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La generacidn de Radicales Libres de Oxigeno es un fenémeno que tiene lugar en
todos los organismos vivos que utilizan el oxfgeno molecular (Halliwell, 1990; 1991). Durante
la evolucién, estos seres