadosobtenidossugierenla importanciade una función orto-dihidroxi en la

estructurade cumarina para la actividad scavenger(fraxetina, 4-metildafnetina,4-metil-

esculetinay esculetina)(Fig. 2).

El bloqueo de un OH activo por glicosilacicin es desfavorablepara la actividad

.scavenger.Estefenómenopuedeobservarsecomparandoesculetinacon esculina.

Las cumarinasmonohidroxiladasmostraronmenorpotenciainhibitoria. La introducción

de gruposmetilo en7-hidroxicurnarinas,disminuyela potenciade los compuestosresultantes.

Así ocurrecon 4-metilumbeliferonay 7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina.Por el contrario, la

introducción de grupos ácidos incrementael efecto inhibitorio (ácido 7-bidroxicumarfn-4-

acético),

Curnarinasmetiladas,metoxiladasy con sustituyentesamínicos,respectivamente,se

comportaronde formapro-oxidante.

*5.0 -

65.0

75.0 —

Z 65.0 —

o a.

55.0

‘Lo-

1< -

35.0 -

25.0 - j~2jJ.~L - 7

15.0 - 7

5.0 —

- T — T —7-7 T
FRAX ESO U—ESO OÁP OSO, UUB 6500 7ORAO 4CM bLM ,CA Orn MÍR 800

Fig. 2. Porcentajedeinhibicidn de la reduccióndel NflT.

(p < 0.01 en todoslos casos para t-Sudeno.
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Tabla 2. Porcentajede inhibición de la

CUMARINA

7 ,8~dihidroxi-6-metoxicumarina

6,7-dihidroxicumarina

6,7-dihidroxi-4-metilcumarifla

7,8-dihidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-glucosilcunlarina

7-hidroxicumarina

7-hidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-metoxicumarina

Ácido 7-hidroxicumarin-
4-acético

7-metoxicumarina<’

4-hidroxicumarina

6 ,7-dimetoxicumarina<>

Ácido cumarfn-3-carboxflico

7-metilcumarina< >

6-rnetilcumarina~~

7-hidroxi-3,4,8-trimetil<’
cumarina

7-amin-4-meti1 cumarina<~

7-dimetilamin-4-metil
cumarina<>

7-dimetilarninciclopenta(C)
cumarina<3

reduccióndel NBT.

96 INHIBICIÓN (lmM)

96.66±0.12

86.41 ±0.34

90.65 ±0.24

96.45 ±0.19

20.27 ±0.63

18.19 ±0.69

-1.66 ±1.41*

11.32 + 0.97

49.02 + 1.01

-3.42

-6.21

0,23*

0.58*

-3.85 + 0.25*

Compuestosde referencia:

- % mb. (SOD 3.23.10~~mg/ml = 12.10U/mí) = 85.62 ±0.10

- 96 mb. (Miricetina 0.1 mM) 97.43 ±0.18

96 Inh. (miricetina20 gM ) = 58.88 ±1.01

Los resultadosmuestranel valor de la media ±ESM de seis ensayos.El estudio

estadísticoseha realizadoaplicandoel testde la ¡ de Studentparamuestrasno apareadas.

Todos los resultadosindican valores decrecientessignificativamente,respectode la

reaccióncontrol (p < 0.01).
* Indica valorescrecientessignificativamente,respectodel control (p < 0.01).

(=) Estas cumarinasse han ensayadoa concentración0.1 mM ya que a 1 mM

precipitanen la cubetade reacción.

-5.86 ±0.49*

22.02 + 0.66

12.04 + 0.99

22.56 + 0.86

-10.07 + 0.89*

-17.99 + 0.15*

7.31 ±0.35
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1.2. Sistemageneradorde radicalhidroxilo:

Ácido ascórbico-luierro-EDTA

Los resultadosde interacciónde estascumarinascon el radical hidroxilo se presentan

en la Tabla 3.

A concentración1 mM del compuestocumarinico,la estimulaciónde la generaciónde

-OH por el sistemahierro-EDTA, fue inhibida (p < 0.05)dnicamentepor tres cumarinas:

4-hidroxicumarina,escopoletinay ácidocumarfn-3-carboxílico.

Para la actividadscavengerde radicaleshidroxilo sehanrequerido,en general,dosis

más elevadasde cumarina, 5 mM, (Fig. 3> que en los demássistemasgeneradoresde

radicales.

Casi todas las cumarinasmostraronsersignificativamentemáspotentesqueel manitol,

conocidoscavengerde radicaleshidroxilo. Este fenómenopodría ser atribuido a que las

cumarinasseanefectivosagentesquelantesde hierro.

zo
u

z

95.0

65.0

75.0

45.0

55.0

45.0

25.0

25.0

85.0

5.0

FRAZ ESO U—ESO VAF ESO¡ U8.I6 •IM ESCO ,MX 40H 08.4 sCA
1M .~A M~N

flg. 3. Porcentaje de inhibición de la producción de formaldehfdo a

concentración5 mM de cumarina(p < 0.05 en todos los casos para ¿-St~¿denO.

88



34,80 ±0,37*

14.43 ±0.92*

15.75 ±0.32’~’

19,71 ±0,54*

15.02 ±1.46*

9.45 ±0.62*

5.05 ±0.34*

16.85 ±1.42*

4.76 ±0.61

4.76 + 0.33*

57,86 ±I.17~

8.28 + 0.22*

15,38 ±0,62*

Tabla 3. Porcentaje de inhibición de la producciónde formaldeh(do.

96 INHIBICIÓN
CUMARINA 1 mM 5mM

2.98 + 3.71

7.11 ±1.09

6.6 ±1.21

7.01 :E 2.06

3.15 ±1,32

1.12 ±1.09

-3.4 5±2.18

6.61 + 0,28*

-1.61 + 0.97

2.79 + 0.57

16.35 + 1.15*

-1.87 j 1.75

6.30 + 0.55*

0.38 + 1.24

1.88 ±1.42

-5.10+ 0.78

-2.45 ±1.30

-7.10±1.65

-20.93 ±9.53

10.77 + 0.47*

7.18 + 0.27*

2.27 ±1.34

6.59 ±2.44

NE

Fraxetina

Esculetina

4-metilesculetina

4-metildafnetina

Esculina

Umbeliferona

4-metilumbeliferona

Escopoletina

Ác. 7-hidroxi cumarfn-4-acético

7-metoxicumarina

4-hidroxicumarina

6,7-dimetoxicumarina

Ac. cumarin-
3-carboxilico

7-metilcumarina

6-metilcumarina

7-hidroxi-3,4,8-
trimetilcurnarina

7-amin-4-metil cumarina

7-dimetilamin-
4-metiIcumarina

7-dimetilaniin
ciclopenta(c)cumarina

Compuestode referencia:

96 mb. (Manitol 1 mM) = -0.13 ±1.63

% mb. (Manitol 5 mM) 11.56 + 0,70*

Los resultadosmuestranel valor de la media+ ESM de seis ensayos.

NE, cumarinano ensayadaa esa concentraciónporque precipitaen la cubeta de

reacción.

El estudioestadísticoseha realizadomedianteel test de la 1 deSiudeníparamuestras

no apareadas.
* Indica valoressignificativamentemenoresrespectodel control (p < 0.05).

jk’

NE
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1.3. Sistemageneradorde peróxidode hidrógeno:

NADPH-microsomashepáticos

Los resultadosde inhibición de la formación de peróxidode hidrógeno,a partir de

microsomashepáticos,semuestranen la Tabla 4.

Las cumarinas,en general,disminuyeronla tasade formacióndel tiocianato férrico.

La sustituciónen las posiciones6,7,8en el núcleode cumarinaesunacondiciónestructural

favorableparala actividadscavenger.

4-metildafnetinay fraxetinason los compuestoscon mayor capacidadinhibitoria, no

sólo por tos porcentajesde inhibición alcanzados,sino porqueademásfueron ensayadosa

concentracionesmás bajas, al igual que esculina y umbeliferona, que el resto de las

cumarinas.

La introducciónde sustituyentesmetilo en las posiciones3,4,8no esdesfavorablepara

la actividad (Fig. 4).

95.0

85.0 —

75.0 -

85.0 -
2
o -5

45.0-

14
35.0 —

25.0 —

15.0 —

5.0 —

u ¡ . . ¡ 1 1 1 ¡ u

PRAX ESO U—ESO DAF ESO~ UMO ,UM ESOO 7OHAO NO DIN .4.4 .M Tal ,AU O 0.47

Fig. 4. Porcentajedeinhibición de la producciónde peróxidodehidrógeno

(p < 0.05 en todos los casospara¡-St <«¡enO.

1

z r

= = r
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Tabla 4. Porcentajede inhibición de la formación de peróxidode hidrógeno

.

CUMARINA 96 INHiBICIÓN (1 mM)

7,8~dihidroxi-6-metOXicumarina<> 77.07 ±0.98*

6,7-dihidroxicumarina 61.20 ±0.85*

6,7-dihidroxi-4-metilcumarina 61.75±1.01*

7,8-dihidroxi-4-metilcurflarina<> 91.08 ±0.76*

7-hidroxi-6-glucosilcumarina<~ 37.58 ±1.20*

7-hidroxicumarina<> 38.85 ±1.12*

7-hidroxi-4-metilcumarina 54.10±2,03*

7-hidroxi-6-metoxicumarina 45.36±0.89<’

Ácido 7-hidroxicurnarín-4-acético 36.07 ±1,22<’

7-metoxicumarina 55.74±2,00*

4-hidroxicumarina -3.28 ±1.39

6,7-dimetoxicumarina 22.41 + 1.29*

Ácido cumarfn-3-carboxflico 6.01 ±2.30

7-metilcumarina 55.73 ±2.45*

6-metilcumarina 44.81 ±1.96*

7-hidroxi-3,4,8-trirnetilcumarina 77.05 ±2.54*

7-amin-4-metilcumarina 52.46±1.35*

7-dimetilarnin-4-metilcuiflafina NE

7-dimetilaminciclopenta(c)ctlmarin 85.79 ±2.12*

Compuestode referencia:

% Inh. (Catalasabovina 1000 U/mI) = 83.24 + 0.68*

Los resultadosmuestranla media±ESM paratres ensayos.

NE, cumarina no ensayadaporque a esa concentraciónno es posible la lectura

espectrofotométrica.

El estudioestadísticoseha realizadomedianteel testde la de Studentparamuestras

no apareadas.
* Indicavaloressignificativamentemenoresrespectode la reaccióncontrol& < 0.05).

(=) El ensayoparaestascumarinasserealizó a concentración0.1 mM, ya quea

1 mM precipitanen la mezclade reacción.
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1,4. Peroxidaciónlipídica mnicrosomal:

Sistemaácidoascórbico-catiónferroso

La habilidadde estascumarinaspara inhibir la peroxidaciónlipídica no enzimáticaen

microsomashepáticos,inducidapor el sistemaácido ascórbico/Fe2~,apareceen la Tabla 5.

Cumarinascon dos gruposhidroxilo libres poseenactividad inhibitoria significativa.

Nuestrosresultadosmuestranque estos compuestosfenduicos tienen una buena actividad

quelantede hierro y por ello soncapacesde eliminarlo del medio.

Fraxetina, esculetina,4-metilesculetinay 4-metildafnetinason inhibidoresselectivos

de la peroxidaciónlipidica hierro dependiente(más potentesque el patrónutilizado, BHT)

debidoa la formación de complejosinertesde hierro.

El bloqueode un grupoOH activo por metoxi o glicosilación disminuyela potencia

inhibitoria (esculina,escopoletina).

La introduccióndeun grupoamino en posición7 del esqueletode cumarina,puedeser

unacualidadestructuralfavorableparala actividad inhibitoria mostradapor talescompuestos,

como esel casode la 7~dimetilamIn-cicl0penta(c)cUmarifla(Fig. 5).

964 -

$54 -

76.0 —

45.0 —z
2 -

(3 55,0 —

ID -

E
z 454-
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5.0 —

¡ ¡ ‘¡.1111 ¡
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Fig. 5,Porcentajede inhibición dela peroxidaciónlipidies.

(p < 0.05 en todoslos casospara t-St,idenO.
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Tabla 5. Porcentaje de inhibición de la peroxidaciónIipfdica

CUMARINA 96

7 ,8-dihidroxi-6-metoxicunlarina

6,7-dihidroxicumarina

6,7-dihidroxi-4-metilcumarina

7,8-dihidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-glucosilcunlarifla

7-hidroxicumarina

7-hidroxi-4-metilcumarina

7-h¶droxi-6-metoxicumarina

Ácido 7-hidroxicumarln-4-acético

7-metoxicumarina

4-hidroxicumarina

6,7-dimetoxicumarina

Ácido cumarln-3-carboxllico

7-metilcumarina

6-metiIcurnarina

7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina

7 -amin-4-metiIcuniarina

‘7-dimetilamin-4-metilcumarifla

7dimetilaminciclopenta(c)curflafifla

microsoinal.

INHIBICIÓN (1 mM)

88.47 ±2.08

84.91 ±5.73

86,16 ±2.09

86.16 ±1.98

11.05 ±1.02

20.04 ±1.04

26,91 ±2.08

18.25 ±1.22

6.50 ±2.01*

20.85 + 1.54

12.70 + 1,56*

14.51 ±1.07

9.23 ±0.69

10.41 ±1.01

4.92 ±1.76*

15.62±1.45

14.78 ±0.98

22,64±2.00

26.37 ±2.09

Compuestode referencia:

96 I (RUT 1 mM) = 81.02 + 1.03*

Lcs resultadosmuestranla media ±ESM paratres ensayos.

El estudioestadísticose ha realizadomedianteel test de la í de Studenhparamuestras

no apareadas.

Todoslos resultadosindican valoressignificativamentemenoresrespectodela reacción

control (p .C 0.05).
* Indica valoresno significativos.

Finalmente,y a modo de resumen,exponemoslos resultadosobtenidoscon las 19

cumarinasen los distintassistemasgeneradoresde BAO (Tabla 6).
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2. DISCUSIÓN DE RESULTADOS IN VITRE)

La implicación de las EAO en el daño tisular y en el estrésoxidativo asociadoal

envejecimiento,y por otro lado, las múltiples actividadesbiológicas que presentanlas

cumarinas,nos ha sugerido el estudio previo de la actividadscavengerin vi/ro de estos

compuestosfenólicos.

Seha estudiadola influenciade 19 cumarinas(de origen natural y sintético) en la

formacióny “captación” de EAO (Tabla 6).

La actividad captadora’ de anión superóxidopor parte de estas cumarinas,se ha

establecidosiguiendodos métodos.

Cumarinasconel grupocatecol(fraxetinay esculetina)disminuyeronsignificativamente

(p .C 0.01> la concentraciónde anión superóxidodetectable,en ambossistemas.

La acciónseavengerde estascumarinasfue mayor en el sistemafenazinametosulfato

que en la autoxidacióndel pirogalol, a la mismaconcentraciónde compuestocumarinico,Es

posible que seadebidoa queen el primercasosegenerantambiénotrasespeciesde radicales

(l-lalliwell, 1989), mientrasque en el segundoexisteprácticamenteunageneraciónexclusiva

de anión superóxido(Marklund, 1974>.

Algunascumarinasmostraronpropiedadespro-oxidantesen ambossistemas,pudiendo

atribuirseal hechodequesufranautoxidacióncuandosonadicionadasa un medio de reacción

acuoso(Kostyuk, 1989; Laughton, 1989).

La adición de EDTA y hierro-EDTA incrementala oxidacióndel dimetilsulfóxido al

interaccionarcon el radical hidroxilo (agente “captador de radical hidroxilo) (Feierman,

1983). La inhibición significativade la oxidacióndel dimetilsulfóxidoen presenciade hierro-

EDIA requiere concentracioneselevadasde cumarina. Sin embargo,tres de ellas, a la

concentraciónmenorensayada,1 mM, mostraroninhibición significativade la producciónde

formaldehido:4-hidroxicumarina,escopoletinay ácidocumarín-3-catboxílicO.Estosresultados

podríanser atribuidosa las característicasestructuralesde estascumarinasque hacenposible

la quelaciónde iones hierro y asícompetir con el EDTA.

Porotra parte,hemosensayadola interacciónde estascumarinascon el peróxido de

hidrógeno.Un posiblemecanismode acción de estoscompuestospodría ser la conveniente

distribución electrónicaderivadade su estructuraquímica,parareaccionarcon el peróxidode

hidrógeno,o unasuficientesolubilidad lipidica quefacilita el accesoa las estructuraslipidicas

y quedisminuyela incorporaciónde oxígenoNADPH-dependientea los microsomashepáticos.
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DiscusiónosRESULTADOS iN ?TIXO

La deplecciónde NADPH hace a las células másvulnerablesal daño oxidativo (Sasame,

1979). Ya que las cantidadesde NADPH oxidado a NADP~ disminuyen por adición de

cumarinasen la mezcla de reacción, se podría sugerir que estos compuestosresultarían

efectivos antihepatotóxicosin vivo.

La sustitución orto-dihidroxi en el núcleo de cumarina(grupo catecol) pareceser

condiciónestructuralparala actividadinhibidoradela peroxidaciónlipídica, debidoal efecto

quelantede iones hierro mediantela formaciónde complejos inertesde hierro incapacesde

iniciar dichaperoxidación.El bloqueodeun grupoOH activo por metoxilacióno glicosilación

es desfavorablepara la actividad. La relaciónestructura-actividadde cumarinasmetiladas

y metoxiladases diferente a la de cumarinashidroxiladas, lo que hacesuponerun diferente

mecanismode acción.

La introducciónde gruposmetilo y metoxilo implica un cambio en las características

estructuralesantiperoxidativas,y una disminuciónde la hidrofihia de la moléculaque puede

favorecerel accesoa las estructuraslipídicas microsomales.Así, cumarinasmetiladasy

metoxiladaspueden ser consideradascomo inhibidores de la peroxidación lipídica no

enzimática.

A partir de estosestudiosin virro, seleccionamoslos compuestoscumarinicosquehan

presentadomayor espectrode actividad inhibitoria en los distintos sistemasgeneradoresde

radicales.Y, ya que la peroxidaciónlipídica es un fenómenofrecuenteen la célula, y está

relacionadocon funcionesfisiológicas, turnovery patologíade numerososorgánuloscelulares,

es quizásel método de estudiode elecciónpara la selecciónde las cumarinas.

La efectividadde fraxetinay esculetinacomo antioxidantesen los distintosensayos

bajo distintas condiciones in vitro, nos sugiere proponerestas cumarinascomo agentes

atractivospara una ulterior evaluaciónclínica como antioxidantes.Es por ello necesario,

confirmar los resultadosexperimentales¡ti vitro medianteestudiosiii vivo, que incluyan la

administraciónde estoscompuestoscumarinicosa animalesdeexperimentación.
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3. RESULTADOS IN VIVO

3.1. RESULTADOS DE COMPORTAMIENTO

A./ Testde la cuerda

El fracasodel ratónparaalcanzaruno de los poíosde Ja cuerda,bienpor calda,bien

por no progresarlo suficientehaciael extremoen el tiempopermitidode 1 mm.,escalificado

como negativoen dichaprueba.Entonces,se le da una segundaoportunidad.

Los resultadospuedenexpresarsecomoporcentajede ratonesquehan alcanzadoun

polo en una de las dosoportunidadesofrecidasen el mismo día. Sin embargo,con el fin de

minimizar la influencia favorabledel pesocorporalligeroen la calificación,esmás ventajoso

expresarlos resultadoscomo biomasatransportada.Estevalor se halla dividiendo la suma

del pesocorporal de todos los ratonesque han sido calificados como positivos (+) en cada

grupode edady tratamiento,por el númerototal de ratonesensayados(incluyendolos queno

han tenido éxito en el test) de esegrupo.

BIOMASA TRANSPORTADA = peso (g) ratones(+)/n0 total de ratones

Estapruebase ha realizadouna vez por semana,durantelos 35 dfas de tratamiento,

Los valoresde biomasatransportadaobtenidosparacadagrupodeedad y tratamiento

en las cinco semanasconsecutivas,se indican a continuaciónen las siguientestablas:

Las tablas 1-3 permiten conocer las variaciones en la

dependientesdel tratamientoy de la semanaen que serealiza

grupode edad.

biomasa transportada

el test, paraun mismo

Las tablas4-8 expresanlas variacionesen función de la edady del tratamiento.
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bla 1. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6J 12 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE

SEMANA

21.862

22,473

18.689

17.460

CONTROL

FRAXETINA

ESCULETINA

BHT

r
SEMANA

26.823

23.033

21.211

19.950

32

SEMANA

21.269

23 .7 13

28.000

20.380

12 MESES

42

SEMANA

28.892

25.867

25.167

22.650

ParaANOVA de dos vías,

:1 tiempo (de la semana)pero no

o
1-

oo.‘o
z

1~-

o

30

20

‘o

existendiferenciassignificativas

del tratamiento(Fig. 1).

(p < 0.05)dependientes

]Yig. 1. Biomasa transportada en las distintas semanas en que se realiza el test.

Ratón C57BL/ÓJ de 12 meses.

52

SEMANA

24,023

27.940

25.656

22.650

3. 4. 5.
1~

SEMANA

98



RESULTADOSFN ViVO

Tabla 2. Biomasatransportada.-RatonesC57BL/6J 18 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE

iR 32

SEMANA SEMANA

16.393 27167

12.090 23.978

29.230 29.180

17.800 24.100

CONTROL

FRAXETINA

ESCULETINA

BHT

22

SEMANA

20.800

18.780

29.180

30.100

18 MESES

42

SEMANA

25.058

22.000

29.180

27,100

Para ANOVA de dos vías, existen diferencias significativas entre

tratamientosy entrelas sucesivassemanas,a p < 0.05 (Fig. 2>.

o
1-~
CC
oo.‘oz
CC
1—

‘O

5
o

30

20

lo

los distintos

Hg. 2. Biomasa transportada en las distintas semanas en que se realiza el test.

RatónCS7BL/6I de 15 meses.

52

SEMANA

24:580

22.820

29.180

26.778

3’ 4’ 5’

SEMANA
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Tabla3. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6J21 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE 21 MESES

ía 2~ 3~ 45 59

SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 23.210 25.550 22.930 28.350 22.780

FRAXETINA 18.350 18.270 27.000 27.310 26,980

ESCULETINA 14.767 18.467 25.833 25.833 29.338

EJ-IT 12.240 15.000 21.340 21.290 21.290

Para ANOVA de dos vías, existen

tratamientosa p < 0.01, y entrelas distintas

4c.
4
CC
oo-
t/,z
4
CC
1—
4‘o
4
5
2
ID

30

20 -

lo

1’ t

diferencias significativas entre

semanasa p ~C0.05 (Hg. 3).

3, 4.

SEMANA

FIg. 3. Biomasa transportada en las distintas semanas en que se realiza el test,

Ratón C57BL/61 de21 mes,

100

los distintos

• Control

• Eraxetin.

y E,cul,tlna

• BHT

5.



BIOMASA TRANSPORTADA - PRIMERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 21.862 16.393 23.210

FRAXETINA 22.473 12.090 18.350

ESCULETINA 18.689 29.230 14.767

BHT 17.460 17,800 12.240

Para ANOVA de dos vías, no existen diferenciassignificativas entre los distintos

tratamientosni entrelos tres gruposde edada p < 0.05 (Fig. 4).

4o
4
1-
oo-
u,
2
4(

1-
.1<
ES)
4
2
o

35

25 —

15 —

5

12 la

EDAD <meses)
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rabia 4. Biomasa transportada.- RatonesC57BL/6J 1 2 semana.

Fig. 4. Biomasatransportada en ¡a 1” semana del test para cada una de las edades.
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RESULTADOSFN VIVO

Tabla 5. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6J22 semana.

BIOMASA TRANSPORTADA - SEGUNDA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 26.823 20,800 25.550

FRAXETINA 23.034 18.780 18.270

ESCULETINA 21.211 29.180 18.467

BHT 19.950 30400 15.000

ParaANOVA de dos vías, no existendiferenciassignificativas entre los distintos

tratamientosni entrelos tres gruposde edad a p < 0.05 (Fig. 5).
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21

la 2~ semana del test para cada una de las edades.
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4
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Fig. 5. Biomasa transportada en
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BIOMASA TRANSPORTADA - TERCERASEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 21,269 27.167 22.930

FRAXETINA 23313 23.978 27.000

ESCULETINA 28.000 29.180 25.833

BHT 20<380 24.100 2L340

Para ANOVA de dos vías, no existen diferenciassignificativasentre los distintos

tratamientosni entrelos tres gruposde edada p < 0.05(Rg. 6).
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Tabla 6. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6J3a semana,

Fig. 6. Biomasa transportada en ¡a 3 semana del testpara cada una de las edades.
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BIOMASA TRANSPORTADA - CUARTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 28.892 25.058 28.350

FRAXETINA 25.867 22.000 27.310

ESCULETINA 25.167 29.180 25.833

BHT 22.650 27.100 21.290

Para ANOVA de dos vías, no existen diferenciassignificativas entre los distintos

tratamientosni entrelos tres gruposdeedada p < 0.05 (Fig. 7>.
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Tabla7. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6J40 semana.

FJg. 7. Biomasa transportada en 12 40 semana de) teal para cada una de las edades.
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Tabla8. Biomasatransportada.-RatonesCS7BL/6352 semana.

BIOMASA TRANSPORTADA - QUINTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 24.023 24.580 22.780

FRAXETINA 27.940 22.820 26.980

ESCULETINA 25.656 29.180 29.338

81-IT 22.800 26.778 21.290

Para ANOVA de dos vías, no existendiferenciassignificativas entre los distintos

tratamientosni entrelos tres gruposde edada p cc 0.05 (Fig. 8).
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Fig. 8. Biomasatransportadaen la 5* semana del test para cada una de las edades.
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Tabla9. Biomasatransportada(X ±ESM). RatonesC57BL/61 12, 18 y 21 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA (X ±ESM)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 24.574 + 1.454 22.800±1.902 24.564±1.072

FRAXETINA 24.605 + 1.013 19.934±2.143 23.582 ±2.153”’

ESCULETINA 23.745 ±1.670* 29.190±0.0l.0** 22.848t 2.687

BHT 20.618+0.968** 25.176 + 2.075* 18.232 ±1.933

Los resultadosexpresanla media aritmética + el errorestándarmedio de los valores

de biomasatransportada(paran = 12 ratones)obtenidosen las cinco semanas(Fig. 9).

Lasdiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado),paraun mismo grupode edad seindican como: * p < 0.05, y ** p < 0.01.
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(* p C 0.05, ** p .C 0.01, para el testde Newman-Xeuls).



RESULTADOS¡IV VIVO

El estudioestadísticomedianteel análisisdc la varianza(ANOVA) indica efectividad

de estoscompuestosrespectodel control, alaedadde 18 mesesparaesculetinay BHT, como

vieneexpresadopor la mediaaritmética±error estándarmedio. A la edadde 12 y 21 meses

no se aprecia influencia manifiesta de estos compuestosen la vitalidad de los animales,

evaluadapor el ensayode su vigor y coordinaciónmuscular,

Considerando cada semana independientemente,no se encuentranvariaciones

significativasni en cuantoa la edadni en cuantoal tratamiento.

Mediante una comparaciónnidítiple, hemos encontrado sólo algunas diferencias

signicativaspara un mismo tratamientoen función de la edad. Comparandola edad dc 12

frente a la de 18 meses,los animalescontrol y los tratadoscon fraxetinaexperimentanun

descensoen la biomasatransportada(p < 0.05), mientrasque los tratadoscon esculetinay

BHT experimentanun aumentoen la misma(p < 0.05) a la edadmayor. Sin embargo,entre

los 12 y 21 meses,no hay variacionessignificativasparaun mismo tratamiento.

Por tanto, la crectividadde estoscompuestosen el testdela cuerdasehacenotable

a unaedadmadura,sin llegar a la senescencia.

Ten no naramétrico de Mann-Whitney

En esteestudioestadísticodel comportamientoen el testde la cuerdahemosobtenido

los siguientesresultados,considerandoprimerocadaedadindependientemente:

Edad 12 meses

- Existen diferenciassignificativas de cada uno de los tratamientosrespectodel control,

especialmenteen el casodel BaT.

- Los animalestratadoscon fraxetinaexperimentanun pequeñoaumento,no significativo, en

la biomasatransportadarespectodel lote control (Mann-Whitney 13 (13, 12) 12, p —

0.500).

- Los tratamientoscon esculetina(Mann-Whitney U (10, 15) 10, p 0.345) y BHT

(Mann-Whitney U (4, 21) = 4, p = 0.048) hacendescenderlos valores de biomasa

transportadarespectodel control, pero de forma significativa sólo en el segundocaso.
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RESULTADOSIN VIVO

ad 18 meses

~xistendiferenciassignificativas de cada uno de los tratamientosrespectodel control,

~tacandoesculetina.

~osanimalestratadoscon fraxetina no experimentanvariaciónsignificativa en la biomasa

nsportadarespectodel lote control (Mann-WhitneyU (7, 18) = 7, p = 0.155).

.cstratamientoscon esculetina(Mann-WhitneyU (25,0) = 0, p = 0.004)y BHT (Mann-

~itneyU (16, 9) = 9, p = 0.274) producenun incremento los valores de biomasa

nsportadarespectodel control, significativo sólo en el primer caso.

lad 21 meses

3xisten diferenciassignificativas de cada uno de los tratamientosrespectodel control,

queñaspara fraxetinay esculetina,e importantesen el casode BHT.

..os tratamientoscon fraxetina(Mann-Whitney U (12, 13) = 12, p = 0.500>y esculetina

[ann-WhitneyU (12, 13) = 12, p = 0.500) no hacen variar la biomasatransportada

;pectodel lote control. SolamenteBHT <Mann-WhitneyU (0, 25) = 0, p = 0.004) provoca

a disminución significativa.

En el estudiocomparativode las tres edades,siguiendoa Mann-Whitney,seobtienen

siguientesresultados,considerandocadacompuestoindependientemente:

>ntrol

.ns animalescontrol experimentanun descensoa la edadde 18 mesesrespectode la dc 12

[ann-WhitneyU (10, 15) = 10, p = 0.345), pero no essignificativo.

AL la edadesde 12 y 21 meses,los resultadosobtenidosen la biomasatransportadason

~cticamenteiguales,ya que no existendiferenciassignificativasentreellos (Mann-Whitney

<12, 13) = 12, p = 0.500).
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- A la edadde 21 mesesseproduceun incrementorespectode la edad de 18 meses(Mann-

Whitney U (15, 10) = 10, p = 0.345),perono es significativo.

Fraxetina

- Los resultadosobtenidosen la biomasatransportadasufrenun descensoa las edadesde 18

y 21 mesesrespectode la de 12 (Mann-Whitney U (4, 21) = 4, p = 0.048) (Mann-Whitney

U (12, 13) = 12, p = 0.500),significativo sólo en el primer caso,

- Sin embargo,seproduceun aumentoa los 21 mesesrespectoa la edadde 18 meses(Mann-

Whitney U (17, 8) = 8, p = 0.210),pero no significativo.

Esculetina

- Sehanencontradodiferenciassignificativascomparandolas edadesde 12 y 18 meses,¡2 y

21 meses,y 18 y 21 meses;siendomayoresentre12 y 18 meses.

- En el tratamientocon esculetinase apreciaun aumentoen la biomasatransportadaa los 18

mesesrespectode los 12 (Mann-WhitneyU (25, 0) 0, p = 0,004),

- La edadde 21 mesesexperimentaun descensoen la biomasatransportada,respectode la de

12 (Mann-Whitney U (12, 13) = 12, p 0.500)y de la de 18 meses(Mann-Whitney U (5,

20) = 5, p = 0.075). Estedescensoes significativo en el segundocaso.

BIIT

- Sehan encontradodiferenciassignificativascomparandolas edadesde 12 y 18

21 meses,y 18 y 21 meses;siendomayoresentre18 y 21 meses.

- En el tratamientocon BHT seapreciaun aumentosignificativo en la biomasa

a los 18 mesesrespectode los 12 (Mann-WhitneyU (21, 4) = 4, p 0.048>.

meses,12 y

transportada

- La edadde 21 mesesexperimentaun descensoen la biomasatransportada,respectode la de

12 <Mann-WhitneyU (9, 16) = 9, p = 0.274)y de la de 18 meses(Mann-WhitneyU (3, 22)
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= 3, p = 0.028).

Los tratamientoscon esculetinay BHT producenun incrementoen los valoresde

la biomasatransportadaa los 18 mesesrespectode la edad de 12, a diferenciade los

animalescontrol, que experimentanun descensode la misma. Los animalestratadoscon

fraxetina experimentanun aumentoa los 21 mesesrespectode los de 18 meses,al igual que

el control.

Las diferenciasde biomasatransportadaentregruposde edad,sonmayoresentrelos

I2y 18 meses.

Los resultadosglobalesobtenidosen el testde la cuerdapodrían resumirsecomo se

indica a continuación:

1. Les animalesque no recibentratamientoexperimentancon la edad un descensoen

la biomasatransportada,aunqueno de forma significativa.

2. Fraxetinahacedescendercon la edad los resultadosde biomasatransportada,sobre

todo a los 18 meses.

3. Les animalestratadoscon esculetinaexperimentanun incrementoimportanteen la

biomasatransportadaa los 18 meses.Tambiénsecomportaasíel BHT.
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S.JTestdel cilindro rotatorio (rota-rod~

Estapruebase ha realizadouna vez por semana,durantelos 35 díasde tratamiento.

Laestimacióndela coordinaciónmotorade los distintosgruposdeedady tratamiento

seexpresacomo el tiempo (segundos)de permanenciadel animal sobreel cilindro rotatorio.

Los resultadosobtenidosse muestranen las tablas siguientes.A partir de elias podemos

conocerlas variacionesen la coordinaciónmotora:

- Las tablas1-3permitenconocerlas variacionesen la coordinaciónmotoradependientes

del tratamientoy de la semanaen que serealizael test,paraun mismogrupode edad.

- Las tablas4-8 expresanlas variacionesen función de la edady del tratamiento.

Tabla 1. Tiempo de permanencia(s).- RatonesC5713L/6J12 meses.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- EDAD DE 12 MESES

la 2~ 33 43 53

SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 16,5+4.3 17.6+5.3 13.2±3.1 15.9±5.2 5.3±1.0

FRAXETINA 16.7+4.5 42.9±8,6 8.3±0.7 10.3+1,7 9,5±1.4

ESCULETINA 6.56+2.0 11.5+2.8 6.10+1.0 6,2±1.5 10±3.5

BHT 15.5+8: 8.0+1.16 123±3.5 11.2±1.9 5.2±0.7

Los resultadosseexpresancomo la media aritmética±el error estándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorioparan = 12 animales.

ParaANOVA de dos vías, existendiferenciassignificativas(p < 0.05)dependientes

del tiempo (de la semana)perono del tratamiento.
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Tabla 2.. Tiempo de permanencia(s>.- RatonesC57BL/6J 18 meses.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- EDAD DE 18 MESES

l3 2~ 33 43 51

SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 17.7+3.2 8.6±2,3 4.6±1,2 6.6±1.9 3.4±2.1

FRAXETINA 23.3±5.9 32.8±9.5 7.1±2.1 18±4.9 10.8±3.3

ESCULETINA 6.0+2.1 13.2+2.4 16,6±3.7 24.2±43 4.8±1.3

BHT 4.5±24 7.6±3.4 10.3±4.1 7.1j2.9 3.8±11

Los resultadosse expresancorno la medíaaritmética + el errorestándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorio paran = 12 animales.

Para ANOVA de dos vías, no existen diferencias significativas (p < 0.05)

dependientesdel tiempo (de la semana)y del tratamiento.

Tabla 3. Tiempo de permanencia(s),- RatonesC57BL/6J21 meses.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- EDAD DE 21 MESES

ía r 32 43 52

SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 12.0±4.2 12.3j5.4 13.6±3.8 3.6+2.4 5.1±4.2

FRAXETINA 3.9+3.9 5.4+4.5 6.8±3.1 4.3+2.0 3.1±2.3

ESCULETINA 5.5+2.6 4.6+1.8 8.7±4.3 3.6±2.1 2.5±2.2

BHT 16.6±4.0 17.2+5.6 13.1+4.7 7.6±4.2 5.0±3.4

Los resultadosseexpresancomo la media aritmética+ el errorestándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorio paran = 12 animales.

Para ANOVA de dos vías, existendiferenciassignificativas(p < 0.01)dependientes

del tiempo (de la semana)y del tratamiento.

El tiempo de permaneciabajo el tratamientocon BHT aumentasignificativamente

respectodel control en la primera,segunday cuartasemanadel test.
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Praxetinano varíasignificativamentesu efecto a lo largo de las cinco semanas.Es

menorsignificativamenterespectodel control en las tres primerassemanas.

Esculetinase comportasimilarnientea fraxetina,aunquepresentaun pico significativo

respectode estaen la tercerasemana.

Tabla4. Tiempo de permanencia(s) . - RatonesCS7BL/61 í ~ semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- PRIMERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21. MESES

CONTROL 16.5 + 4.3 17.7 + 3.2 12,0 ±4.2

FRAXETINA 16.7 + 4.5 23.2 + 5.9 3.9 ±3.9

ESCULETINA 6.56 + 2,0 6.0 ±2.1 5.5 ±2,6

BHT 15.5 + 8.2 4.5 + 2.1 16.16 ±4.0

Los resultadosse expresancomo la mediaaritmética±el error estándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorio paran = 12 animales.

ParaANOVA de dosvías,no existendiferenciassignificativasdependientesde la edad

y del tratamiento.

Tabla 5. Tiempo de permanencia(s).- RatonesCS7BL/6J2~ semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- SEGUNDA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 17.6 + 5.3 8.6 + 2.3 12.3 ±5.4

FRAXETINA 42.9 ±8.6 32.8 + 9.5 5.4 ±4.5

ESCULETINA 11.5 ±2.8 13.2 + 2.4 4.6 ±1.8

BI-IT 8.0 + 1.16 7.6 + 3.4 17.2 + 5~6

Los resultadosseexpresancomola media aritmética+ el errorestándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorioparan = 12 animales,

Para ANOVA de dos vías, existendiferenciassignificativasdependientesde la edad

(p < 0.05)y del tratamiento(p < 0.05).
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TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- TERCERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 13.2 ±3.1 4.6 j 1,2 13.6 1 3.8

FRAXETINA 8.3 + 0.7 7.1 ±2.1 6.8 ±3.1

ESCULETINA 6.10 ±1.0 16.6 ±3.7 8.7 ±4,3

EJ-IT 12.7 + 3.5 10.3 + 4.1 13.1 ±4.7

Los resultadosseexpresancomola media aritmética+ el errorestándarmediode los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorio paran = 12 animales.

ParaANOVA de dosvías,no existendiferenciassignificativasdependientesdela edad

y del tratamiento.

Tabla 7. Tiempo de permanencia (s).- Ratones CS7BL/6J 42 semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- CUARTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 15.9 + 5.2 6.6 + 1,9 3.6 ±2.4

FRAXETINA 10.3 + 1.7 18.0 + 4.9 4.3 ±2.0

ESCULETINA 6.2 + 1.5 24.2 + 4.7 3.6 ±2.1

El-IT 11.2 + 1.9 7.1. + 2,9 7.6 ±4,2

tiempos de permanenciaen el disco rotatorio paran = 12 animales.

y del tratamiento.
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Tabla 6. Tiempo de permanencia(s). - RatonesCS7BL/6J39 semana.

Los resultadosseexpresancomola media aritmética + el errorestándarmedio delos

ParaANOVA de dasvías, no existendiferenciassignificativasdependientesdela edad
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Tabla 8. Tiempo de permanencia(s).- RatonesCS7BL/6J53 semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos)- QUINTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 5.3 + 1.0 3.4 ±2.1 54 1 41

FRAXETINA 9.5 + 1.4 10.8 ±3.3 34 ±2.3

ESCULETINA 10.0 j 3.5 4.8 1 1.3 2.5 ±2.2.

BI-IT 5,2 ±0.7 3.8.1 1.1 5.0 ±3.4

Los resultadosseexpresancomola media aritmética+ el errorestándarmedio de los

tiemposde permanenciaen el disco rotatorio para ti = 12 animales.

ParaANOVA de dos vías,no existendiferenciassignificativasdependientesde la edad

y del tratamiento.

Podemosconcluir dela ANOVA, a partirde estosresultadosque nosha proporcionado

el testdel cilindro rotatorio, que tanto fraxetinacomo esculetinano exhibenmodificaciones

significativasen la coordinaciónmotorade ratonesa las tres edadesconsideradas.

Las diferenciasmás sobresalientesdependende la semanaen que serealiza el test,

pero no de la edadni del tratamiento.

A continuación,y con el fin de obtenerla mayor información posible a partir de

nuestrosresultados,hemosrealizadoel estudioestadísticocomportamentalmediantela U de

Mann-Whitney.

En el estudioindependientede cadagrupode edad, se ha evaluadocadauno de los

tratamientosen relacióna su controlparacadasemanadel testrota-rod:

12 meses

Sólo en la quinta semanadel test se observaun incrementosignificativo en el tiempo de

permanenciade los animalestratadoscon fraxetinarespectode sucontrol (Mann-WhitneyU

(84, 21) = 24, p c 0.050).
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18 meses

Se observanaumentosen el tiempo de permanenciaproducidospor esculetina,en la primera,

tercera,y cuartasemanadel testen relaciónal control respectivo:(Mann-WhitneyU (32, 18)

= 19, p < 0.020),(Mann-WhitneyU (39, 11) = 11, p = 0.100)y (Mann-WhitneyU (43.5,

6.5) = 8, p < 0.050). Sin embargo,en la segundasemanadel test, sólo fraxetina hace

aumentarel tiempo de permanenciarespectodel control (Mann-WhitneyU (68, 22) = 24, p

< 0.100).

21 meses

El tiempo de permaneciadebido a los distintostratamientosexperirnentadescensosrespecto

del control, que sonsignificativosen la primerasemanaparafraxetina(Mann-WhitneyU (20,

60) = 20, p = 0.100),en la segundaparaesculetina(Mann-Whitney U (22, 78) = 23, p <

0.050), y en la terceray quinta parafraxetina (Mann-WhitneyU (14, 86) = 19, p < 0.020

y U (15.5, 84.5) 19, p < 0.020)y esculetina(Mann-Whitney U (26.5,73.5) = 27, p <

0.100y U (6.5, 83.5) = 8, 1> < 0.002).Exclusivamente,EL-iT haceincrementarel tiempo

de permanenciaen relación a su control en la cuartasemanadel test(Mann-WhitneyU (84.5,

15.5) = 19, p -c 0.020).

Aplicando tambiénel testestadísticode la U de Mann-Whitneya cadagrupode edad,

hemosobtenidola siguienteinformación, considerandocadatratamientoindependientemente

segúnla semanadel test rota-rod:

12 meses

- Control. Seobservandescensossignificativos en el tiempo de permanenciade los animales
control,en la quinta semanadel testrespectode la primera(Mann-Whitney 13 (12,5,43.5) =

13, p < 0.047),de la segunda(Mann-WhitneyU (10, 46) = 10, p = 0.020),de la tercera

(Mann-WhitneyU (7.5,48.5) = 8, p < 0.010),y de la cuarta(Mann-WhitneyU (15.5,40.5)

= 16, p < 0.095).

- Fraxetina.El tratamientocon fraxetinahaceexperimentarun incrementoen el tiempode

permanenciade los animalesen la segundasemanadel test respectode la primera (Mann-
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Whitney U (173, 52) = 56, p < 0.020). Cuandose comparanla primera con la tercera,
cuartay quinta semanas,no seaprecianvariacionessignificativasenel tiempode permanencia.

Si se han encontradodescensossignificativos entre la segunday tercera semana(Mann-

Whitney U (7.5, 217.5) = 40, p < 0.002), entrela segunday la cuarta (Mann-Whitney U

(20.5,204.5) = 40, p c 0.002),y entrela segunday la quinta(Mann-Whitney U (19, 206)

= 40, p < 0.002).

- Esculetina, Sólo sehanencontradodiferenciassignificativasen la segundasemanarespecto

de la primera (Mann-Whitney U (60.5, 20.5) = 21, p < 0,100) en que se apreciaun

incrementoen el tiempo de permanencia.Haciendotodas las posiblescombinacionesentre

semanas,no se han visto diferenciassignificativasen dichascomparaciones.

- BHT. Este tratamientono producevariación en el tiempo de permanenciaen la segunda

semanarespectode la primera. Se apreciandescensosen la quinta semanarespectode la

segunda(Mann-Whitney U (24, 76) = 27, p < 0.100),de la tercera(Mann-Whitney U (17,

83) = 19, p < 0.020),y de la cuarta(Mann-WhitneyU (23.5,76.5) = 27, p < 0.100).

18 meses

- Control. Seencuentrandescensossignificativosen la quinta semanarespectode la primera

(Mann-WhitneyU (4, 21) = 4, p = 0.048),de la segunda(Mann-WhitneyU (6.3, 18.5) =

7, p < 0100),y de la cuarta (Mann-WhitneyU (6.5, 18.5) = 7, p < 0.100>.

- Fraxetina.No hay variacionessignificativasentrelas distintas semanasdel test,

- Esculetina.Se producenincrementossignificativos en la tercera semanarespectode la

primera(Mann-WhitneyU (84.5, 15.5) = 19, p C 0.020)y de la segunda(Mann-Whitney

U (76, 24) = 27, p .c 0.100),y en la cuartarespectode la primera (Mann-WhitneyU (83,

17) = 19, p < 0.020) y de la segunda(Mann-Whitney U (74, 26) = 27, p < 0.100). Sin

embargo,en Ja quinta semanaseproducendescensossignificativos respectode la tercera

(Mann-WhitneyU (8, 92) 10, p .cz 0.002)y de la cuarta(Mann-WhitneyU <9.5, 90.5) =

10, p < 0,002).

- BHT. Se observanaumentossignificativos en la tercera semanarespectode la primera

(Mann-Whitney U (89, 11) = 19, p < 0.020), y de la segunda(Mann-WhitneyU (74.5,
25.5) = 27, p cz 0.100).Tambiéndesdela primeraa la cuartasemana(Mann-WhitneyU (74,
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26> = 27, p < 0,100). Sin embargo,al igual que en el casode esculetina,tiene lugar un

descensosignificativo en la quinta semanarespectode la tercera(Mann-WhitneyU (5.5, 84i)

= 8, p < 0.002),y de la cuarta (Mann-WhitneyU (1&5, 73,5) = 20, p .c 0.050).

21 meses

- Control. Descensossignificativos en la cuarta semanaen relación a la primera (Mann-

Whitney U (18, 62) = 20, p -< 0.100),a la segunda(Mann-WhitneyU (14, 86) = 19, p <

0.002), y a la tercera(Mann-Whitney U (2, 98) 10, p < 0.002). Tambiénseproducen

descensossignificativosen la quinta semanaen relacióna la segunda(Mann-WhitneyU (27,

73) = 27, p = 0.100), y a la tercera(Mann-Whitney U (Si, 94,5) = 10, p < 0,002).

- Fraxetina. Aumento significativo en la tercera semanarespectode la primera (Mann-

Whitney U (76.5, 23.5) = 27, p < 0.100). Descensoen la quinta semanarespectode la

tercera(Mann-Whitney U (10, 90) = 10, p = 0.002>.

- Esculetina.En la comparacióncronológicaentresemanasde menor a mayor,se aprecian

descensosen el tiempo de permanencia:primera y cuarta (U (23, 77) = 23, p = 0.050);

primeray quinta (U (12.5,77.5) = 16, p c 0.020); segunday cuarta (U (22,78) = 23,

p < 0.050); segunday quinta (U (12.5,77.5) = 16, p ct 0.020);terceray cuarta (U (15.5,

84.5) = 19, p ec 0,020), terceray quinta (U (7, 83> = 8, p < 0.002).

- BHT. Descensossignificativos en la quinta semanaen relacióna la primera(U ~22.5,77,5)

= 23, p < 0.050), a la segunda(U (23.5,76.5) = 27, p < 0.100),a la tercera(U (20, 80)

= 23, p cz 0.050), y a la cuarta(U (26.5, 73.5) = 27, p < 0.100).

Se puedeconcluir de esteestudio:

- A los 12 meses,fraxetinay esculetinahacenexperimentarun incrementoen el tiempo de

permanenciade los animalesen la segundasemanadel testrespectode la primera.

- A los 18 meses,con esculetinay BHT se producenincrementossignificativosen la tercera

semanarespectode la primera y de la segunda.

- A los 21 meses,con fraxetinase observaun aumentosignificativo en la tercera semana

respectode la primera.

118



RESULTADOS119 VIVO

Ca’ Testde evitaciónpasiva

Estapruebaseha realizadoal final del tratamiento,en los díassiguientes36, 37 y 41.

Los tiemposde latenciaparaentraren la cámaraoscura,tanto de[ díade aprendizaje

comoa las 24 y 120 horasdel mismo, respectivamente,seindicanen las siguientestablaspara

cadagrupode edady tratamiento.

Tabla 1. Tiempo de latenciaen el testde evitaciónpasivaa la edadde 12 meses.

TIEMPO DE LATENCIA (segundos)- 12 MESES

DÍA 1” 24 HORAS 120 HORAS

CONTROL 12.750 ±2,390 239.917 + 25.347 218.083 ±29.049

FRAXETINA 11.800 + 3.560 24&800 + 23.625 1.65.800 + 29.171

ESCULETINA 9.222 + 4.186 142.778±33.164 89.000 + 26.218

BHT 10.300 + 2.688 290.300 ±9.700 247.100 * 26.818

Los resultadosexpresanla media aritniéticadel tiempo delatencia+ el error estándar

medio para n = 12 ratones,obtenidos en el día de aprendizaje,a las 24 y 120 horas,

respectivamente.

El estudioestadísticode comparaciónmúltiple indica diferenciassignificativasen los

tiempos de latencia(p < 0.01) entreel dfa de aprendizajey a las 24 horas,y entreel día 1~

ya las 120 horas después,para todos los tratamientos.No ocurreasí cuandosecomparanlos

valores de latencia a las 24 y 120 horasen todos los tratamientos.

El día de aprendizajeno se apreciandiferenciasentrelos tratamientos.

A las 24 horas,las variacionesaparecenentre esculetinay DI-IT & < 0.05), con el

mayor tiempo de latencíaparael segundo.Estasdiferenciassonsuperioresa las 120 horas

Ip < 0.01),y ademásesculetinaexperimentaun descensosignificativo respectodel control

lp -c 0.05).
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En el análisis de la varianzade unavía, para la edadde 12 meses,no hay diferencias

entrelas mediasa p .c 0.05en el día de aprendizaje. Si existen a las 24 y 120 horas del test

(p < 0.01) (Fig. 1).
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Fig 1. Tiempo de latencia en el test de evitación pasiva a la edad cte 12 meses.

Tabla 2. Tiempo de latenciaen el testde evitaciónpasivaa la edad de 18 meses.

TIEMPO DE LATENCIA (segundos)- 18 MESES

DÍA 10

CONTROL

FRAXETINA

ESCULETINA

BHT

33.083 + 13.061

11.778 + 2.165

8.167 + 2.149

13.500 + 3.756

24 HORAS

257.000±29.085

192.445 ±44.422

277.917±22.083

283.333±l&667

120 HORAS

210.500 + 34.204

201889±28,333

256.750±20.561

298.556±1.444

Les resultados expresan la media aritmética del tiempo de latencia ±el error estándar

medio para n 12 ratones,obtenidos en el día de aprendizaje,a las 24 y 120 horas,

DIA U 24 HORAS 120 HORAS
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respectivamente.

El estudio estadístico de comparación nidítiple indica diferencias significativas en los

tiempos de latencia (p < 0.01> entre el día de aprendizaje y a las 24 horas, y entre el día 10

y a las 120 horas después, para todos los tratamientos. No ocurre así cuando se comparan los

valores de latencia a las 24 y 120 horas en todos los tratamientos.

El día de aprendizaje no se aprecian diferencias entre los tratamientos.

A las 24 horas, las variaciones aparecen para esculetina, BHT y control respecto de

fraxetina & < 0.05), con el mayor tiempo de latencia para BHTy esculetina, A las 120 horas

se produce un incremento importante de BHT respecto del control y de fraxetina (p -C 0.01).

En el análisis de la varianza de una vía, para la edad de 12 meses, no hay diferencias

entre las medias a p < 0.05 en el dfa de aprendizaje, y a las 24 horas. Si existen a las 24 y

120 horas del test (p c 0.01) (Fig. 2).
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Fig. 2.Tiempo de latencia en el test de evitacién pasiva a la edad dc 18 meses,
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Tabí a 3. Tiempo de latencia en el test de evitación pasiva a la edad de 21 meses.

TIEMPO DE LATENCIA (segundos> - 21 MESES

DÍA 10 24 HORAS 120 HORAS

CONTROL 12.667 + 2.911 216.300 1 42.659 138.900 1 41.254

FRAXETINA 8.200 ±1.800 270.600 + 29,400 214.000 ±22.601

ESCULETINA 16.333 + 2.000 300.000 ±0.000 293.333 ±6.667

BHT 11.222 ±2.338 283.600 + 16.400 266.300 ±20.993

Los resultados expresan la media aritmética del tiempo de latencia ±el error estándar

medio para ti = 12 ratones, obtenidos en el día de aprendizaje, a las 24 y 120 horas,

respectivamente.

E] estudio estadístico de comparación múltiple indica diferencias significativas en los

tiempos de latencia (p < 0.01) entre el día de aprendizaje y a las 24 horas, y entre el día 1~

y a las 120 horas después, para todos los tratamientos. Para un mismo tratamiento no existen

diferenciassignificativasentrelas 24 y 120horasdespuésdel test.Esculetinay I3HT aumentan

los tiemposde latenciade forma importanterespectodel controla las 120 horásdel test(p -<

0.01).En e] análisisde la varianzade una vfa, para la edadde 12 meses, no hay diferencias

entrelas mediasa p < 0.05 en el díade aprendizaje,y a las 24 horas.St existena las 24 y

120 horasdel test (p <
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0.01) (Fig. 3).
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Hg. 3. Tiempo de latencia en el test de evitación pasiva a la edad cJe 21 meses.
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En el estudio estadístico del comportamiento en el test de evitación pasiva, realizado

mediante Ja U de Mann-Whitney, hemos obtenido los siguientes resultados, considerando

primero cada edad independientemente:

Edad 12 meses

- Para un mismo día no hay diferencias significativas entre los tratamientos,exceptoa las 24

horas en que esculetina desciende respecto del control (Mann-Whitney U (27, Si) = 30, p <

0,100).

- Para un mismo tratamiento hay diferenciassignificativasentreel día de aprendizaje y a las

24 horas, entre el día 1~ y a las 120 horas siguientes, pero no entre las 24 y 120 horas.

Edad 18 meses

- No hay diferencias entre los tratamientos considerados en un mismo día, excepto el día de

aprendizaje con descensos del tiempo de latencia respecto del control en el caso de fraxetina

(Mann-Whitney U (30.5, 86.5) = 33, p -c 0.100), y de esculetina (Mann-Whitney U (13,

131) = 13, p < 0.002).

- Para un mismo tratamiento, hay diferencias significativas entre el día de aprendizaje y las

24 horas, y entre el día 1~ y las 120 horas, No ocurre así cuando se comparan las 24 con las

120 horas después del test.

Edad 21 meses

- El díadeaprendizaje,dnicanientefraxetinaexperimenta descensos significativos respecto del

control (Mann-Whitney U (24, 65) = 24, p = 0.100).

- A las 24 horas del test, el tiempo de latencia respecto del control se incrementa en el caso

de esculetina (Mann-Whitney U (58.5, 24) = 24, p 0.100).

- A las 120 horas del test, hay aumentos significativos en la respuesta de evitacidn pasiva

respecto de los animales no tratados, para fraxetina (Mann-Whitney U (67.5, 27) = 27, p =
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0.100>,esculetina(Mann-WhitneyU (75, 15) = 16, p < 0.050),y BHT (Mann-WhitneyU

(76.5, 23) = 23, p = 0.050).

¡ Haydiferenciassignificativasparaun mismo tratamientoentreel díade aprendizajey las 24

horas,entreel día 10 y las 120 horasdespuésdel test,pero no cuandosecomparanlas 24 y

120 horas,exceptoparafraxetina queexperimentaun descensosignificativo (Mann-Whitney

U (23, 76.5) = 23, p = 0.050).

En el estudio comparativo de las tres edades, siguiendo a Mann-Whitney, se obtienen

los siguientes resultados, considerando cada compuesto independientemente:

Control

- El día de aprendizaje,seencuentrandiferenciasentrelos 12 y 18 meses(Mann-WhitneyU

(102, 42) = 42, p 0.100), y entre los 18 y 21 meses (Mann-Whitney U (28.5, 79.5) = 30,

p < 0.100).

- A las 24 horasdel test, no aparecendiferenciascon la edad.

- A las 120 horas del test es notable el descenso en el tiempo de latencia de la edad de 21

mesesrespectode la de 12 (Mann-Whitney U (34, 79.5) 34, p = 0.100),

Fraxetina

- No existen diferencias significativas entre las distintas edades el día de aprendizaje.

- A las 24 horas, el grupode 21 mesesexperimentaun incrementorespectodel de 12 meses

(Mann-WhitneyU (99, 44) = 44, p = 0.100) y respectodel de 18 meses(Mann-WhitneyU

(58.5, 24) = 24, p = 0.100).

- A. las 120 horasno hay diferencias con la edaden la respuesta,con el tratamientocon

fraxedna.
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Esculetina

- El día de aprendizaje esculetina experimenta un aumento en la latencia a los 21 meses en

comparacióncon la edadde 12 meses(Mann-Whitney ti (68.5, 12.5) = 14, p < 0.020), y

con la de 18 meses (Mann-WhitneyU (96, 12) = 1.2, p = 0.002).

- A las 24 horasdel test,esculetinaaumentael tiempode latenciacon la edad,hay diferencias

significativasentrelos 12 y 18 meses(Mann-WhitneyU (88, 20) = 21, p < 0.020), y entre

los 12 y los 21 meses (Mann-Whitney U (72, 9) = 14, p < 0,020).

- A las 120 horas, también esculetina incrementa la respuesta favorable

variacionesentrelos 12 y 18 meses(Mann-WhitneyU (1.03, 5) = 1.2, p

los 12 y 21 meses (Mann-Whitney U (81, 0) 7, p < 0.002).

con la edad. Hay

< 0.002), y entre

BHT

- El día primerono hay diferenciasen la respuestaasociadasa la edad.

- A las 24 horasdel aprendizajetampoco la edad influye significativamenteen el tiempo de

latenciaparaentraren la cámaraoscura.

- Lo mismo hay que decir a las 120 horasposterioresal test.
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Los resultados globales obtenidos en la prueba de evitación pasiva podrían resumirse

COmO se indica a continuación:

1. Los animalesqueno recibentratamientoexperimentancon la edadun descensoen

la latenciaque es significativo a las 120 horasdel test, entrelos 12 y 21 meses.

2. Fraxetinaproduceaumentosenel tiempo de latenciavariablescon la edad,a las 24

horasdespuésdel aprendizaje,entrelos 12 y 21, y entrelos 18 y 21 meses,

3. Los incrementosen los tiemposde latenciabajo el tratamientocon esculetinason

más notables con el aumento de la edad, sobre todo a las 120 horasdespuésdel

aprendizaje.

4. El efecto de BHTen el test de evitación pasiva no parece estar determinado por la

edad. Aumentalos tiemposde latencia respectode sucontrol a todaslas edades,a las

24 y 120 horaspara los 12 y 18 meses,y sólo a las 120 horaspara los 21 meses.
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iu~SULTADOS DE MEDIDA DE ANTIOXIDANTES Y DAÑO TISULAR

lIGADO

Actividad enzimática

Se ha medido la actividad enzimátictaespecíficade las cinco principales enzimas

xidantes,y de la citocromoc oxidasa(COX), en los diferentesgruposde animalespara

uno de los tratamientosestudiados(Tablas1, 2, 3, 4, 5, y 6).

Los resultadosque aparecenen las tablasexpresanla media aritmética ± error

dar paran = 12 animalesde cadagrupo de edad y tratamiento.

Dichosresultadosequivalena unidadesde medida¡ mm. mg de proteína:SOD <U),

(pmol H202), GPx total y GPx-Se (nmol NADPH>, GR (nmol NADPH) y COX (~moI

romo c oxidado).

1.27
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Tabla 1. Actividad enzimáticaespecíficade Superóxidodismutasa(SOD> en hígado.

TRATAMIENTO

SUPERÓXIDODISMUTASA - HÍGADO

(U ¡ mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 16.840 ±2.656 12.461 ±1.646 13.833 ±L828

FRAXETINA 13.260 ±2.433 10.068 ±1.190 12.305 ±2.014

ESCULETINA 11,254 ±1.810 10.087 ±1.633 13.799 ±1.035

BHT 8.309 ±2.328 9.934 + 1.396 8.841 ±0.876*

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodelgrupocontrol

(no tratado),paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.05.

La SOD no varíaconel aumentode la edadcuandolos animalesno recibentratamiento

y cuando son tratados con fraxetina y escuietina. Sin embargo, con BHT se

descensorespectodel control a las tres edades,que essignificativo a la edad

produceun

de 21 meses

(Fig. 1.).
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Fig. 1. Actividad SOD en htgado,C* p C 0.05).
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Tabla2. Actividad enzimáticaespecíficade Catalasa(CAT) en hígado.

TRATAMIENTO

CATALASA - HIGADO

(¡¿moles14202 / mm - mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 78.678 ±12.374 59.812±7.31.9 62,641 ±9.029

FRAXETINA 71.109 ±15.061 53.989±6.992 31.591±3.082**

ESCULETINA 88.650 + 31.360 58.454±10.277 31.569±3.038**

El-IT 36,993 ~ 12.976 50.001±4,797* 46.680±2,775**

Lasdiferenciassignificativasentrelos distintostratamientOsrespectodel grupocontrol

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como: * p < 0.05, y ** p < 0.01.

La actividadde la CAT hepáticadesciendede forma importantecon la edadcuando

los animalessontratadoscon fraxetinay esculetifla. En los animalescontrol no se producen

cambiossignificativoscon la edad. En el tratamientocon BHT, los valoresdesciendenpara

un mismogrupo de edadrespectodel control, pero no de formasignificativa a la edad de 12

meses(Fig. 2).

Ile

‘Oe
o
o
o.
o

o
1

00

70

50

30

lo

EDAD [meses)

flg. 2. Actividad CAT en hígado, (* p < 0.05, ** p ~ 0.01).
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Tabla3. Actividad enzimáticaespecíficade Glutation peroxidasatotal (GPx) en hígado.

TRATAMIENTO

GLUTATION PEROXIDASA TOTAL - HÍGADO

(nmolesNADPH 1 mm . mg proteína)

¡2 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 594302±46.201 416.490±38.522 352.436±42,236

FRAXETINA 517.610 ±55.123 324,480 ±37.214 244.139 ±31.988

ESCULETINA 549.370 ±59.004 381.416 ±46,977 409.805 ±50,329

£IHT 242.778 ±22.551 396.533 ±42.136 390.312 ±28.979*

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodelgrupocontrol

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < 0.05.

A la edadde 21 meses,La GPx total hepáticadisminuyócon respectoa los animales

de 12 meses,exceptocuandofuerontratadoscon BHT, que aumentósignificativamente,Para

los demástratamientos,las variacionesdentrode sugrupode edad no fueron significativas

(Fig. 3),
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RESULTADOS ¡U VIVO

Tabla 4. Actividad enzimáticaespecíficade Glutationperoxidasa(GPx-Se)en hfgado.

TRATAMIENTO

GLUTATION PEROXIDASA (GPx-Se)- HÍGADO

(pmolesI~12O2 ¡ mm - mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 530.729 ±45.126 321.326 ±29.016 294.498 ±39.270

FRAXETINA 383.460 ±46.875 218.160 ±27.394 215,017 ±24.720

ESCULETINA 386.440 ±42.255 240.090 ±29,116 347.373±24.917*

EHT 166.522 ±14.347 360.441±41,206 374.143 ±42.994

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocentro]

(no tratado),paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.05.

La actividad de la GPx-Se dependientedisminuyedesdela edad de 12 a la de 21

meses,exceptoen el tratamientocon I3HT, queaumenta,Parala edadde 12 meses,los niveles

de GPx-Se experimentanun descensonotable respectodel control, pero nc a los 18 y 21

meses(Fig. 4). Estadisminuciónquizás seaen favor de la GPx no Se dependiente.
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flg. 4. Activ¡dad GPx-Se en hCgado, (p < 0.05).
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RESULTADOS FN VIVO

Tabla 5. Actividad enzimáticaespecíficade Glutationreductasa(CR) en hígado.

TRATAMIENTO

GLUTATION REDUCTASA - HÍGADO

(timoles NADPI-1 / mm - mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 23.129 + 2.125 17.188 ±1.668 17.014 ±2.553

FRAXETINA 25.344 ±2. 190* 19.511 ±2.215 15.805 ±24)96

ESCULETINA 24.193 ±2.276* 16.217 ±2.013 16. 179 ±3.011

El-IT 27.051 ±2.397* 19.324 ±1.836* 19.906 ±3.217

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodelgrupocontrol

(no tratado),paraun mismogrupo de edadse indican como * p < 0.05.

La actividadGR disminuye con la edad. En el grupo de 12 meses,BE-IT, fraxetina y

esculetina,incrementan su actividad significativamenterespectodel control. También se

comportaasíBHT a los 18 meses,aunqueel incrementoesmenor. A. la edadde 21 mesesno

seproducenvariacionessignificativasentre Los distintos tratamientos(Fig. 5).
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RESULTADOSJA’ ViVO

Tabla 6. Actividad enzimáticaespecíficadeCitocromo e oxidasa<COX) en hígado.

TRATAMIENTO

CITOCROMO C OXIDASA - HÍGADO

(¡¿molesCIT C ox. / mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.0812±0.0112 0,0631 ±0.0081 0.0563 ±0.0061

FRAXETINA 0.0799 ±0.0124 0,0608 ±0.0074 0.0313 ±043022w’

ESCULETINA 0.0983 ±0.0217 0.0593±0.0072 0.0396±0.0041

13141 0.0714 ±0.0121 0.0515 * 0.0059 0.0471 ±O.0O34~

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado), paraun mismo grupode edadse indicancomo * p < 0.01.

La actividad COX hepáticadisminuye con la edad. Sólo en el grupo de edad dc 21
mesessehan detectadodescensossignificativosen la actividad conel tratamientocon fraxetina

y BHT, respecto del control (Fig. 6).
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RESULTADOSFN VIVO

A.2J Sistema de] 2ltltation

Los nivelesde glutationreducidoy oxidado,respectivamente,se indican en las tablas

7 y 8.

Tabla 7. Concentración

TRATAMIENTO

de glutation reducido en hígado.

12 MESES

CONTROL

FRAXETINA

ESCULETINA

3.555 :1: 0.309

4.383 + 0,425*

5.220 + 0.497*

3.612 ±0.418

3259 + 0.393

3.645 ±0,426

4.211 ±0.491

2.827 + 0.259*

3.121 ±0,247*

2.609 + 0.249* 3.367 ±0274 4.787 ±0.523

Las diferencias significativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol
(no tratado),paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.01.

Tabla 8. Concentraciónde glutation oxidadoen hígado,

GSSG(gmol/g tejido) - HÍGADO

12 MESES

CONTROL 0.097 ±0.009 0.íí5 + 0.010 0.208 ±0.019

FRAXETINA 0.087±0.012 0.098 ±0.009* 0.112 ±0.027*

ESCULETINA 0,127±0.012* 0.121 + 0.023 0.134 + 0.011 *

BHT 0.047 + 0.010 0.090 ±0.008* 0.236 ±0.034

Lasdiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado), paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.01.

GSH (Mmol/g tejido) - HÍGADO

18 MESES 21 MESES

BHT

TRATAMIENTO 18 MESES 21 MESES
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RESULTADOSIX WVO

La concentraciónde glutation reducido a la edad dc ¡2 meses ha aumentado en los

tratamientoscon fraxetinay esculetinarespectodel control, sin embargo,ha disminuidacon

131-IT.

A los 18 meses, los niveles de glutation reducido no varían con los distintos

tratamientos.En los animalesmásviejos, seproduceel efectocontrarioal que tiene lugaren

los de 12 meses,los nivelesde glutation reducidodisminuyen con fraxeUnay esculetina,y

aumentancon I3HT, aunqueno significativamente(Fig. 7).
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RESULTADOSFN VB/O

Los nivelesde glutation oxidado aumentan con la edad.A los 12 y 18 meses,los

valoresobtenidoscon los tratamientosde fraxetinay BHT son menoresrespectodel control.

No asíparaesculetina,cuyo valor es mayorsignificativamenterespectodel controla los 12

meses.

Los tratamientoscon

valoresde glutation oxidado

El glutation oxidado

tratadoscon esculetina(Fig.
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fraxetinay esculetinaa la edadde 21 meseshacendescenderlos

significativamenterespectodel control.

no experimentacambioscon la edad,cuandolos animalesson

8).
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RESULTADOSFN VIVO

A.3,/ Estrésoxidativo tisular

El daño tisular sepuedeexpresarcomo el Indice de estrésoxidativo queresultadel

cocienteGSSG 1 GSH (Tabla 9), o como la concentracidnde sustanciasreactivasal ácido

tiobarbit¡irico (TBA) (Tabla 10).

Tabla9. Tasade glutationoxidado 1 glutation reducido en hígado.

TRATAMIENTO

ESTRÉSOXIDATIVO -

(GSSG 1 OSH)

HÍGADO

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.0273 + 0.0025 0.0319 ±0.0031 0.0494 ±0,0044

FRAXETINA 0.0198 + 0.0019* 0.0301 ±0.0039 0,0396 j 0,0037*

ESCULETINA 0.0244 + 0.0020* 0.0332 ±0.0045 0.0429 ±0.0035*

BHT 0.0180 ±0.0011* 0.0267 ±0.0022* 0.0496 ±0.0056

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado), paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.01.

El índice de estrésoxidativo expresadoporel cocienteGSSG/GSHseve incrementado

con la edad.

A la edadde 12 meses,esteíndicedesciendedeforma importanteparalos tratamientos

con DI-IT, fraxetina y esculetina.

A los 18 meses,dicho indice no varíabajo el tratamientocon estascumariflas,excepto

BHT que experimentaun descensodos vecesmenorquea los 12 meses.

En el grupode edadde 21 meses, fraxetinay esculetinahacendescenderde forma

importantelos valores del indice de estrésoxidativo respectodel control. BHT pierde su

efectividada estaedadparaasemejarseal control (Fig. 9).
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Tabla JO. Concentraciónde TBArs ¿a vivo (t incubación= O mm) e Pi vi/ro (t incubación=

30 mm), en hígado.

ESTRÉSOXIDATIVO (nM MDA/g tejido) - HÍGADO

TRTTO

12

0 mm

MESES 18 MESES 21 MESES

30 mM O mm 30 mm O mio 30 mm

C 256±71 789±130 357±93 956+230 210+65 947±300

F 208±75 733+106 384±86 961+219 222±81 1015±255

E 202±83 743±156 342±108 1002±250 235±90 950±206

HHT 216+69 726+100 298+62 906+195 307±73 1116±297

TRTTO= tratamiento,C = control, F = fraxetina,E = esculetina

No existendiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupo
control (no tratado), para un mismogrupode edad.
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RESULTADOS¡ti Vivo

Los nivelesendógenosde sustanciasTEA positivas(it vivo no hansufrido diferencias
significativas (ANOVA) en función de la edad y del tratamiento(Fig. 10). Asimismo, la
concentraciónde estassustanciasproductodela peroxidación(TEA iii vta-o), no experimentd
modificacionesentre los distintos gruposde edad,y en los distintostratamientosrespectoal
control (Fig. 11).
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RESULTADOSIX VIVO

B./ CORTEZA CEREBRAL

Bid Actividad enzimática

Se ha medido la actividad enzimáticaespecíficade las cinco principalesenzimas

antioxidantes,y de la citocromoc oxidasa(COX), en los diferentesgruposde animalespara

cadauno de los tratamientosestudiados(Tablas 11, 12, 13, 14, 15, y 16).

Los resultadosque aparecenen las tablasexpresanla media aritmética ±error

estándarpara n = 12 animalesde cadagrupode edady tratamiento.

Dichos resultadosequivalena unidadesde medida¡ mm. mg de proteína:SOD (U),

CAT (¡¿mol 14202), GPx total y GPx-Se (nmol NADPH), GR (nmol NADPH> y COX (¡¿mol

citocromo c oxidado).
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Tabla 11. Actividad enzimática específicade Superóxidodismutasa(SOL»en cortezacerebral.

TRATAMIENTO

SUPERÓXIDODZSMUTASA - CEREBRO

(U 1 mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 3.357 ±0.342 3.706 ±0.294 3.557 t 0.121

FRAXETINA 4242±0126* 3.719±0417 3.926±0-409

ESCULETINA 5.655 ±0.595** 4,905 ±0442* 4.582 ±0.205w

BHT 6.512 ±0.540** 4.511 ±0.497 2182 ±Q374*

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(río tratado), paraun mismo grupo deedadse indican como: * p -C 0.05, y ** p C 0.01.

La actividad SOl) permanececonstantedesde los 12 hasta los 21 meses,cuandolos

animalesno recibentratamiento.Sin embargo,desciendemoderadamentecuandosontratados

con fraxetinay esculetina,y de forma más marcadacon BHT. En el grupodc 12 masesse

apreciaun incrementode la actividad respectodel control con los tres tratanhiefltO4,en el

ardenBHT, esculetinay fraxetina. Sin embargo,a los ¡8 mesessólo esculetinapermanece

superior al control. En el grupo de 21 meses, BHT y esculetinaexperimentancanibio

importantesrespectoal control,el primerodescendiendoy el segundo aumentando(Fig. 121.
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RESULTADOS ¡ti VIVO

Tabla 12. Actividad enzimáticaespecificade Catalasa(CAT) en cortezacerebral.

TRATAMIENTO

CATALASA - CEREBRO

<¡¿moles14202 / mm - mg protefna)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 3.491 ±0.192 2317 ±0158 3.217 ±0.349

FRAXETINA 2.514 ±0,262 3.782±0.291 2.934 ±0,326

ESCULETINA 2.962 ±0.217 3.566 + 0,318 3,814 ±0.406

BHT 3.281 ±0.272 2.510 + 0,291 2.796 ±0.359

No existendiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupo

control (no tratado>,paraun mismo grupo de edad a p < 0.05.

No se aprecian variaciones significativas en la actividad de la catalasa de corteza

cerebral, ni dependientes de la edad ni del tratamiento (Fig. 13).
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RESULTADOSIN VIVO

Tabla 13. Actividad enzimáticaespecíficade Glutationperoxidasatotal (GPx) en cerebro.

TRATAMIENTO

GLUTATION

(nmoles

PEROXIDASA TOTAL - CEREBRO

NADPH 1 mm - mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 23.598 ±2.464 18.377 + 2.006 19.626±1,529

FRAXETINA 31.219 ±1,794* 23.416 ±2.509 20.346±2.512

ESCULETINA 28.258 + 1.083* 20.111 + 2.007 21.995 ±2.503

BHT 30.052 ±2.737* 25.952 ±3.092 21.058±2.937

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < 0.05.

Fraxetina,BHT y esculetinaprodujeronaumentosconsiderablesen la actividad GPx

total a la edadde 12 meses.En los otrosgruposde edadno existenvariacionessignificativas

dependientesdel tratamiento y dependientesde la edad. Cuando los animalesno reciben

tratamiento,la actividad GPx total no experimentamodificacionescon la edad(Fig. 14).
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RESULTADOSIX VIVO

Tabla 14. Actividad enzimáticaespecfficade Glutation peroxidasaSe dependiente<QN-Se)

en cortezacerebral.

TRATAMIENTO

QLUTATION PEROXIDASA <QPx-Se)- CEREBRO

(nmolesNADPH ¡ miii . mg proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 19.949 + 1.950 17.952 1 2.103 18.537±2.805

FRAXETINA 25.014±L949* 20.344±2.055 17.304 1 2.131

ESCULETINA 21.385 + 1.770* 18.867 + 1.954 18.876±2391

BHT 20.664 + 1.907* 20.036j 2.991 15.783±1,887

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado),paraun mismo grupode edadseindican como ~‘ p < 0.05.

La actividadde esteenzimano varia significativamentecon la edad.Tampococon el

tratamiento,exceptoa los 12 meses,con el mayor incrementodebidoa f’raxetina, Esculetina

y BHT sólo experimentan un aumento moderado respecto al control (Fig. 15).
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RESULTADOSIX VIVO

Tabla 15. Actividad enzimáticaespecíficade Glutation reductasa(GR) en cortezacerebral,

TRATAMIENTO

GLUTATION REDUCTASA -

(nmolesNADPH 1 mm . mg

CEREBRO

proteína>

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 6,255 ±1.712 5.082 ±1.962 6.922 ±1.620

FRAXETINA 7.39t + 1.554 6.661 + 1.703 7.012 ±2.827

ESCULJETINA 6.008 + 1.699 7.942 + 2.023 8.815±2.707

BHT 7.119 ±1.002 7.532 + 1.997 6.824 ±1.108

No existendiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupo

control (no tratado),paraun mismo grupode edad a p < 0.05.

La actividad GRde cerebro permaneció invariable con la edad y el tratamiento

(Fig. 16).
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RESULTADOS¡ti VIVO

Tabla 16. Actividad enzin4ticaespecfficadeCitocromoc oxidasa(COX) en cortezacerebral.

TRATAMIENTO

CITOCROMO C OXIDASA
(¡¿molesCIT C cx. ¡ mg

- CEREBRO

proteína)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.0235 ±0.0019 0.0221 ±0,0017 0.0255 ±0.0005

FRAXETINA 0.0243±0.0014 0.0357 ±0.0029* 0.0430±0.0055*

ESCULETINA 0.0357 + 0.0037* 0.0449 ±0.0031* 0.0467±0.0025**

BHT 0.0451 ±0.0022** 0.0201 ±0.0011 0.0214 ±0.0O11~

Las diferenciassignificativasentre los distintostratamientosrespectodel grupocontrol

<no tratado),paraun mismo grupode edadse indican como: * p < 0.05, y ** p < 0.01.

La actividad COX no experimentavariacionescon la edadcuandolos animalesno

recibentratamiento.A la edad de 12 meses se vio incrementadasu actividad con BHT y

esculetina.A los 18 y 21 meses,la actividadexperimentaun descensomoderadocon BHT.

Fraxetinay esculetinaincrementanlos nivelesde COX con el aumentode la edad

(Fig. 17).
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RESULTADOSIX VIVO

13.2./ Sistema del 2lutation

Los nivelesde glutation reducidoy oxidado,respectivamente,seindican en las tablas

17 y 18.

Tabla 17. Concentraciónde glutationreducidoen cerebro.

GSI-I (pmol/g tejido) - CEREBRO

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.242 + 0.025 0.205±0.067 0.199 ±0.072

FRAXETINA 0.257 ±0.022* 0.227 ±0.072 0.202 ±0.059

ESCULETINA 0.283 ±0.028* 0.239 ±0.085 0.229 ±0.078

131-iT 0.201 ±0.019* 0.195 ±0.069 0.211 ±0.065

Tabla 18. Concentraciónde glutationoxidadoen cerebro.

GSSG(pmolfg tejido) - CEREBRO

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.0361 ±0.0029 0.0617 ±0.0065 0.0787±0.0079

FRAXETINA 0.0221 ±0.0018* 0.0715 ±QJJOSI 0.0778 ±0.0080

ESCULETINA 0.0254±0.0023* 0.0712 ±0.0058 0.0802 ±0.0069

I3HT 0.0216 ±0.0019* 0.0575 ±0.0052 0.0849 ±0.0074

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado),paraun mismo grupode edad se indicancomo * p C 0.05.

La concentraciónde glutationreducidoha disminuido moderadamentede los 12 a los

18 meses. Sin embargo, no ha variadosignificativanientede los 18 a los 21 meses. Tampoco

sehanencontradodiferenciassignificativasentrelos distintostratamientosparacadagrupodc

edad(Fig. IB).
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Por otro lado, los niveles de glutation oxidado han experimentado incrementos

importantes(p < 0.05) con la edad. Solamente en el grupo de edad de 12 meses se han

observadodescensossignificativos de todos los tratamientosrespectodel control (no tratado),

y tambiénen el casode BI-1T a los 18 meses(Fig. 19).
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B.3./ Estrésoxidativo tisular

El daflo tisular se puedeexpresarcomoel Indice dc estrtsoxidativo que resultadel

cociente<3550 1 0514 (Tabla 19), o como la concentraciónde sustanciasreactivasal teldo

tiobarbitdrico (TBA) (Tabla20).

Tabla 19. Tasade glutation oxidado 1 glutation reducido en corteza cerebral.

TRATAMIENTO

ESTRÉS OXIDATIVO - CEREBRO

(055<3 10514)

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 0.149 ±0.013 0.301 t 0.039 0.395 ±0.045

FRAXETINA 0.086±0.008* 0.315±0.033 0.386±0.041

ESCULETINA 0.090 + 0.009w 0.298 ±0.035 0.350 ±0.052

BHT 0.107 ±0.009>4 0.295 ±0.040 0.402 ±0.049

Las diferenciassignificativasentrelos distintostratamientosrespectodel grupocontrol

(no tratado),paraun mismo grupode edadse indican como * p < 0.05.

El Indice de estrésoxidativo expresadopor el cocienteGSSGIGSH,ha aumentado

significativamentecon la edad,de los 12 a los IB meses.En el grupo dc 12 meses,los

distintostratamientosdesciendenel indice de estr¿5de forma importanterespectodel control

(no tratado), con los menoresvalorespara fraxetina y esculetinaen comparaekincon BHT

{Fig. 20).
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Tabla 20. Concentraciónde TBArs 1,, vivo (t incubaclón= O mm) etu ‘Afro (1 incubación —

30 mm), en cortezacerebral.

ESTRÉSOXIDATIVO (nM MDA lg tejido) - CEREBRO

TTMO

12 MESES 18 MESES 21 MESES

O mm 30 mm O mm 30 mm O mm 30 mm

C 370±85 1430±191 411±79 1806±357 274±64 1643±278

F 317±91 1379±170 379±90 1693±401 424±80 1790±341

E 321±80 1358±186 432±97 1789±308 376±99 1719±491

BHT 326±98 1384±215 397±89 1701 ±433 310±79 1661±301

TTMO = tratamiento,C = control, F = fraxetina, E = esculetina

No exiLen diferenciassignificativas entre los distintostratamientosrespectodel grupo

control (no tratado),paraun mismogrupo de edada p C 0.05.

La concentraciónendógenade sustanciasreactivasal TBA 1.¡ W~ (Fig. 21) no sufrid

cambiossignificativos con la edady el tipa de tratamiento>al igual queel TBA (it vftro

(Fig. 22).
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encontrado direrencias significativas comparando las das muestras

biológicas,hígadoy cerebro,en la tasade sustanciasTBA positivas¡a vivo. Sin embargo,la

estimulaciónde la peroxidacióntisular provocaniveles más e!evadosde sustanciasreactivas

al TEA en el cerebro.
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En síntesis,los resultadosglobalesobtenidosen las determinacionesbioquímicas,se

indican a continuación:

11Cg ado

- SOl), CAT, GSH y TI3Ars (iii vivo e la virro) no varian con la edadcuando los
animalesno reciben tratamiento. Sin embargo,mientras GPx total, GPx-Se,GR y

COX disminuyencon la edad,GSSGy GSSG/GSHaumentan.

- El tratamientode los animalescon R¡IT producedeplecciénde la 5013a la edadde

12 y 18 meses,pero sólo significativamentea los 21 meses,respectodel control.Con

fraxetina y esculetina,se producentambiéndescensosen la SOl) a las tres edades,

pero no de formasignificativa.

- La actividad CAT experimentadescensossignificativoscon fraxetina,esculetinay

RUT a los 21 meses,respectode su control. Tambiéndesciendecon RUT a los 18

meses.

- GPx total experimentaincrementoscon el tratamientode RUT a los 21 meses,

respectodel control. Con fraxetinay esculetina,dichaactividaddisminuyecon la edad

pero no significativamente.

- QN-Se desciendebajo el tratamientocon fraxehina,esculetinay BI-IT a los 12

meses,respectodel control. Sin embargo,aumentacon la edaden el tratamientocon

RuT.

- GR aumentacuandolos animalesson tratadoscon fraxelina,esculetinay Rl-iT a

los 12 meses,respectodel control.

- COX desciendea los 21 mesescon la administraciónde fraxelina,esculetina(no

significativamente) y Rl-IT, respecto del control.

- 0511 aumenta a los 12 meses con la administración de fraxetinay esculetina,y

disminuye con la de RUT, respectodel control. A los 21 mesesdisminuye con

fraxetina y esculetina,y aumenta con RUT (no significativamente),respectodci

control.
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- 0550 disminuyea los 12 y 18 mesescon el tratamientocon fraxetinay BHT, y

a los 21 mesescon fraxetinay esculetina,respectodel control.

- GSSG/GSIIdesciendea los 12 mesescon la administraciónde fraxetina,esculetina

y RUT, a los 18 mesescon MIT, y a los 21 mesescon fraxetinay esculetina.

- TBArs la vivo e la vitro no han sufridodiferenciassignificativasen función dc la

edady del tratamiento.

Cerebro

- SOl), CAT, CPx total, GPx-Se,OR, COX, 051-1 y TI3Ars (la vivo e la vúro) no

varíancon la edadcuandolos animalesno recibentratamiento.Porel contrario,0550

y 0550/0514seven incrementadoscon la edad.

- La 5013 aumentaa los 12 mesescuandolos animalesson tratadoscon fra,<etina,.

esculetinay BI-IT, tambiéna los 18 y 21 mesescon esculetina.Sin embargo,a los
21 mesesdesciendecon el tratamientode Rl-IT.

- CAT no variani con la edadni con el tratamiento.

- GPx total aumentaa los 12 mesescon la administracióna los animalesde fraxetina,

esculetinay RHT, respectodel control,

- GPx-Se experimenta incrementosa los 12 meses cuandolos animales reciben

fraxetina,esculetinay DIC.

- GR no variani con la edadni con el tratamiento.

- COX se incrementaa los 12 mesescon la administracióna los animalesde MIT y

esculetina.Sin embargo,desciendecon 111-IT a los 18 y 21 meses.

- GSII no varia ni con la edadni con el tratamiento.0511aumentaa los 12 mesescon

la administración de fraxetina y esculetina,y disminuye con BHT, respectodel

control.
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- 0550 disminuye a los 12 meses con fraxetino, esculetina y BIIT, y a los 18 meses

disminuye con RUT, respecto del control.

- 0550/0511 disminuye a los

Rl-IT, respecto del control.

- TBArs (a vivo e la ‘Airo no

edad y del tratamiento.

12 mesescon fraxetina,esculetina,y sobretodo, con

han sufrido diferencias significativas en función de la

A la vista de esta síntesis, los marcadores hepáticos de estrés oxidativo parecen mis

susceptibles de variación que los de corteza cerebral, mediante la administración de

antioxidantesexógenos.

En el reajuste que sufren los antioxidantesendógenos,se produce un efecto

compensatorio entre los mismos que finalmente da lugar a unadisminuciónen el Indice de

estrés oxidativo GSSG/GSH. En hígado, la manipulación farmacológica es más sobresaliente

a las edadesmás extremas. En cortezacerebral, el status oxidante/antioxidantesufre las

mayoresvariacionessignificativasa la edad de 12 meses.
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4.1. DISCUSIÓNDE RESULTADOSDE COMPORTAMIENTO

Los tests de comportamientoespecialmentedesignadospara la investigacióncon

roedores, pueden ser de granvalor paragerontólogosexperimentalesqueempleannutrientes

o fármacos intentando retardar la senescencia. En este sentido, los compuestos que nosotros

hemos estudiado pueden considerarse ambas cosas: son fármacos, que por las dosis

administradas, tienen calidad de nutrientes.

Sin embargo, aunque ciertas funciones comportamentales especificas son deterioradas

con la edad, otros comportamientosno se ven afectados.Por ello, es necesarioprimero

caracterizar los ddficits en el comportamiento más sobresalientes que se producen con e]

aumento de la edad, para elegir los tests más adecuados.

Esta utilidad de los tests de comportamiento ha sido reconocida por Tappel (1973) y

por Miquel (1979a) en sus trabajos sobre los efectos de varios antioxidantes en la vitalidad y

vida media del ratón.

La determinación de la vitalidad y decline neuromuscular dependiente de la edad y

del tratamientocon fraxetina, esculetina y BHT, se ha llevado a cabomedianteel test de la

cuerdadiseliadopor Miquel J. y BlascoM, (1978a).

Dadoque la senescenciase ve acompañadaporun descensoen el pesocorporaldela

mayoríade los ratonesde unapoblación,y que los de pesomedio o ligero son mejoresatletas

que los de peso mayor de la misma edad, hemos visto apropiado hacerun análisis de la

distribución del peso corporal. Por tanto, la simple valoración del test como porcentaje de

ratones capaces de trasladarse hacia un poío en el tiempo establecido, sin rererencia a su peso

corporal, no expresa una estimación conipleta e íntegra de la extensiónreal del grado de

deterioro muscular sufrido por los animales de distinta edad y tratamiento. Por esta razón,

hemos expresado los resultados como biomasa transportada, minimizando así la influencia

favorable del peso corporal ligero.

Por otro lado, se ha mostrado que la utilización de oxigeno total de los ratones macho

CS7BL/6Jcomienzaa disminuir aproximadamentea partir de los 12 meses (Harrison, 1982).

Esto puede estar relacionado con la dificultad en la ejecución del test. Es posible, siguiendo

esta consideración, que la efectividad de la esculetina y del BHT se haga notar con el

comienzo del declinar neuromuscular, como lo expresannuestrosresultadosen el test a los

18 meses.

Es posible que el influjo positivo de estos compuestos y su seguimiento continuado en
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la evaluacióndel vigor y coordinaciónmuscular,pudieraconocersemejor comenzandocon

el tratamiento de los animalesdesdelos 12 meses hasta el final de la vida. Sin embargo,

nuestrosresultadosnos proporcionanunainformaciónaproximadasobreel periodode vida del

ratón en el que estos compuestos hacen notar sus efectos. Y además hay que decir, que nuestro

propósito en el planteamiento de este trabajo, no era conocer los efectos de estos compuestos

en el seguimiento del comportamiento del ratón con el avance de la edad, sino la influencia

de los mismos en grupos puntuales de edad (12, 18 y 21 meses) con un tiempo relativamente

corto de tratamiento.

En este sentido, por seguimiento del descenso de peso corporal del ratón puede ser

evaluado el decline fisiológico en una población de animales viejos, cuando prácticamentetoda

la cohorte está aún viva, En favor de la utilidad del test de la cuerda> Miquel (1978a) ha

comprobado que en ratones control y tratados con antioxidantes, la supervivencia media es un

dato que se obtiene varios meses después del descenso en el 50 %de animales que responden

con éxito a la prueba. Esto es muy favorable, pues reduce el tiempo necesario para completar

un experimento de comportamiento con modificación de la tasa de envejecimiento. Además,

la determinación predictiva del envejecimiento por esta técnica puede proporcionar datos más

concluyentessobrelos efectosbeneficiososo perjudicialesde un tratamientofarmacológicoo

nutricional que un análisis de cinéticas de mortalidad.

Entre los tests de comportamiento más adecuados para nuestro studio, el presente test

de la cuerda fue seleccionado como prioritario a la vista de la bibliografía (Miquel, 1978a;

Dean, 1981). Y aunque se deberían apreciar descensos más notables en la ejecución por parte

del ratón senescente, nosotros no hemos encontrado diferencias significativas de éxito en los

animales control entre las diferentes edades,

La prioridad de este test, en contraste con las técnicas convencionales (ejecución en

disco rotatorio, actividad exploratoriay aprendizaje)(Wax, 1975; Elias, 1975; Eleftheriou,

1975), se fundamenta en el hecho de que el estrésque sufreel animalporestarasentadosobre

unacuerda,puedemovilizar susreservasvitales, queseven incrementadasbajo circunstancias

adversas.Esto puede estaren concordanciacon el conceptode que las diferencias entre

individuosjóvenesy viejos, tratadosy no tratados,lleguena sermásevidentescuandotienen

queejecutaruna pruebaporencimade susreservasfisiológicas.

Desórdenes en la función motora se han atribuido a las EAO, responsables de la

degeneraciónselectivade las neuronasmotoras. Por ello, es de gran interés evaluar el

comportamientoanimal medianteuna técnicasencilla,como el testdel rora-rod, que valore

dicha función.
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En la evaluaciónde la coordinaciónmotorade los animales,mediantela pruebaen

el cilindro rotatorio (rota-rod), no hemosencontradodiferenciasimportantesen los tiempos

depermanenciaparalos distintosgruposde edady tratamiento.Únicamentesetui observado

incrementossignificativos en la segundasemanacon el tratamientode fraxetinay esculetina,

a la edadde 12 meses;en la tercerasemanacon esculetinay BHT, a los 18 meses;y también

en la tercerasemanacon fraxetina,a los 21 meses.Sin embargo>los animalescontrolde cada

grupode edad,o bienexperimentandescensosen el tiempo de permanencia,a medidaquese

repiteel test, o bienno se observanvariacionessignificativasentrelas distintassemanas.De

cualquier forma, los resultadosobtenidosa partir de los tratamientoscon los productosen

estudio,no expresanun modo de comportamientodefinido que los caracterice.Quizás, para

esteestudio,dicho testno poseela suficiente sensibilidadparaestimarlas modificacionesque

se producenen la coordinaciónmotoradependientesde estamanipulaciónfarmacológica,y

asimismo,del deterioroasociadoa la edad,Su utilidad estará,más bien, enfocadaa evaluar

la acción de fármacos,depresivoso antidepresivos(Hassert, 1961), cuyo efecto en los

animalesde experimentaciónes muy sobresalientey evidente. Por tanto, el testdel rota-rod
no nos pareceuna técnicaespecialmentesensibleen estudiosgerontológicos.

Al igual que la mayoríade los sistemasdcl organismo,el sistemanervioso central

(SNC) sufredegeneraciónsignificativa con la edad produciendodeterioro funcional. Y entre

una de sus manifestacionesdestacauna cierta incapacidadde los animalesen el aprendizaje

y en la memoriaparaevitar un estímulo nocivo medianteinhibición de una respuestaque

normalmentetiene lugar con tina elevadaprobabilidad.La evaluaciónde la alteraciónde esta

conductaes la que fundamentael test de evitación pasiva, utilizado en Farmacologíay

Neurobiologiaparael estudio de fármacosque modifican la función de la memoria, o que

producenmejoramarginaly/o selectivaen ciertospacientesgeriátricos.Además,en favor de

la utilidad de estetestparanuestrotrabajo,hay que decirque, en estudioscomportanientales

dependientesde la edad con ratonesCS7BL/61 (Dean, 1981), el déficit más preciso y

sobresalienteseobservóen el test de evitaciónpasiva,en el quelos ratonesviejos mostraron

tiemposde latencia significativamentemás cortos que los jóvenesparapasaral interior de la

cámaraoscurade shoclc.

Los resultadosde nuestrasexperienciascon los animalescontrol, en la respuestade

evitaciónpasiva,seaproximanal estudiocitado anteriormente,esdecir, experimentancon la

edadun descensoen el tiempo de latencia, que es significativo a las 120 horasdel test. El

tratamientocon fraxetina, sin embargo>produceaumentosen el tiempo de latenciavariables

con la edad a las 24 horasdespuésdel aprendizaje,entre los 12 y 21, y entre los 18y 21

meses.Los incrementosen los tiemposde latenciabajo el tratamientocon esculetinasonmás
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notablescon el aumentode la edad,sobretodo a las 120 horasdespuésdel aprendizaje.El

efecto de 111-IT, por el contrario, no pareceestardeterminadopor la edad,sin embargo

aumentalos tiemposde latenciarespectode su control a todaslasedades,a las 24 y 120 horas

paralos 12 y 18 meses,y sólo a las 120 horasparalos 21 meses.

En la comparaciónde estostres compuestos,y a la vista de los valoresobtenidosen

el tiempo de latencia,podríamosdecirque, fraxetinaproduceunafacilitaciónenel aprendizaje

de la prueba(incrementasignificativamenteel tiempo de retencióna las 24 horasdespuésdel

test); esculetinano sólo mejora la adquisiciónde la prueba (24 horas) sino que facilita su

recuerdo(120 horas)al igual que BHT. Mientras las cumarinasparecenejercer sus efectos

más favorablescon el avancede la senescencia,El-IT se muestraeficaz a las tres edades

consideradas.

Por otro lado, los cambios en la fisiología cerebral (y por tanto comportamental)

dependientesde la edad puedenestar asociadoscon el daño oxidativo, es decir, con la

oxidación de sus proteínas,por ejemplo, y puedeserun determinantecritico de la función

cerebral(Ames, 1993; Harman, 1993). Y así, seha comprobadoque el tratamientocrónica

de animalesviejos con compuestosseavengercausaun descensoen los nivelesde proteína

oxidaday un aumentoen la glutaminasintetasa(GS)(seencuentradisminuidaen animales

viejos). Sin embargo,cuandocedeel tratamiento,la concentraciónde proteínaoxidaday de

OS vuelvenal nivel anterior al tratamiento.En los animalesjóvenes,por el contrario, no se

observamodificación significativa (Carney, 1991).A la vista de estasexperiencias,y con la

estimaciónde resultadosque hemos hecho en el test de evitación, cabríala posibilidad de

atribuir a fraxetina y esculetinalos mencionadosefectosseavengeren la prevencióndel daño

oxidativo proteico, teniendo en cuenta que ciertas regionesdel cerebrotienen grandes

concentracionesde hierro (metal cataliticamente implicado en la producciónde especies

radicalariasde oxigeno) (Ames, 1993; Yu, 1994) y que estos compuestostienen capacidad

quelantedel mismo. Por tanto,el incrementoasociadoa la edaden la vulnerabilidaddel tejido

cerebrala la oxidación,puedeserdisminuidopor compuestosantioxidantes,comosonlos que

ocupannuestrainvestigación.

La facilitaciónen el aprendizajepodríatambiénatribuirseal efecto tónico ejercidopor

estascumarinasen la actividadcortical quesevedisminuidaen la senescencia(Petkov,1987).

En estesentido> seha comprobadoque el BHT disminuyelos efectosde unadeficiencia de

colina en los sistemashepático,renal y cardiovascular,particularmentepor la disminuciónde

las lesionesen estos tejidos (protecciónfrente al daño oxidativo), y por el descensoque

produceen la colinesterasa(F3ranen, 1975). Estosefectosson correlativoscon los resultados

quehemosobtenido en la metodologíacomportamental(evitaciónpasiva),pueslos déficits de

colina (Bartus, 1980; N¡shizawa,1991)semanifiestanen un deterioroen comportamientosque

precisanmemoria y retenciónde eventos. La facilitación en la retencióny, por tanto, el
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aumentodel tiempo de latenciaen la evitaciónpasiva,en los animalestratadoscon fraxetina

y esculetina,podríatranscurrirpor un mecanismosimilar al BHT. Estaacción,si cabe,de

nuestroscompuestosfenólicos, podría llevarse a cabo por una protección de receptores

colinérgicos(Ma, 1993) frente a la oxidación proteica(Ames, 1993).
Aunquemás adelantehablemosde las modificacionesen los nivelesde antioxidantes

enzimalticos, viene al caso mencionar la relación que se puede establecerentre el

comportamientoanimal y la concentraciónde antioxidantesendógenospor manipulación

farmacológica.Y así, seha puestode manifiestounamejoraen la memoriade monosviejos,

estadísticamentesignificativa, por el tratamientocon el antioxidantecentrofenoxina(Dean,

1981), el cual produceun incrementoen la actividadde la glutationreductasade cerebrode

rata(Khanna, 1992).

Parece razonable, por tanto, estableceruna asociaciónentre los efectos de las

cumarinasestudiadasen los tests de comportamientoy las determinacionesbioquímicas

obtenidas.
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4.2. DISCUSIÓNDE RESULTADOSDE LA MEDIDA DE ANTIOXIDANTES Y DEL

DAÑO TISULAR

El objetivo de estetrabajo itt vúro, a partir de muestrasbiológicas,bígadoy corteza

cerebral, pretendecontribuir al conocimiento sobrelas EAO y peroxidacióntisular como

factoresimplicadosenel envejecimiento,y el papelcontrovertidode los antioxidantesendicho

proceso.Con estapauta,se ha llevado a cabo la determinaciónde las principalesdefensas

antioxidantesendógenasy de la peroxidaciónlipidica, como indicadoresdel gradode estrés

oxidativo asociadoal envejecimiento,en ratonesmacho CS7BL/6J de 12, 18 y 21 meses,

tratadoscon fraxetina,esculetina,y BHT.

En estudios¡a vivo (roedores,Drosophila) realizadoscon antioxidantesde origen

natural y sintético,seha comprobadoun incrementoen la expectativadevida media,pero

no de la vida máxima,esdecir, un retrasoen el procesode envejecimientosin modificación

del mismo (Harman, 1961; 1968; 1969; 1978; 1981; Comfort, 1971). Sin embargo,estos

trabajossedestinaronexclusivamentea medir la expectativade vida, y no sereforzaroncon

el exalmen de parámetrosfisiológicos y del status oxidativo de los animales tratadoscon

antioxidantes,como una función de la edad(Yu, 1994).

Por otro lado, algunas investigaciones(Ross, 1969; Harman, 1993) han intentado

estableceruna relaciónentrela expectativade vida del animal de experimentación,y los

niveles de actividadenzirnáticade diversosórganos,por modificación de alguno de los

ingredientesde la dieta, o por reduccióncalórica. Con estasreferenciasy las mencionadas

anteriormenteacercadel incrementoen la longevidad por medio de dietas antioxidantes

(Marinan, 1961; 1968; 1969; 1978; 1981; Comfort, 1971), hemos estudiadolos cambios

experimentadosen los principalesantioxidantesendógenos(asociadoscon la edad)y el grado

de dalio tisular, en hígadoy cortezacerebral,de ratonesCS7BL/6Jde diferentesedades,por

administracióncrónicade fraxelinay esculetina.Como patrónde referenciaseha utilizado el

butil-hidroxitolueno (BHT) (Sgaragli, 1993; Kaneko, ¡994), cuyos efectos tóxicos son

virtualmenteausentestanto en roedorescomoen primatestratadoscrónicamenteconunadosis

de50 mg/Kgo menor(Branen,1975).Estecompuesto,asícomoel butil-hidroxianisol(BHA),

previenela oxidaciónde lípidos pordonaciónde un hidrógenoa las BAO. En la seleccióndel

patróncabíala posibilidadde emplearBHA, antioxidantetambiénampliamenteutilizado como

aditivo alimentario, pero debido a su mayor velocidadde excrecióndel organismoanimal

(Cha, [982), nos inclinarnospor el primero.También nos parecíarazonableel uso de DI-IT

porquela ingestión crónica del mismo tiene efectosbeneficiososcuandola vitamina E está

160



DJSCUSíC5NDE RESULTADOS1W VIVO

disminuida o es escasa,y porque modifica la toxicidad aguda de muchos metabolitos

mutágenosy carcinógenosmedianteun incrementoen las enzimasque metabolizanfármacos

(Cha, 1982). El BHT actúa similarmente a la vitamina E en la dieta preventiva de

reticulocitosisy encefalomalaciaen poííos (Marco, 1961; Machlin, 1960); en la prevención

de la oxidaciónde la grasahepáticade mono; en la prevenciónde hígadograso,etc.

Es muy probable, como ocurre con el BHT, que la administración exógenade

cumarinasproduzcaun reajusteen los niveles lipidicos, y en los antioxidantesendógenos

(I3ranen, 1975;Lefllane, 1993).

Los cambios que nosotroshemosobservadoen los defensasantioxidantesyenel grado

cJe daño tisular, son moderadosrespectoal grupocontrol no tratado, ya que las dosisde
cumarinaadministradason relativamentebajas, y equivalena las recomendadasen unadieta

diaria con BHT (Branen, 1975). La elecciónde esta dosis y los cambiosobservadosson

congruentescon los estudiosde Ross(1969),en los que observóque la expectativade vida

eramenor y la incidenciade tumoresy otrasenfermedadesera mayor enlas ratas,cuandoen

sus dietasse incluían ingredientesque provocabanun cambio muy notableen la actividadde

diversosenzimas.Es más, seha comprobadoque los nivelesmuy incrementadosdc SOD en

ratonestransgénicostienenun efecto deletéreo(Harman. 1993; Meléndez,1993).

Por otro lado, estascumarinasno se incluyen en el pienso ni en la bebidade los

animales,cuya ingestaes cid Ubiíurn, sino que son administradasvía oral mediantesonda

gástrica.Esto suponeuna dosificaciónbastanteseguraduranteel tiempo de tratamiento.Los

estudios realizados hasta el momento con otros antioxidantes (BHT, I3HA, 2-

mercaptoetilamina.etoxiquina,etc.) incluyen dichascompuestosen la comida o bebidadel

animal,y porello, la dosisqueingierecadaindividuo sólopuedecalcularseconaproximación.

Conestasdietassemisintéticasseha hechoevidenteuna pérdidade pesoy de grasacorporal

en el animal (Comfort, 1971),atribuiblea dosposiblesfactoresprincipalmente,biena la dieta

antioxidantepersé, o bien a un descensoprogresivoen la ingestaque resultadesagradableal

animal con el nuevocomponenteporquemodifica las característicasorganolépticasde la dieta.

La causapodríaser más fácilmente conocidacon nuestrametodología.Y así, las variaciones

de pesoy de antioxidantesendógenosserianatribuiblesdirectamenteal mecanismoporel que

actúanestos compuestosfenólicos. Podríatener relación con el procesoque tiene lugar

mediantela resfricción calórica, ya que con ella se hanobtenido en ratasviejas,nivelesde

actividadenzimáticasimilaresa los de ratasjóvenes,incluso Incrementosenla expectativade

vida mediay máxima,aproximadamentedel 50%(Ames,1993;Harman,1993).Li restricción

calórica que disminuye la lasa metabólica y, por <mito el consumode oxígeno, ~

responsableen definitiva de un menor nivel de producciónde peróxido de hidrógeno
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nuitocondrial (Ames, 1993). Además, las EAO constituyenuna claseimportantede agentes

que estimulan la división celular, por eso, la disminuciónde la tasametabólicahace mata

eficiente la reparacióndel DNA, y por tanto, es un factor de protección frente al dalia

oxidativo del mismo. El paralelismo entre la restricción calórica y la administraciónde

antioxidantessepodríaestablecerporel hechode que éstascon suacciónseavengerdeEAO

disminuyenla mitosiscelular (Ames, 1993).

Si la tasametabólicaesdirectamenteproporcionala la producciónderadicaleslibres

de oxígenoe hidroperóxidosy al estrésoxidativo consecuente,parecelógico que las defensas

antioxidantesesténasociadascon el potencialmetabólico(oxigenototal consumidodurante

la vida; variablecon la edad y la especieanimal) (Sohal, 1993b),y tambiéncon un aporte

exógenode antioxidantes(Harnian, 1993).Y así, la disminución de algunosantioxidantes

endógenosy el incrementode otros, con la administraciónde cumarinasy BHT (Rablmtula,

1982), podría explicarsepor un mecanismode superco¡npensacidny reajuste,que se

expresa,finalmente,en una capacidadantioxidanteglobal mayor (Harman, 1993). Este

fenómenocompensatorioen los niveles de antioxidantes,lo hemos sugerido porque, en

roedoresy Muscadornesticase ha encontradouna correlaciónpositiva entre la vida media y

la inducción de SOD, GSI-1 y GR cuandose producedeplección farmacológica de CAT

(Ldpez-Torres,1993b).

Los cambiosquenosotroshemosencontradoen los nivelesendógenosdeantioxidantes

y de productosde reacciónde radicaleslibres deoxfgeno, relacionadoscon la edad(Vertechy,

1993)y el tratamiento,parecenselectivosy variablesen ambostejidos,describiéndosetambién

diferencias entreespecies(Pérez-Campo,1993; López-Torres,1993a). Hay que tener en

cuenta la gran varibilidad interindividual que hemos observadoen un tejido determinado

procedentede un mismo grupo de edady tratamiento,peseal hecho de haberutilizado una

razade ratónconsanguínea.Estavaribilidad seapreciaa la vista de los resultados,cuyo error

estándares bastanteimportante y no permite encontrar,en muchos casos,diferencias

significativasentrepoblacionesdistintas,cuandose realizael análisis de la varlanza.

degmuchoscasos,diferenciassignificativasentrepoblacionesdistintas,cuandose realizael

análisis de la varianza.

Lasdeficienciascerebralesque seproducencon la madurezy la senescencia,estánmás

relacionadasconel fracasode las funcionesmetabólicasparaadaptarseal envejecImientO,que

con una insuficienciaen el flujo sanguíneo(Benzi, 1979). Investigacionessobreel efectode

fármacosen el metabolismocerebralutilizan modelosde hipoxia (hipoxiahipóxica,anémica
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o isqudmica) y evalúan a nivel cerebral las modificacionesexperimentadaspor sustratos,

Intermediariosde la glucolisis, intermediariosdel ciclo del ácido carboxllico, mediadores

energéticos,etc. Pero estos estudios se han de completarcon el desarrollodc modelos

crónicos,comoel presente,que estudienlos cambiosnaturalesdependientesde la madurezy

senescenciadel metabolismocerebralmediantela evaluaciónde actividadesenzimáticasy otros

parámetrosbioquímicoscomounaexpresiónde la regulaciónfarmacológica.

Previamentea la discusiónde los resultadosobtenidosen las medidasdeantioxidantes

y daño tisular en cerebro,es precisoteneren cuenta una seriede cuestiones.Algunastren

importantesdel cerebro puedensufrir distinto ajuste bioquímico como consecuenciadel

tratamientofarmacológicodebido a la heterogeneidadfuncional y anatómicadc esteórgano.

Y aunquehayamossido extremadamentecuidadososen el aislamientode la cortezacerebral

del tejido restante,hay que contar con el error de manipulaciónen la estimaciónde los

parámetrosbioquímicos.

La naturalezade las moléculasde antioxidantesendógenosno cambiacon la edad,pero

sí sus propiedadesde inducción (Benzi, 1979). Los cambiosdependientesde la edad que

sufren éstos, condicionan las respuestasal estimulo farmacológico. La elección de un

tratamientodecincosemanasla hemoshechoen función de la respuestafarmacológica,ya que

se ha observadocon diferentesfármacos,que ésta es muy notoria tras las primerascuatro

semanas.Y así, despuésde 12 semanasde tratamiento,éstaesmenosevidente(Benzi, 1979).

La respuestaenzimáticaa un tratamientocrónico puedesercualitativamentesimilar a la de un

tratamientoagudo,combinandoadecuadamentelos factoresdosis-tiempo(Benzí, [979).Dosis

elevadasproducenun efectoen la actividadenzimáticainmediato, sin embargodosisdiscretas

en un tratamientodiario duranteun largo tiempo exhibenefecto similar pero con un tiempo

mayorde latencia (Bcnzi, 1979). Esta aproximaciónpuedeserde gran validez parapredecir

las accionesde fraxetinay esculetinasobrelos parámetrosbioquímicosconsiderados,durante

distintos períodosde tiempo más o menos prolongados,y salvar asf, las limitaciones del

estudioque hemosllevado a cabo.

La relaciónGSSGIGSII, ampliamentereconocidacomounindicadordcl estadorédox

de los tejidos, se ve modificadapor fraxetinay esculetinaen ambostejidos a las distintas

edades,respectodel control,tambiénen el tratamientoconBHT. El cocientedeGSSGIGSH
experimentadopor BHT en cortezacerebral,significativamentemenorque en el control, ha

sido aún más pequeñocon fraxetina y esculetina.Se podrfa encontrarexplicación en el

aumentode la actividadde la glutatiout reduelasa(GR),sinembargo,sólo hemosapreciado

incrementossignificativos de dicho enzimaen hígado,mayorescon las cumulanQtfl COn
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BHT (Sharma,1993). Esta induccióndel enzimaOR, tambiénse ha comprobadocon otros

antioxidantescomo BHA, propil galato, alfa-tocoferol, centrofenoxina(Khanna, 1992), y

lobenzaritdisódico (4-cloro-2,2-iminodibenzoatodisódico) (Armesto, 1993). Esta actividad

incrementadapuederepresentarun mecanismode proteccióncelular que mantieneel poder

reductor requeridoparadefenderal organismodel dalio oxidativo. Y en definitiva puedan

comportarsecomo agentesque inhiban o reviertan la depleccióndel glutation asociadaa

estadosde estréso degenerativos(Joyeux,1990; Payá, 1993b; Armesto, 1993). Esprobable

que estoscompuestos,también las cumarinas, induzcan modificación en la conformación

enzimáticasin ningún cambio covalente(Khanna, 1992). Siguiendoesta idea, el descenso

experimentadopor cienosenzimasen nuestroestudio,podríaserdebidoa una inhibición no

competitivaejercidapor estoscompuestosfenólicos. Algunosenzimasque precisande Iones

metálicosparasu actividad, soninhibidos no competitivamentepor agentescapacesdeunirse

al metal esencial(Lehninger, 1984). Así ocurre,por ej., con el quelanteEDTA quese une

reversiblementeal Mg2~ y a otroscationesdivalentes,inhibiendodeun modo no competitivo

a las enzimas que precisan de tales iones para su actividad (Lehninger, 1984>. Estas

cumarinas, in vivo, podrían actuarcomo quelantesdel hierro (GPx y catalasarequieren

hierro), que esun factorprimordialen la peroxidaciónlipídica. Estainhibición no competitiva

del enzima, si es que estees el mecanismo,es reversible,esdecir, los nivelesde actividad

enzimáticaretornana los valores normalescuando cedeel tratamientoy el compuestova

siendo eliminado. En estesentido, se ha comprobadoque las modificacionesenzimáticas

producidasen roedorespor el tratamientocrónico con BHT, cedencuandose suspendesu

administración(Branen,1975). Por ello, seriaprecisoqueel aporteexógenode antioxidantes

se realizarade forma crónica.

La ausenciade cambiosen la actividadde la GPx total hepática,en funciónde la edad

y del tratamientocon las respectivascumarinas,unido al descensoque provocanen la GPx-Se

dependiente,sugierequela actividadque realmenteaumentacorrespondea la GPX no selenio

dependiente.La actividadGPx no seleniodependientees debidarealmentea la presenciade

algunostipos deglutation transferasas(Paglia,1967; Lawrence.1976).Como indicannuestros

resultados,BHT ha incrementadoambasactividades,dependientey no dependientedeselenio.

En concordanciacon estosresultados,la bibliografíadescribeuna actividad incrementadade

glutation S-transferasaen ratay ratón tratadoscon BHT y DHA (Cha, 1982). El mecanismo

por el cual inducen esta actividad aUn no se conoce, pero es posible que se produzcan

cantidadeselevadasde radicales libres establesde DHA y BHT como consecuenciade la

donaciónde hidrógeno,cuya concentraciónelevadaestimule la formaciónde gíntation y cJe

dicho enzima.Estahipótesisseapoyaen el hallazgode metabolitosradicalarloslIbresestables.

En esta línea, fraxetinay esculetinaposeenunaestructuraquímicacon gruposfenólicos
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capacesde for¡nar especiesactivasestables,al igual queDHT y DHA. Portanto,estaaccldn

que suponeun aumento en la concentraciónde los sitemasenzimáticasdetoxificadores

Inherentesen las células vivas, confiere una proteccióntisular frente a agentestóxicos y

carcinógenos.

La actividadCOX es un indice de la capacidadseróbicamáximade los animales.

La actividad en hígado disminuye con la edad en los animalescontrol, que no reciben

tratamiento,sin embargo,en cerebrono variasignificativamente.Estos resultadosconfirman

los estudiosrealizadoscon insectosy mamíferos,en los que se ha hechoevidenteun decline

en la actividadCCX con el aumentode la edad(Sohal, 1993a>.Estoshallazgossugierenque

la capacidadmáximade consumode oxigeno(no la basal)y de generaciónde radicaleslibres

pudieradisminuiren los animalescon el avancede la edad.Sinembargo,seha hechoevidente

quela inhibición parcialde la CCX puedeincrementarla produccióndeperóxidodehidrógeno

mitocondrial (Sohal, 1993a).Este bloqueoparcialdel flujo deelectronesalteralos potenciales

reductoresde algunostransportadoreselectrónicosy favorece su autoxidacióny consecuente

generaciónde anión superóxido(Sohal, 1993a). Portanto,pareceque las consecuenciasque

sederivandel descensoen la CCX soncontrovertidas.Por tanto,el descensoen estaactividad

enzimáticacon el aumentode la edad,puedetranscurrirpor un mecanismodistintoal que se

producecon la inhibición parcial de dicho enzima.

En hígado, sólo en el grupode 21 meses,hemosdetectadodescensossignificativosen

la actividad con el tratamientode fraxetina y BHT, respectodel control. Sin embargo,en

cerebro, fraxetina y esculetina producen incrementos importantes a las tres edades

consideradas.Quizás,estosresultadosde actividadincrementadaencortezacerebral,expliquen

la acción favorecedorade estascumarinasenel flujo electrónicode la cadenamitocondrialen

un tejido dondela producciónde EAO es mayorque en hfgado.

Los resultadosde las medidasde antioxidantesendógenosen hígadopuedendiscutirse

del siguientemodo:

- La deplecciénsignificativa de SOD y CAT a los 21 meses,en los aninulestratadoscon

BHT podría ser contrarrestadapor un aumentoen la concentracióndc «Sil y en la

actividadCh total, y por un descensoen la CON.

- Los descensosen la CAT a los 21 mesesproducidosporfraacetlnay escisletlna,puedenser

compensadosconun descensoen el indice de edrEsoxidalívo GSSG¡GSItyen 1* VOX.
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- El descensoen la GPx-Sea los 12 mesesbajo el tratamientocon fraxetina,esculetinay

BIIT, podría estarrelacionadocon el incrementoproducidoen la actividad GR, y como

consecuencia,con la disminuciónen el fadiceGSSG/GSH.

Del mismo modo, los resultadosde las medidasde antioxidantesen cortezacerebral,

podríanexplicarsecomo sigue:

- El incrementoen la COX a los 12 mesesbajo el tratamientocon fraxetina,esculetinay

BHT, respectodel control, puedeserconcordantecon un aumentoen la SOD, GPx total,

GPx-Se,y como consecuencia,una disminuciónen la tasaGSSG/GSH.

- La deplecciénde SODa los 21 mesesbajo el tratamientocon Rl-IT, respectode su control,

podrfareajustarsecon el declineobservadoen la COX.

- El descensoen la concentraciónde GSSGa los 18 mesesen los animalestratadoscon

MIT, respectode su control, es paraleloa un descensoen la actividadCOX.

En nuestroestudio, la concentraciónendógenade sustanciasreactivasal TBA in vivo

parahígadoy cerebro,no cambió en función de la edady del tratamiento,indicativo de que

no seha producidounaacumulaciónde productosde peroxidaciónen los animalesde lá y 21

mesesrespectode los de 12, ni en los control (no tratados)respectode los tratados. En

trabajosrealizadoscon rata y Ranoperezi (l3arja de Quiroga, 1990), tampocose obtuvieron

variacionesen el TEA En vivo, con la edad.

Convienetener presente,que a pesarde la gran sensibilidad del test del TEA, su

especificidadesmuy baja, es decir, alrededorde un 90% de los valoresdel TEA En vivo no

correspondena MDA (malondialdehido)sino a otros compuestosrelacionados(por ej.,

hidroperóxidos)o no (porej., glucosa)con la peroxidaciónlipidica (Sohal, 1990).

Por el contrario, cuando la peroxidaciónes inducida En yErro, se generauna tasa

elevadade malondialdehidoe hidroperóxidos.Y de este modo, en los resultadosque se

obtienendel test, la contribuciónde otras sustanciasrelacionadascon la peroxidaciónlipídica

esmenor. Los ensayosdel TEA puedenestimarcon precisión la concentraciónde productos

peroxidativosen muestrasbiológicassólo despuésde su estimulaciónla vitro, mientrasque

los valoresEn vivo serianalgo controvertidoscomo indicadoresdel gradode peroxidaciónen

los distintosgruposde edady tratamiento.Sin embargo,a pesarde la especificidaddel TEA

En vitro, éste no determinael dañooxidativo presenteEn vivo, sino la sensibilidadadicional

166



DISCUSIÓN DE RESULTADOS 1W ViVO

inducida En vitro.
Comparandoambosórganos,el cerebromostrónivelesde peroxidacióntisular mucho

máselevadosque el hígado.Estealto nivel de peroxidacióndel cerebrosepuedeatribuir a la

composiciónde sus células, a su alto contenidoen ácidosgrasospoliinsaturadosy enhierro

(Carney,1991;Nisticb, 1992),y a su continuageneraciónde radicaleslibres por la actividad

oxidativa mitocondrial y de metabolitosoxidativos derivadosde varias funcionescomo las

metabólicasespecificas(catabolismode catecolaminas).

Hay que señalarque el valor del TEA En vifro dependemuchode la presenciade

antioxidanteslipidicos (vitaminaE) y de la grasainsaturadade la dieta (López-Torres,1993a;

1993b). Nuestroscompuestosfenólicos junto con el patrón,no hacendescenderla tasa de

productosTEA positivos En yErro, quizápor sus característicasfarmacocinéticas,que no les

proporcionanla liposolubilidad adecuadaparasu accesoy acumulaciónen el órgano.

El glutation, uno de los tres principales antioxidantesendógenos,presentaniveles

superioresenhígadoque en cerebro.En todos los casossehanobtenidovaloresinferioresde

glutation oxidado (GSSG)en relación a la forma reducida.

Los resultadosobtenidosen nuestrasdeterminaciones,tanto del glutation reducido

como del oxidado, hansido inferioresa los revisadosen la bibliografía (Cha, 1979; 1982).

Esto no es sorprendentesi setiene en cuentaque muchosde esosestudiosse han llevado a

cabo con algunasdiferenciasen la metodología,y en las condicionesde mantenimientode los

animalesen el laboratorio,entreotrasrazones.Sin embargo,los valoresdel indice de estrés

oxidativoqueexpresael cocienteGSSG/CSHsi puedensercomparablesa otrosestudios(Cha,

1979; 1982). Lo fundamentalno es tanto conocerconexactitudlas tasasde glutation oxidado

y reducido,sino la relaciónentreambas,que eslo que realmenteexpresael gradodeturnover

o reciclajequeexperimentael glutation asícomoel estadorédox celular.

Porotra lado,destacandola importanciade esteantioxidanteno enzimático,se havisto

que la susceptibilidada la depleccióndel glutationaumentaen los animalescon la edad(Vogt,

1993), como indice del estrés oxidativo, Por tanto, las diferenciasen la honieostasisdel

glutation estánasociadasa la edad, y ello contribuyea las patologíasy cambiosobservados

en el envejecimiento(Viña, 1989; Sastre,1992; Vogt, 1993).

En las presentesexperiencias,DHT, fraxetinay esculetinareducenel estrésoxidativo

enhígadoy cerebroa los 12 meses,mientrasque a la edadde 21 mesessólo parecenefectivas

las cuniarinasseñaladas.Estosvaloressepuedenatribuir a una estimulaciónen la reducción

del glutation oxidado o, a unaestimulaciónen la síntesisde glutation a partir de precursores

de la dieta o de aminoácidosproductode la degradaciónde proteínas,que producenniveles

de glutation reducidomayoresque el control.

A la edadde21 meses,en hígado,estascumarinashacenmáspatentesuposibleefecto
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hepatoprotector,quizá porquea esta edad la deplecciónde glutation es más acusada.Es

sorprendente,en consonanciacon los resultadosdeestasexperiencias,cómoestoscompuestos

en modelosla vhro de intoxicación hepáticapor xenobióticos(Joyeux,1990; Payd, 1993b),

tienenefecto hepatoprotector.Quizásporello, su acciónparecemásevidenteen el hígadode

animal viejo, cuyadegeneraciónse asemejamás, aunquerelativamente,a una intoxicación

aguda. Sin embargo,la efectividad de estos compuestosen animalesde edadavanzadano

retornael indice de estrésal equivalentede un animal joven (12 meses).Esto puedeindicar

quedichos compuestosactúanprotegiendoy previniendoel dañopor peroxidaelónmediante

el mantenimientodel estadorddoxcelularcuandoseve disminuido(Payd,1993b;Viña, 1989).

Mientras el test del TRA expresala susceptibilidad de un tejido al daño por

peroxidacióntisular, el cocienteCSSG/GSHindica el grado de proteccióncelular. Quizáel

segundoes más apropiadoen el estudio farmacológico,como es nuestrocaso,y el primero

es más útil parael estudiode la fisiología de un tejido. De cualquierforma, los diferentes

modosde determinar el estrésoxidativo puedenser titiles para teneruna comprensiónmás

amplia de la peroxidaciónde un tejido determinado.

Finalmente, los resultadosde nuestrasexperienciasnos llevan a interpretarque el

envejecimiento¡mr séno hacedescenderde forma generallos antioxidantesendógenos,y no

incrementala peroxidaciónlipídica (Rodríguez-Martínez,1992). Además, la disminuciónque

hemos observadoen los niveles de un antioxidante endógenopor la administraciónde

cumarinasy BHT, no indica un aumentoen la vulnerabilidad del tejido, sino un reajuste

compensatoriorespectoa los demássistemasantioxidantescuyo efecto global ha sido

asegurarel estado r¿dox celular mediante un descensoen la lasa GSSG/GSH.Sin

embargo,se ha comprobadoque el incrementoglobal en la capacidadantioxidantepor la

administraciónexógenade fármacos,favorecela resistenciaa factoresque causanla muerte,

aumentandola vida media pero no la expectativade vida máxima (L4pez-Torres,1993b),

queriendo decir que el carácterprogresivo del daño tendría que explicarsepor otros

mecanismosdistintos a los que proponela teorfade radicaleslibres,

Son necesariasulterioresinvestigacionescon fraxetinay esculetina,En vitro (cultivos

celulares,etc.) e En vivo (ensayode diversasdosis,conoceraccionesmásespecificas,conocer

la influenciadel ejercicioexhaustivoen los nivelesde glutation,etc.)que constituyan!’soporte

importante para su aplicación en procesos degenerativosasociadosa la edad. Estos

compuestos,por tanto, se presentanprometedoresa la Farmacologíaexperimental, y

posteriormente,clínica.
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CONCLUSIONES

Las conclusionesdel presentetrabajo son las siguientes:

1. En el estudioEn vitro sobrela capacidadde 19 cumarinas(deorigen naturaly sintético)en

la “captación” de EAO, se han seleccionado fraxetina y esculetina como efectivos

antioxidantes,parasu posteriorensayoEn vivo.

2. La efectividadde esculetinaene)reside la cuerda sehacenotablea unaedadmadura,con

el comienzo del declinar neuromuscular,sin llegar a la senescencia,como lo indican los

valoresde la biomasatransportada,queaumentana los 18 meses.

3. En la pruebadel cliEnt/ro rotatorio, no sehan encontradodiferencias importantesen los

tiempos de permanenciapara los distintosgruposde edady tratamiento.Estetest no es lo

suficientementesensibleparaestimar las modificacionesque seproducenen la coordinación

motoradependientesde estostratamientosfarmacológicos,y asimismo,del deterioroasociado

a la edad.

4. A partir de los efectosobservadoscon los distintostratamientosen la respuestadeevúacicin

pasiva, concluimosque, las dos curnarinaspodríanfavorecerel aprendizajede la pruebay,

esculetina,además,facilitaría su recuerdo.

5. Nuestrasexperienciasen ratón machoC57BL/6Jnospermiten interpretarqueel deterioro

dependientede la edad,pensé,no hacedescenderde formagenerallasenzimasantioxidantes,

pero si increnlentael Indice de estrésoxidativo, tanto en hígadocomo en cerebro,como lo

expresael aumentode la tasaGSSC/GSH.

6. Con la administraciónde fraxetina y esculetina, la disminución de algunas enzimas

antioxidantesendógenas,como la SOD, y el incrementode otras, como la OR, podría

explicarsepor un mecanismode supercompensacióny reajuste,que seexpresa,finalmente,

en una capacidadantioxidanteglobal mayor medianteun descensoen la tasaGSSG/GSH.

7. La actividad antioxidante En W¡ro de fraxetina y esculetina, los efectos beneficiosos

observadosen el comportamiento animal, sobre todo con esculetina,y los descensos

importantesen el indice de estrés oxidativo GSSGIGSH, nos permiten calificar a estos

compuestoscomo agentespotencialesen la prevencióndel estrésoxidativo dependientede la

edad.

170



MBVOGRAFf4



BIBIJOOA4FIA

- ABRAHAM, E. C.; TAYLOR, J. E; CANS, C. A..- Influenceof mouseageanderytrocyte

ageon glutathionemetabolism.Biochein. .1., 174(3):819-825(1978).

- ACKER, 5.; KOYMANS, L,; BAST, A..- Molecularpharmacologyof vitamin E: structural

aspectsof antioxidantactivity. Free Rad. BIoL Mcd.. 15:311-328(1993).

- AKERBOOM, T.; SíES, 14..- Assay of Glutat.hione Disulfide, and GlutathioneMixed

Disulfides in Biological Samples. Merhods in Enzyínology,Vol. 77, 373-383. Edited by

William B. Jakoby.AcademicPress.New York (1981>.

- ALCARAZ, M. J.; VILLAR, A..- Anti-inflanunatory Effects of Natural Phenollc

Compounds.En: CRCFlandbook ofFree Radicaisand AndoxidaflIs la Blwnedidne.Vol.ll,

77-85. Eds: i. Miquel, A. T. Quintanilhaand 14. Wcbcr. CRC Press.Boca Raten. florida

(1989).

- ALVIRA, R.; VILLALBA, M.; AMIGUET, .1.; LISO, P.; BUENO, 1..- Radicaieslibres

y especiesactivadasde oxigeno. Química, biología e implicacionesen patología médica.

Sistemasdefensivosante los radicaleslibres. Sistemasantioxidantesenzimático&

(II parte). An. Mcd. ¡n¡ern., 5(2):95-99 (1988a).

- ALVIRA, R.; VILLALBA, M.; AMICJUET. .1.; LISO, P.; BUENO, J..- Radicaleslibres

y especiesactivadasde oxigeno. Química, biologfa e implicaciones en patologíamédica.

Sitemasdefensivosante los radicaleslibres.Sistemasantioxidantesno enzimáticos.(III parte).

Aa. Mcd. ¡n¡ern., 5(3):146-151(1988b).

- AMES, B. N.; CATHCART, R.; SCHWIERS,E.; HOCHSTEIN. P..- Uneacid provides

an antioxidant defensein humansagainstoxidant-andradical-causedaging and cancel: A

hypothesis.Proc. Nad. Acad. 3d. USA, 28(1 í):6858-6862(1981).

- AMES, B. N.; SHIGENAGA, M. K.; HAGEN, T. M. .- Oxidaflis, antioxidanta,sud tSe

degenerativediseasesof aging. Proc. Naff ¿¡cad. 3d. IJ&4, 90:7915-7922(1993).

- ANAND, K. 1<. SINGH, 13.; CHAND, D.; CHANDAN, U. K..- An Eva uationOfLUWIt~IUtJ

alba Extract¡u HepatoprotectiveAgent. Planta Mcd., 58:22-25<1992).

¡72



BIBLJOGIWIA

- ARMESTO, J.; FRUTOS, Nl.; GONZÁLEZ, R.; PASCUAL, C..- In vltro actlvatlon or

hepatieglutathione reductasefrom mice by lobenzaritdisodiurn.AgemsAcdons,39:69-71
<1993).

- BABION, U. M. .- The enzymaticbasisby human neutrophils.Can. i. Physlol. Ehannacoi,

60:1353-1358 (1982).

- BARIA DE QUIROGA, G.; PEREZ-CAMPO,R.; LÓPEZ-TORRES,M..- Antí-oxidaul

defencesand peroxidation in liver and brainof agedrats. Btochem.J., 272:247-250(1990).

- LIARTUS, R.; DEAN, R.; GOAS, J.; LIPPA, A..- Age-RelatedChangosIn Passlve

AvoidanceRetention: Modulation with Dietary Choline. Science,209:301-303(1980).

- BASAGA, H. S. .- fliochemical aspectsof free radicals.Biochein. Ccli BioL. 68(7-8):9S9-

998 (1990).

- BENZI, G.; ARRIGONI, E.; DAGANI, F.; MARZATICO. F.; CURTí. D.; MANZIN!.

A.; VILLA, R. E..- Effect of chronic treatmentwith sornedrugson te enzymaticactivities

of dio rat brain. Biochein.Pharniacol., 28:2703-2708(1979).

- BODNER, L.; DAYAN, D.; CHIMOVITZ, Nl.; HAMMEL, 1..-Lipid pigment(Iipoft¡sCifl)

accumulationin rat tongueniusclewith ag¡ng. Exp. Gerontot. 26:89-95(1991).

- I3OLTON, T.; CASLEY-SMITH, J. R. .- An En vinv demonstrationof proteolysi.5 by

macrophagesanó its increasewith coumariti. f=perienhitJ.3 1:271-273(¡975).

- BRANEN, A. L..- Toxicology and Biochemistryof Butylated Hydroxyan¡501CaudButytated

Hydroxytoluene.J. Amen Oil Chem. Sae., 52:59-63(¡975).

- BRUNETON, J. .- Elementos de FEtoqufrnic’O y Fannacognosia.142-148. Ed. Acrib~a, SA.

Zaragoza(1991).

- I3URNET, M. .- Inírinsie Mulagenesis¿A Gene/fc ApprOOChfOT Aglng. New York, Wiley.

1974. En: Cristofalo, V.J. .- Biological mechaflisnisof aging: vi oveirvkw. Pr*wip¿es of

Geriatrie Medicineant! (Jerontok.>gy,3-14(1990).

173



DIRIJO GRAFÍA

- CARNEY, J. M.; STARKE-REED,P. E.; OLIVIER, C. N.: LANDUM, R. W.; CHENO,

M. 5.; WU, J. F.; FLOYD, R. A..- Reversalof age-relatedincrease in brain protein

oxidation, decreasein enzymeactivity, and lossin temporaland spatial memoryby chronlc

administration of the spin-trappingcompound N-¡en-butyl-alfa-phenylnitrone.Proc. Nail.
,4cad. Sci. USA, 88:3633-3636(1991).

- CHA, Y.-N; HUEDING, E..- Effect of 2(3)-ícrc-butyl-4-hydroxyanisoleadministrationon

the activities of severalhepatie microsomaland cytoplasmic enzymesin mice. Biochem.

Pharmacot,28:1917-1921(1979).

- CHA, Y.-N.; HEINE, H. 5..- ComparativeEffectsof Dietary Administrationof 2<3)-ten-

Butyl-4-hydroxyanisole and 3,5-di-tert-Hutyl-4-hydroxytoluene on Several Hepatic Enzyme

Activities in Mice and Rats. CancerRes.> 42:2609-2615 (1982).

- CHEN, 14.; PELLETT, L.; ANDERSEN, 14.; TAPPEL, A. L..- Protectionby vitamin E,

selenium,and j3-caroteneagainstoxidative damagein rat liver slicesand homogenate.Free

Rad. I3Eol. Mcd., 14:473-482(1993).

- CHOLBI, M. R.; PAYÁ, M.; ALCARAZ, M. .1..- lnhibitory etTectsofphenoliccompounds

on CCI4-inducedmicrosomallipid peroxidation.ExperEentia,47:195-199 <1991).

- CHUNG, M. 1-1.; KASAI, H.; NISHIMURA, 5.; YU, 13. 1’..- Protectionof DNAby dietary

restriction.Free Rad. REvi Mcd.- 12:523-525(1992).

- COHEN, A. 3..- Critical review of tbe toxicology of coumarinwith special referenceto

interspeciesdifferencesin metabolismand hepatotoxieresponseand theirsignificanceto man.

Food Cosmer. Toxicol., 17:277-289(1979).

- COMFORT, A. 1..- Position of agingstudies.Mccli. Ageing Dcv., 3(l):1-31 (1974).

- COMFORT, A.1.; YOUHOTSKY-GORE, 1.; PATHMANATHAN, K..- Effect of

Ethoxyquin on dic Longevity of C314 Mice. Narure, 229:254-255(1971>.

- COTELLE, Nl.; BERNIER, 3. L.; HÉNICHART, 1. P.; CATTEAU, J. P.; GAYDOU, E.,

WALLET, J. C. .- Scavengerand antioxidantpropertiesof ten syntheticflavones. Fra Rad.

fi/vi. Mcd., 13:211-219(1992).

174



DIRLJOGRAFL4

- COTELLE, N.; MOREAU, S.; BERNIER, J. L.; CATTEAU, J. It: HÉNICHART, J. P..-

Antioxidant propertiesof natural hydroquinonesfrom tlie marine colonial tunicateAplldlum

callfornicum. Free Rad. Dlvi. Mcd., 11:63-68(1991).

- CRAVEN, 1’. A.; PEANSTIEL, J.; DE RUBERTIS, F. R..- Role of ReactiveOxygenIn

Bile Salt Stimulation of Colonic Epithelial Proliferation.i. Clin. Inves:.,77:850-859(1986).

- CRISTOFALO, V.J..- Biological mechanismsof aging: mi overview,Principies of Gerlatrie

Medicine and Gcrvn¡’viogy, 3-14 (1990).

- CUTLER, R. G. .- Urate and ascorbate:their possible roles as antioxidantsdetermlning

longevity of mammalianspecies.Arch. Gerontol. Geriair.,3:321-348(1984).

- DEAN, R. T,; HUNT, J. V.; GRANT, A. J.; YAMAMOTO, Y.; NIKI, E..- Procradical

damageto proteins:the influenceof tSe relativelocalizationofradicalgeneration,antioxidants.

and target proteins.Free Rad. Dlvi. Mcd., 11:161-168(199!).

- DEAN. R.; SCOZZAFAVA, J.; GOAS, J. A.; REGAN. E.; BEER,E.; BARTUS, R. T..-

Age-related differences in t3ehavior Across dic Life Span of Ihe C5713L/63 Mouse. Exp.

Aging Res,,7:427-451(1981).

- DENCKLA, W. D. .- Role of the pituitary and thyroid glands in dic decline of minimal

molecularoxygenconsumptionwith age.J. Clin. Invesí.,53:572-581(¡974).

- DIPLOCK, A. T. .- Vitamin E, Seleniumand FreeRadicals.Mcd. Biology,62:78-80(1984).

- DORMANDY, T. L. .- Biological Rancidification.LanceE.II, 684.688(1969).

- EGAN, D.; O’KENNEDY, R.; MORAN, E.; CDX, D.; PROSSER, E.; THORNES. R.

O..- The pharmacology,metabolism,analysis,and applicationsof ceumarinami coumntln-

relatedcompounds.Drug Metabol. Rey.,22(5):503-529(1990).

- ELEFTI-IERIOU. ¡3. E..- Regional brain catechol-O-mCthYl transfe.r»e Age related

differencesin the mouse.Rip. king Res.. 1(l):99-105<1975).

- ELfAS, P. K.; REDGATE,E..- Effects of imniobilization stresson openfleId behavior ami

plasmacorticosteronelevelsof agingC57BL163 mice- Exp.Agin~ Res..1(I): 127-135(1975).

175



DIRIJO GRAFÍA

- ESPLUGUES,J.- Perspectivas icrapéuticas con sufundamentofarmacológico. Hormonas.
VollIl, 1-69, 2~ cd. Valencia (1978).

- EVERI’fl’, A. V.; SEEDSMAN, N. 1,; JONES, F..- Theeffectsof hypophysectomyand

continuousfood restriction, begunat ages70 and 400 days,on collagen aging, proteinuria,

incidenceof pathology and longevity in the niale rat. Mccli. AgeingDey., 12<2):161-172

(1980).

- FEIERMAN, D.; CEDERBAUM, A..- ‘¡‘he effect of EDTA and iron on dic oxidation of

hydroxyl radical scavengingagentsand ethanolby rat liver microsomes.Biochem.Biophys.

Res. Comnz.. 116(2):765-770(1983).

- FENTEM, J. 14.; FRY, .1. R..- SpeciesdifCerencesin dic metabolismand hepatotoxicityof

coumarin. Comp. Diochcm. Physiol., 104 C(l):I-B (1993).

- FENTEM, J. 14.; FRY, J. R.; WHITING, D. A..- O-hydroxyphenylacetaldehydea mejor

novel metaboliteof coumarinformed by rat, gerbil and human liver microsomes.Biochem.

Biophys. Res. Comrns., 179(1):197-203(1991).

- FLEMINO, J. E.; MIQUEL, J.; COTTRELL, 5. F.; YENGOYAN, L. 5.; ECONOMOS,

A. C. .- Is celí aging causedby respirationdependentinjury to the mitocondrial genome?.

Geron¡oiogy,28:44-53(1982).

- FLETCHER, ¡3. L.; DILLARD, C. J.; TAPFEL, A. L.- Measurementof FluorescentLipid

PeroxidationProductsin Biological Systemsand Tissues.AuzaI. Biochenz., 52:1-9 (1973).

- GALLAGHER, C. 14..- Protection by antioxidants against lethal doses of carbon

tetrachloride.Nature, 192:881-882(1961).

- GERSCHMAN, R.; GILBERT, D. L.; CACCAMISE, D..- Effect of Various Substances

On SurvivalTimes of Mice Exposedto Different High OxygenTensions.,lmcn ¿ Physiot,

192:563-571(1958).

- GERSCHMAN,R.; GILBERT, D. L.; NYE, 5. W.; FENN, W. O..- Role of anli-oxidant3

and of glutathionein oxygen poisoning.Fed, Proc., 14:56(1955).

176



DIBUOGRAFÍA

- GOEGER, D. E.; ANDERSON, K. E..- Biochemical characterizationof coumarin 7-

hydroxylaseactivity in chickembryo liver microsomes.Biochem,Pharmacot,43(2):363-369

(1992).

- GRIFFITH, O. W. .- Determination of Glutathione and Glutathione Disulílde Using

GlutathioneReductaseand 2-Vinylpyridine. AnaL Biochent,106:207-212(1980).

- GUITERIUGE, J. M. C,; WESTERMARCK, T.; HALLIWEL.L, 13..- Oxygenradical

damagein biological systems.Free Radicais,Agingand DegenerailveDiseases,99. Johnson,

J, E., Jr., Wallord, R., ¡-¡arman,D., and Miquel, J., Eds.: Alan R. Liss, New York <1986).

- HALLIWELL, 13..- Protectionagainsttissuedamagein vivo by desferrioxamine:what la ¡U

mechanismof action?. Free Rad. Dio!. Med., 7:645-651 (1989).

- HALLIWELL, 13..- How to characterizea biological antioxidant.Free ¡¿oc!. Res. Comms..
9(1):1-32 (1990).

- HALLIWELL, 13..- Drug Antioxidant Effects. A Basis for Drug Selection?. Drugs,

42(4):569-605(1991).

- HALLIWELL, 13,; GUTTERIDGE, J. M. C..- Protection againstoxidanta in biological

systems. Free RadEcaisEn BEology ami Medicine, 2nd edition, Clarendon,Oxford, V. K.

(1989).

- HARBORNE, i. 13.; MABRY, T. J; MABRY, 1-!..- The Flavonoids. Chapmanvid Hall,
London (1980).

- HARMAN, D. .- Aging: A dieory basedon free radicai radiation chemistry.J. Gcronwt.

11:298-300(1956).

- ¡-IARMAN, D. .- Prolongationof the normal life-spanand inhibitioti of spofitafleoUl cancer

by antioxidants. J. Geromol.. 16:247-254(¡961).

- HARMAN, O..- Freeradical theoryof aging: effecl of free radical reactionInhibitora on dic

mortality rate of malo LAF1 mice. J. Gerontol.. 23(4):476-482 <¡968).

177



BIBLOGAAFL4

- HARMAN, D. .- Chemicalprotection againstaging. AgenisAcflons, 1<1):3-8 (1969).

- HARMAN, D..- Free radical theory of aging: nutritional implicationa. Age, 1:145-150

(1978).

- HARMAN, O..- The agingprocess.Proc. Naul. Acad. 3d. USA,78:7124-7128 <1981).

- HARMAN, D. .- Proc Radical Involvemont iii Aging. Pathophysiolagyami Therapeutlc

lmplications.Drugs Aging, 3(l):60-80(1993).

- HARRISON, D. E..- Experiencewith developingassaysofphysiologicalqe. lix: Biologlca¡

Markcrs of Aging. Proceedings of Conference on Nonlethal Biological Markerí of

PhysiologicalAging 1981, 2-12. Eds: M. E. ReffandE. L. Schneider<1982).

- HARRISON, O. E.; ARCHER, .1. R.; SACHER, G. A.; BOYCE, F. M..- ‘rail collagen

aging in mice of thirteendifferent genotypesand two species:rolationshipco biological qe.

Evp. Gerontot, 13(1/2):63-73(1978).

- HASSERT, O. L., iR.; POUTSIAKA, J. W.; PAPANDRIANOS, D.; BURKE. .1. C.;

CRAVER, 13. N. .- Pharmacologicand Toxicologic Studies with 2-Amino-5-phenyliJ.3,4

oxadiazole1-Iydrochloride. Toxico!. Appl. Pharmacoi., 3126-74! (1961).

- HAYFLICK, L..- Aging, longevity, and immortality in vitro. Exp. Geronzot,27:363-368
(1992).

- I4ILDE13RANDT, A.G.; SPECK,M.; ROOTS,1..- Possiblecontrol ofhydmgofl peroxide

production and degradationin microsonlOS during mixed funclion oxidation reacdon.

Bioclzcm. DEophys. Res. Corn.n¡un. 54:968-975 (1973).

- HILDEBRANDT, A. O.: ROOTS, 1..~ Reduced Nicotinanhide Menlne DinucleOtidO

Phosphate(NADPH)-Dependent Formation and Breakdownof Hydrogen Peroxidedurlng

Mixed FunctionOxidationRoactionsin Liver Microsomes.Arch. Biochem.m~hyt. ¡71:385-

397 (1975).

- HILL, E. G. .- Dietary Antioxidants in Young Swine. 1. Ama. Cli Otem-Soc.,*360-364

(1963).



IJIBUoGP~4PfA

- I-OCHSCHILD, R. ,- Effect of dimethylaminoethylp-chlorophenoxyacetateon de lito spw

of malo Swiss Websteralbino mice. &p. Gerontol., 8(4):177-183<1973>.

- HONG, Y.-L.; PAN, H.-Z.; SCO1T, M. D.; MESHNICK, 5. R..- AcUvated oxy¡en

generationby a primaquine¡netabolite:inhibition li>’ antioxidanisderivedfrom CbInno hecha!

remedies.Free Rad. Dial. Mcd., 12:213-218(1992).

- HUGUET, A. 1.; MAÑEZ, 5.; ALCARAZ, M. J..-SuperoxideScavengingPropertiesof

Flavonoidsin a Non-EnzymicSystem.Z. Naturforsch..45c:19-24(1990).

- IVY, O.; KANAI, 5.; OHTA, M.; SATO, Y.; OTSUIJO, 1<.; KITANI, K..- Leupeptin

causesan accumulationof lipofuscin-likesubstancesin liver celís ofyourtg rUs. AletA. Agetq

Dcv.. 57:213-231(1991).

- JI, L. L. .- Antioxidant enzyme responseto exerciseand aging. Mrd. Set. SportsE.xerc.

25(2):225-23l(1993).

- JOYEUX, M.; ROLLAND, A.; FLEURENTIN,J.; MORTIER. F.; DORFMAN, 1’..- Tert-

butyl Hydroperoxide-lnducedInyury in IsolatedRat Hepatocytes:A Model lar swdyingAmi-

HepatotoxicCrudeDrugs. Planta Mcd., 56(2):171 (¡990).

- JUICHI, M.; TAKEMURA, Y.; AZUMA, Nl.; TANAKA. 1<.; OICANO. M.: FUICAMIVA.

N.; ITO, C.; FURUKAWA, 14..- New Coumarinsfrom CUrus-JkLSSOb.10.OfConstiWUtS

of Domestic Citrus Plants. clicin. PJ¡arm. Bu!!.. 39(9):2252 (1991).

- KANEKO, T.; KM¡, FC.; MATSUO, M..- Protcct¡onof lhnoicic ¡icid hydropUOXdOI~d~I~

citotoxicity by phcnolic antioxidants.Free Bac!. DioL Mcd.. 16<3)405409(1994).

- KHANNA, S. C.; GARO, 5. K.; SHARMA, 5. It.- ~ AkwatiOfll É

GlutathioneReductaseActivity in Differeflt Age Grouplof MaJe Micí~. Gcruntoioty.35.942

<1992).

- KIMURA, Y.; OKUDA, It; ARICHI. 5.; BABA, K.; KOZAWA. M..- ISN~~nO~

formation of ~ adJ from arwk40l~ td t~

polyniorphOnucle&Ieukocytesby varlauS coutflaf~M. BMWWM &q~rs. A u. IIA:224129

(1985).

¡79



arnUoc¡A4F14

- KIRKWOOD, T.- Biological anglasof ageing.En: OzfardTexuboohofCeñan-fcMedicine,
35-40. Eda: Evanaand Williams (¡992).

- KLEIN, SM.; COHEN, G.; CEDERBAUM, A.l..- Production of Formaldehyde during
Metabolismof Dimethyl Sulfoxideby Hydroxyl Radical GeneratingSystenu.Biochem¡stry,
20:6006-6012(1981).

- KOSTYUIC, Y. A.; POTAPOVICH, A. 1..- Superoxide-drivenoxidadon of quercednasid

a simple sensitiveassayfor determinationof superoxktedismnutase,lflochem. Ini.. 19(5):! 117-

1124 <1989).

- KRINSKY, Nl. 1..- Antioxidant runctionsof caroteno¡ds.Fra Rad. Rbi Mcd.. 7:617-635

(¡989). En: - CHEN, H.; PELLE’T’T, L.: ANDERSEN. 14.; TAPPEL, A. U.- Protectionby

vitamin E. selenium, and fl-carotene againsroxidative damage ‘ni rrn ¡¡ver stices asid

homogenate.Free Ra!. Bici Mcd.. ¡4:473482(¡993).

- flUX. 1>.; ENESCO,1-1..-cx-Tocopherolreducesfluorescealagepigrnentkve!s in Ial asid

brain of young mice. ExperienÁa.37:1301-1302(1981).

- KURATA, M.; SUZUKI, M.; AGAR. N. .- Andox¡dan( systemsasid erythrocytelife-span

in mammals.Comp. Biochem.Phytíioí. 106B(3>:447-487 <1993).

- LARSON, R. A..- The antioxidantsofhigher planis. Phy¡ochemistry.2?(4):969-978(1988>.

- LAUGHTON, Nl. J.; HALLIWELL. E.; EVANS, P. J.; HOULT. 1. R. 5..- Antioxidasil

asid pro-oxidantactionsof dic planz phenolksqiiercet¡n.gossypolami myr¡cetin. Riochent.
Phannacoi..38(17):2859-2865(1989).

- LAWRENCE. R.; BURK, R..- Glutatbioneperoxidaseacrivity ¡si seknium-deflciefltrat

¡¡ver. Diochem. Biophys. Res. Coma 7(4):952-958(1976).

- LEBLANC. G. A.; GILLETTE. 1. 5.,- Elevationof scrumcholestercilkwh ¡si mice by tSe

antiox¡dant butylatedhydroxyanisole.Biodwnt. Pharmacot,45(2)513-515<1993>,

- LEHNINGER. A. L..- ftlnc4pias dc Dknpdmicc¿. 221-225. 268-271. EJ. Onuga S.A.

Barcelona(1984).

180



BIRLIO aRAlIA

- LEHNINGER, A. L,; BECK, D. P..- The catalase requirementin tEte reversal of

mitochondrial swelling causedby rcducec glutathioneand by trace metais. J. Dio!. C~tem.,

242(9):2098-2101(1967).

- LIPPMAN, R. D. .- Freeradical-inducedlipoperoxidationand aging, CRCHandbookofFree

RadicaisandAntioxidantsEn Biomecjicine,Vol.I, 3-13.Eds.: J,Miquel, A. T. Quintanliha asid

H. Weber.CRC Press,Boca Raton,Florida (1929).

- LÓPEZ-TORRES,M.; PÉREZ-CAMPO, R.; CADENAS, 5.; ROJAS,C.; BARJA, G.-

A comparativestudy of (roe radicais in vertebrates-Il. Non-enzymatic antioxidanta and

oxidative stress.Comp. Riochem.Plzysio¿, 10513(3/4):757-763(1993a).

- LÓPEZ-TORRES, M.; PÉREZ-CAMPO,R.; ROJAS,C.; CADENAS, 5.; BARJA, O..-

SimultaneousinductionofSOD,glutathionereductase,GSH, andascorbatein ¡iver and kidney

correlateswith survival during aging. Free ¡¿cid. LEo!, Mcd., 15:133-142(1993b).

- MA, T. C.; YU, Q. 1-1..- Effect of 20(S)-Ginsenoside-Rg2¡md Cyproheptadinton Two-way

Active Avoidance Learning ami Memory iii Rats. Atvieirn.-Forsc/i./Drug Res., 43(11>,

10:1049-1052(1993).

- MACHLTN, L. J..- The Biological Consequencesof FeedingPolyunsaturatedFatty Ácida

to Antioxidant-DeficientAnimala. J, Amen Oil Qzem, Soc.,40:368-371 (1963).

- MACHLIN, L. J.; I3ENDICH, A..- Free radical tissue damage: protective role of

antioxidantnutrients.FASEDJ., 1:441-445(1987).

- MACHLIN, L. 1.; GORDON, R. 5..- Linoleic Acid as Causative Agent of

Encepha!omalaciain ChickensFed OxidizedFats. Proc. Loe, Exp. DioL Mcd.> 103:659-663

(1960).

- MARCO, G. J.; MACI-ILIN, L. J.; EMERY, E.; GORDON, R. 5..-DietaryEffectsof Fats

upon Fatty Acid Compositionof the Mitochondria. Arch. Diochim. Diophys., 94:115-120

(1961).

- MARKLUND, 5. L..- Clinical AspectaofsuperoxideDismllt¡SO.MedicalB¡ology, 62:130-

134 (1984).

181



DIRIJO GRAFIA

- MARKLUND, 5. L..- Pyrogallo¡autoxidation.En: CRCZ-IwidbOOkofMddiodsforOxygen

RadicalResearch,243-247(1985).

- MARKLUND, 5.; MARKLUND, a.,- Involvementof dic suporoxideanion radical in tEte

autoxidationofpyrogallol and a convenientassayfor superoxidedismutase.Eur. 1 Biochem.,

47:469-474(1974).

- MARTIN, O. M. .- Biological mechanismsof ageing.En: Oxford Texíboo/cof Ceriatric

Medicine,41-48. Eds: Evansand Williams (1992).

- MATSUO, M.; GOMI, F.; DOOLEY, M..- Age-relatedalterationsiii antioxidantcapacity

andlipid peroxidationin brain, liver, andlung homogenatesof normal asid vitamin E-deftcient

rats. Mccli. Age/ngDcv., 64:273-292(1992).

- McCLURE, J. W..- Physiologyand Functionsof Flavonoids.Tite Fiavonoids, 1011-1012.

Edited by J. E. Harbone,T. J. Mabry and 14. Mabry. Chaprnanand Hall. London (1975).

- McCORD,J. M.; FRIDOVICH, 1..-An enzyrnicfunctiomi for erythrocuprein(hemocuprein).

J. Dial. G’hem,, 244(22):6049-6055(1969>.

- MEDAWAR, P. 13..- Att UnsolvedPrat/emof Bíoiogy. London, 14K Lewis, 1952. En:

Cristofalo, V.J. - Biological mechanismsof aging: an ovcrview, Principies of Geriwric

Medicineand Gcronrology,3-14 (1990).

- MELÉNDEZ, .1. A.; BAGLIONI, C..- Differential induction and decay of manganese

superoxidedismutasemRNAs. ErceRa!. Biol. Mcd., 14:601-608(1993).

- MEYDANI, M, .- Protective role of’ dietary vitarnin E on oxidative stressin aging. Age,

15:89-93(1992).

- MIQUEL, J. .- Historica! Introductionto FreeRadicalandAntioxidant BionhedicalResoarch.

En: CRCHandboolcofErce Radicaisraid AntioxidanisPi Biornedicinc,Vol.!, 3-13.Eds.:J.

Miquel, A. T. Quintanilha and 14. Weber. CRC Press,Boca Raton,Florida (1989).

- MIQUEL, J.; BLASCO, M..- A simple techniquefor evaluationof vitality loss in aging

mice, by testing their musculareoordinationand vigor, Exp. Geron,’ol., 13:389-396(1978a).

182



BIBUOGRAFÍA

- MIQUEL, J.; ECONOMOS, A. C..- Favorableeflects of the antioxidantssodium ¡md

magnesiumthiazolidinecarboxylateon thevitality and life spanof Drosophiía and mice. &p.

Gerontol., 14(5):279-283(1979a).

- MIQUEL, J.; ECONOMOS, A. C.; FLEMINO, J.; JOHNSON,J. E., JR,.-Mitocondrial

role in celí aging. Exp. Gcrontol., 15:575-391 (1980).

- MIQUEL, J.; FLEMINO, J. E..- A two-stephypothesison tEte mechanismsof iii vUro ccli

aging: celí differentiation followed by intrinsic mitochondrial mutagenesis.Exp. Geroniol.,

19(1):31-36(1984).

- MIQUEL, J.; JOHNSON,.1. E., Jr, .- Senescentchangosin the ribosomesof animal celís

in vivo and in vitro. Mccli. AgcingDcv., 9(3-4):247-266(1979b).

- MIQUEL, .1.; LUNDGREN, P. R.; JOHNSON,J. E., iR..- Spectrophotofluorometricand

electronmicroscopicstudy of lipofuscin accurnulationin the testisof aging mice. J.Gcronboi.,

33(1):3-19(1878b).

- MIQUEL, 3.; TAPPEL, A.; DILLARO, C.; HERMAN, M.; BENSCH, FC..- Fluorescent

products and lysosomal components in aging Drosoplíiic¿ rnclanogastcr. J. Cerontol.,

29(6):622-637(1974).

- MINOT, C. 5..- Thcproli/cm ofqe, grovvrl¿ anddca.th.PopularScienceMonthly, 71, 496

(1907). En: Miquel, 3.,- Teoríassobreel envejecimientoe investigacionesgerontoldgicas

recientes.Gcriatr(a (1):3615-3620(1980).

- MONTESINOS,C.; UBEDA, A.; FERRANDIZ, M. L.; ALCARAZ, M. J..-Suporoxide

ScavengingPropertiesof PhenolicAcids. Pianha Mcd., 57(8):A54 (1991).

- MORA, A.; PAYÁ, M.; RÍOS, J. L.; ALCARAZ, M. J..-Structure-activityrelationships

of polymethoxyflavonesand otherflavonoids as inhibitors of non-enzyrniclipid peroxidation.

Biochcm.Pliarniacol., 40(4):793-797(1990).

- MOREL, 1.; CILLARD, J.; LESCOAT, O.; SERGENT, O.; PASDELOUP, N.;

OCAKTAN, A.; ABDALLAI-!, M.; BR]SSOT, P.; CILLARD, P..- Antioxidant and free

radical scavengingactivitiesof the iron chelatorspyoverdinasid hydroxYPyrid4Onesin iron-

loaded hepatocyte cultures: comparisonof their niechanism of protection with that of

183



BiRUOGRA E/A

desferrioxamine.Free Rad. BioL Mcd.> 13:449-508(1992).

- MOREL, 1.; LESCOAT, G.; COGREL, P.; SERGENT,O.; PASDELOUP,N.; BRISSOT

P.; CILLARD, P.; CILLARD, 3..-Antioxidant and ¡ron-chelatingactivities of the flavonoida

catechin, quercetin and diosnietin on iron-loaded rat hepatocyte cultures. Biochcm.

Pliarmacol., 45(1)13-19(1993).

- MURRAY, R. D. H.; MENDEZ, J.; BROWN, R. A.,- 77wNatural Cownar¡n.v.JohnWiley

and Sons.Chichester(1982).

- NAMBA, T.; MORITA, O.; HUANO, S.-L.; COSI-lIMA, K.; HATTORI, M.; KAKIUCHI,

N..- Studieson Cardio-ActiveCrude Drugs; 1. Effecr of Coumarinson CulturedMyocardial

Celís.Planta Mcd., 54(4):277-282(1988).

- NASH, T. .- TheColorimetricEstiniation of Formaldehydeby Meansof HantzschReaction.

Biochcrn. J, 35:416-421 (1953).

- NISHIZAWA, FC.; SALTO, 14.; NISI-IIYAMA, Nl..- Effects of Kamikihi-To, a Traditional

ChineseMedicine, on Learning andMernory Performancein Mice. PhywdwrapyRes.,5:97-

102 (1991).

- NISTICÓ, G.; CIRIOLO, M. R.; FISKIN, FC.; TANNONE, M.; DE MARTJNO, A.;

ROTILIO, G. -- NGF restoresdecreasein catalaseactivity and increasessuperoxidedismutase

andglutathioneperoxidaseactivity in tEte brain of agedrats, FreeRad. filo?. Mcd., 12:177-181

(1992).

- NIWA, M.; SUGINO,H.; TAKASHIMA, 5.; SAKAI, T.; WU, Y, C,; WU, T. 5.; KUOH,

C. 5..- A New Coumarin Glucoside frorn Daphnc-A,isancnsis.Chein. Pharrn, Buí?.,

39(9):2422(1991),

-OBERLEY, L. W.; OBERLEY, T. D..- Freeradicais,cancerandaging. En: FreeRadicais,

AgingandDcgencrativeDiseases,325. Johnson,3. E., Jr., Walford, R., Barman,O., and

Miquel, J., Eds.: Alan R. Liss, New York (1986).

- OKUYAMA, ‘E; TAKATA, M.; NISHINO, 14.; NiSHINO, A.; TAKAYASU, J.;

IWASI-IIMA, A.. - Studies on the Antiturnor-Promoting Activity of Naturally Occurring

Substances.II. Inhibition of Tumor-Promoter-EnhancedPhospho]ipid Metabolism by

184



BIBUOGR14FÍA

ljmbelliferous Materials. Chcm. Pharm, Buí?., 38(4):1084-1086(1990).

- OLDFIELD, J. E.; SINNHUBER, R. O.; RASHEED, A, A..- Nutritive Value of Marine

Oils. II. Effectsof iii Vivo Antioxidants in FeedingMenhadenOil to Swine. J. Amen Cd

Chem. Soc.,40:357-360(1963>.

- ORGEL, L. E.; The maintenanceof the accuracyof protein synthesis¡md its relevanceto

ageing.Proc. Nar?. Acad. SoL USA> 49:517-521(1963),

- OZAKI, Y.; OHASHI, T.; NIWA, Y..- A comparativostudy on the effectsof inhibitors of

tEte lypoxygenaseand leukotrionebiosynthesis.Biochhn. Biopliys. Acta, 753:130-132(1986).

- PACKER, L..- Vitamin E, physicalexerciseand tissuedamagein animals. MaL Bid.,

62:105-109(1984).

- PAGLIA, £3.; VALENTINE, W. .- Studieson the quantitativeand qualitativecharacterization

of erythrocyteglutathione peroxidase.J. Lab. Clin. Mcd,, 70:158-169(1967).

- PAYÁ, M.; FERRÁNDIZ, F.; MIRALLES, C.; MONTESINOS, C.; UBEDA, A.;

ALCARAZ, M. J..- Effects of Couniarin Derivativos on SuperoxideAnion Generation.

Arzneim.-Forsh./DrugRes.,43(1), 6:655-658 (1993a).

- PAYÁ, M.; FERRANDIZ, M. U.; SANZ, M. J.; ALCARAZ, M. J..-Effectsof plienolic

compoundson broniobenzene-mediatedhepatotoxicity in mico. Xcnohiotica,23(3)127-333

(1993b),

- PAYÁ, M.; HALLIWELL, 13.; HOULT, J.R.S..-Interactionsof a seriesof coumarinswith

reactiveoxygon species.Bloehein. Pharniocol., 44(2):205-214(1992a).

- PAYÁ, M.; HALLIWELL, 13.; HOULT, J.R.S.,- Poroxyl radical scavengingby a seriesof

coumarins.Free Rae!. Res. Convns., 17:293-298(1992b).

- PAYÁ, M.; HOULT, J.R.S..-Superoxidescavengingability in humanpolymorphonuclear

leukocytesby a seriesof coumarins.J. Pharrn. Pharinaoúi., (1994a) (En prensa),

185



BIBUOGRAFIA

- FAYA, M.; LOBO, 1. 13.; HOULT, 1. R. 5..- tnhibitory activity of a seriesof coumarins

on leukocyteeicosanoidgenerationand on two secretoryphospholipasesA2. AgenisActions,

(1994b)(En prensa>.

- PEARL, R..- TheRafeofLhdng. Londres,University of London Press,1928, En: Miquel,

1..- Teorías sobreel envejecimientoe investigacionesgerontol4gicasrecientes. GeriatrÍa

(I):3615-3620(1980).

- PÉREZ-CAMPO,R.; LÓPEZ-TORRES,M.; ROJAS, C.; CADENAS, 8.; BARJA, O..-

A comparativostudy of free radicals in vertebrates-I.Antioxidant enzymes.Comp.Biochem.

Fhysiol., 10513(3/4):749-755(1993).

- PETKOV, y. £3.; MOSHARROF, A. 14..- Age- and Individual-relatedSpecificitiesin tEto

Effocts of StandardizedGinseng Extract on Learning and Mernory (Experimontaon Rau).

PhytotherapyRes,,1(2):80-84 (1987).

- PILLER, N. U..- Mi integrationof tEte modesof actionofcoumarin.Arznebn.-Forsch./Drug

Res.,27:1135-1138(1977).

- PORCELLATI, 5.; COSTANTINI, V,; PROSDOCIMI,M.; STASI, M.; PISTOLESI,R.;

NENCI, O. O.; GORACCI, O..- The coumarin derivativo AD6 inhibits tEte releaseof

arachidonie¡cid by interfering with phospholipaseA2 activity in humanplateletsstimulated

with thrombin. AgentsandAcdons,29(3/4):364-373<1990).

- RAHIMTULA, A. £3.; JERNSTRÓM,13.; DOCK, L.; MOLDEUS, P..- Effectsof díetary

¡md in vftro 2(3)-t-butyl-4-hydroxy-anisoleand other phenolson hepatieenzymo activities un

mice. En J. Cancer, 45:935-942(1982).

- RANKIN, 5. M.; DE WHALLEY, C. V.; HOULT, J.R.S.;JESSUP,W.; WILKIN.S, G.

M.; COLLARD, J.; LEAKE, £3. 5..- The modification of low density lipoprotein by tEte

flavonoidsmyricetin and gossypetin.Biocheni. Pharrnacol.,45(1):67-75(1993).

- REKKA, E.; KOUROUNAKIS, L.; KOUROUNAKIS, P.,- Antioxidant Activity of an

Interleukin ProductionAffected by Honey fleo Venorn. .4rznehn.-Porsch./Drug Res. 40(11),

8:912-913(1990).

186



BIBLiO GRAFÍA

- RICE-EVANS, C; DIPLOCK, A.. - Currentstatusof antioxidant tEtorapy. Free Rad. Biol.

Mcd., 15:77-96(1993).

- RICI-IIE, J. P., JR..- TEte rolo of glutathionein aging and cancer. &p. Ger-ontol., 27:615-

626 (1992).

- RÍOS, J. L.; MAÑEZ, 5,; PAYÁ, M.; ALCARAZ, M. J,.- Antioxidant activity of

flavonoidsfrom SEdentEsJavalambrensis.Phytochemis¡ry,31(6):1947-1950(1992).

- RITSCHEL, W. A.; VACI-IHARAJANI, N. N..- DispositionCharacteristicsof Coumarin

as a Functionof Age in the BeagleDog Model. Arznei¡n.-Forsclz.IDrugRes.,43(11), 9~963-

965 (1993).

- ROBAK, J.; GRYGLEWSKI, R. J. .- Flavonoids are scavengorsof superoxideanions.

Biochem.Pharrnacot,37(5):837-841(1988).

- ROj3KOPF,F.;KRAUS,J.;FRANZ, O..- Immunological andAntiturnorActivities of Non-

AnticoagulantCoumarin. Platija Mcd., 56:671 (1990).

- RODRÍGUEZ-MARTINEZ, M. A.; RUIZ-TORRES, A..- Homeostasisbetween lipid

peroxidationand antioxidantenzyrneactivities iii healthy humanaging. Mccli. AgeingDey.,

66:213-222(1992).

- ROSE, M. R..- A testof evolutionarytheoriesof sonoscence.Nature,287:141-142(1980).

- ROSS,M. 14..- Aging, Nutrition andHepaticEnzyrneActivity Patternsin the rat. J. Nutnit.,

97:565-601(1969).

- SACHER, G. A..- Molecular versussystemic theories on tho genesisof aging. Exp.

Gerontol., 3:265-276(1968).

- SANTAVUOR!, P.; WESTERMARCK, T. .- Antioxidant Therapy in Neuronal Ceroid-

Lipofuscinosis.Mee!. BEology, 62:152-153(1984).

- SASAME, 14.; BOYD, M..- Superoxideand HydrogenPeroxideproduction¡md NADPH

oxidationStimulatedby Nitrofurantoin in lung microsomes Possibleimplicatiosis for toxicity.

L¿fe Sc!., 24: 1091-1096(1979).

187



HIBUOGRAFÍA

- SASTRE,J.; ASENSI, M.; GASCÓ, E.; PALLARDÓ, F.; FERRERO,J.; FURUKAWA,

T.; VIÑA, J. .- Exhaustivephysicalexercisecausesoxidation of glutathionestatusin blood:

preventionby antioxidantadministration.Am. J. Physioi, 236:R992-R995(1992>.

- SCARAGLI, O. P.; VALOTJ, M.; GORELLI, U.; FUSI, E.; PALMI, M.; MANTOVANI,

P. .- Calcium antagon¡stand antiperoxidantpropertiesof some hinderedphenols. Br. J.

Pharmacot, 110:369-377(1993).

- SHARMA, R.; MIMAD, H.; SINGRAL, 8.; SAXENA, M.; SRIVASTAVA, S.;

AWASTHI, J..- Comparativestudies on the effect of butylatod hydroxyanisoleon glutathione

and glutathionoS-transferasesin dic tissuosof maleand fernale CD-1 mice. Comp.Biochem.

Physiol., 1OSC(1):31-37(1993).

- SICHEL, O.; CORSARO>C.; SCALIA, M.; DI ]?31L10, A. J.; BONOMO, R. P..- In vitro

scavengeractivityofsornef]avonoidsand rneíaninsagainsr02. Freeflad. RieL Mee!, 11:1-8

(1991>.

- SLATER,T. F. .- Proc-radicalmechanisrnsin tissueinjury. fi/echan. J., 222:1-15(1984).

- SLATER, T.F.; EAKINS, M.N..- Interactionsof (+)-Cyanidanol-3with Free Radical

GeneratingSystems.New Trene!sLi n’w TherapyofLiver DEseases.Karger, Basel (1975).

- SMITH, L. SpectrophotornetricAssayof Cytochromec Oxidase. 1w Glick, U. M., ed.

Methoe!sof biocheinEcalanaiysis.Vol. II, 427-434.New York: Wiley-Intersciencc<1955).

- 801-IAL, R. 5..- I-Iydrogen peroxicle productionby niitocEtondriamay be a bicmarkerof

aging. Mccli. AgeingDcv., 60:189-198(1991a).

- SOl-IAL, R. . - Aging, cytoclirome oxidase activity, and ]iydrogen peroxide releaseby

mitochondria.Free Rad. Rial. Mcd., 14:583-588 (1993a).

- 801-IAL, R. 5.; ARNOLD, L.; ORR, W. C. .- Effect of age on superoxidedismutase,

catalase,glutathione reductase,inorganic peroxides, TBA-reactive material, GSH/GSSG,

NADPH/NADP~andNADH/NAD~ in D¡-osophulamelano.gastcr.Mccli. AgeingDey.,56:223-

235 (1990).

188



BIBIJO GRAFÍA

- SOHAL, R. 5.; ¡<U, H.-H.; AGARWAL, 5..- Biochemical correlatesof longevity in two

c!osely relatedrodentspecies.Bloc/mm.Biophys.Res. Comrn,, 196(fl:7-11(1993b).

- SOHAL, R. 5.; SOHAL, U. 14..- Hydrogenperoxidereleaseby mitochondria increases

during aging. Mccli. AgeingDcv., 57:187-202(1991b).

- SOLANA, R.; VILLANUEVA, J. E.; PEÑA, 1; DE LA FUENTE, M..- Cdl mediated

immunity in ageing.Comp. Biochcm. Physioi., 99A(1/2):1-4(1991).

- SORIANI, M.; MAZZUCA, 5; QUARESIMA,

desferrioxamineto nitroxide free radical by activated

Mcd., 14:589-599<1993).

V; MINETTI, M. .- Oxidation of

human noutrophils. Free Rae!. BEol.

- SOUTHORN, P.;

Diseaso.Mayo Clin.

- SOUTI-IORN, P.;

Disease.Mayo CIEn.

- TALLARIDA, R.

Computer Progrants.

POWIS, O..- Free Radicals in

Proc., 63:381-389(1988a).

POWIS, O..- Free Radicals in

Proc., 63:390-408(1988b),

J.; MURRAY, R. 13..- Manual

2nd ed, New York (1987).

Medicine,l. Involvemont in Human

Medicineil. Involvement in Human

of Pliarmnaco!ogEc Calculations with

- TAPPEL, A. L.; ZALKIN, 14..- Inhibition of Lipide Peroxidation in Mitochondria by

Vitamin E. ,4rch. BEochim.Biophys., 80:333-336(1959).

- TAPPEL, A. L.; FLETCHER,E.; DEAMER, D..- Effectsof antioxidantsand nutrientson

lipid peroxidationfluorescentproducts and aging parametersin tEte mouse. J. GeronWl.,

28(4):415-424(1973).

- TAYLOR, O. W. .- Effects of tocoplierols, methylene blue and glutathione on dic

manifestationsof oxygenpoisoning in vitamin E-deficientrats, J. P/iysiot, 140:37-47(1958).

- THOMAS, C. E.; AUST, 5. D..- Rolo of metals iii oxygen radical roactionsand oxidative

stress.En: CRCHandbookofFrce Radicaisand Antioxidaflis En Biomeditifle, Vol.I, 41-45.

Eds.: J. Miquel, A. T. Quintanilhaand H. Weber. CRC Press,Boca Raton, Florida (1989).

189



BIBUOGRA 9/A

-TOLMASOFF, J. M.; ONO, T.; CUTLER, R. O..- Superoxidedismutaso:Correlationwith

life-span and spocifíc metabolie vate in primate species. Proc. Nazi. Acad. Sc!. USA>

77(5):2777-2781(1980).

- UCHIYAMA, M.; MIl-LARA, M..- Dotorminationof MalonaldehydePrecursorin T¡ssues

by Thiobarbituric Acid Test.Anal. Diochení., 86:271-278(1978).

- VERTECHY, M.; COOPER,M.; CHIRARDI, O.; RAMACCI, M. 1..- ‘¡‘he effect of ago

on the activity of enzymesof peroxidemetabolismin rat brain. Exp. CeronioL, 28:77-85

(1993).

- VILLAR, A.; CASCÓ, M. A.; ALCARAZ, M. J..- Anti-inflamniatory ¡md anti-ulcer

properties of hypolaetin-8-glucoside,a novel plant flavonoid. J. Pharm. Pharmacot,

36(12):820-823(1984),

- VILLAR, A,; CASCÓ, M. A.; ALCARAZ, M. 3..-Sorneaspectsof the inhibitory activity

ofhypolaetin-8-glucosidein acuteinflarnmation.J. Pum-ni.Pizarmacol, 39(7):502-507(1987).

- VIÑA, 3. R.; SAEZ, O. T.; VIÑA, J.- TEte physioiogicalfunctionsof giutathione.En: CRC

Flandbookof Free Radicais ane! Andoxidanis la Biomedicine,Vol II, 121-132.Eds.: .7.

Miquel, A. T. Quintanilha and 14, Weber. CRC Press,Boca Raton,Florida (1989).

- VLADIMIROV, Yu. A.; OLENOV, y. 1.; SUSLOVA, T. U.; CHEREMISINA, Z. P..-

Lipid poroxidationin mitochondrial menibranes.Adv, LipEd Res.,17:173-249(1980).

- VLADIMIROV, Yu.; PARFENOV, E.; EPANCHINTSEVA, O.; SMIRNOV,

L. D. .- Antiradical Activity of Coumarin Reductones.Byuíl. Ebpe.rinten. filo!, Med.,

112(11):475-478(1991).

- VOOT, U. L.; RICHIE, J. P., JR..- Fasting-induceddepletionof glutathione in the aging

mouse. flEochem. Pliarmaco1.> 46(2):257-263(1993).

- VUORELA, H.; VUORELA, P.; TÓRNQUIST, FC.; HADACEK, PV; HILTUNEN, R..-

QuantitativeStructure/ActivityRelationship(QSAR) for sornoCounlarifls andtheirCalcium-

AntagonisticActivity. Planta Mcd.> 58:A663 (1992).

190



BIBUOGRAFL4

- WAGNER, 1-1.; GEYER, 13,; FIEBIO, M.; ¡<150, Y.; HIKINO, LA..- Isobutrin¡md Butrin,

tEte AntihepatotoxicPrincipiesof ButeanionosperinaFlowers.Planta Mcd., 2:77-79(1986a>.

- WAGNER,H.; GEYER, 13.; KISO, Y.; HIKINO, LA.; RAO, O..- Coumestans as the Main

Active Principies of tEte Livor DrugsEch~ia Alba and Wedelia calendulaceae.Planta Mcd.,

5:370 (1986b).

- WALFORD, R. .- The IinmunologicTheoryog Aging. Coponhagen,Munksgaard,1969, En:

Cristofalo, V.J..- Biological mechanismsof aging: an overview. Principies of Geriatric

Medicineane! Gerontology,3-14 (1990).

- WARTHIN, A. 5..- Oid Age, The Majar Revoíution:Tize Phylosophyami Paflrology of¡he

Aging Process.New York, Hoeber, 1929. En: Cristofalo, V. J. .- ]3iologfcal mechanismsof

aging: an ovorview. Principies of GerEatric Medicineand Cerontology,3-14 (1990).

- WAX, T. M.; GOODRICK, C. L..- Voluntary exposureto light by young asid aged albino

and pigmonted inbred mice as a function of lighti intensity. Dey. PsycobioL> 8(4):297-303

(1975).

- WEISSMANN, A..- Essaysupan Heredity and Kindred Biological Problerng. Oxford

University (Clarendon),Londres (1981).

- WILLIAMS, O. C. .- Pleiotropy, natural seloction and tEte ovolution of senescence.

Evolution> 11:398-411(1957).En: Kirkwood, T. 13. L..- Biological originsof ageing. Oxford

Textbookof Genio/ncMedicine, 35-48.Eds: Evans and Williarns (1992).

- WUDL, L. R.; TAYLOR, 13. A.; WOOD, A. W..- Metabolismof caumarinlii CS7BL/63

(136) and B6.L~Cohh(congenie)mice. Fed. Proc.> 39:523 (1980).

-YAMAI-IARA, J.; KOBAYASHI, O.; MATSUDA, LA.; TWAMOTO, M,; FUJIMURA, LA..-

VascularDilatory Action of the ChineseCrudo Drug. II. Effects of Seoparoneen Calcium

Mobilization. Chein. Pharrn. Buil., 37(2):485-489(1989a).

- YAMAHARA, J.; KOBAYASHI, O.; MATSUDA, H.; ¡<ATAYAMA, T.; FUJIMURA,

LA..- TEte Effect of Seoparone,a CoumarinDerivativo Isolatedfroni che ChineseCrudo Drug

ArtemisiaoCapillaris Flos, on the Heart. Clíern. Pharrn. Buil.> 37(5)1297-1299(1989b).

191



BJBUOGRAFÍA

- YANG, X.-W.; GU, Z.-M.; WANG, B.-X.; HATTORI, M.; NAMBA, T..- Comparison

of Anti-Lipid Poroxidative Effects of the Undergroundof Noroperygium incisum ¡md N.

forbessii in Mice. Planta Mee!., 57(5):399(1991).

- YU, B. P. .- Cellular DefensesAgainst DamagoFrom ReactiveOxygenSpecies.Physioi.

Rey., 74(1):139-162(1994).

- ZERBA, E,; KOMOROWSKI, T. E.; FAULKNER, J. A..- Freeradical inyury to skeletal

musclesof young, adult, and oíd mice. Am. J. PhysioL, 258:C429-C435(1990).

- Zs.-NAGY, 1..- Centrophenoxineas OH free radical scavongor.

CRCJslana>bookof Free Radicaiscine! Antioxidanis En Biomedicine,Vol II, 87-94. Eds,: 3,

Miquol, A. T. Quintanilhaand 14. Weber. CRC Press,Boca Raton,Florida (1989).

192


	AYUDA DE ACROBAT READER
	Cumarinas en la prevención del estrés oxidativo dependiente de la edad
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS
	1. MECANISMOS BIOLÓGICOS DEL ENVEJECIMIENTO
	2. RADICALES LIBRES DE OXÍGENO Y PEROXIDACIÓN TISULAR
	3. ANTIOXIDANTES
	4. CUMARINAS

	MATERIAL Y MÉTODOS
	1. MÉTODOS IN VITRO
	2. MÉTODOS IN VIVO
	3. MÉTODOS ESTADÍSTICOS

	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	1. RESULTADOS IN VITRO
	2. DISCUSIÓN DE RESULTADOS IN VITRO
	3. RESULTADOS IN VIVO
	4. DISCUSIÓN DE RESULTADOS IN VIVO

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	SALIR DE LA TESIS

	3: 


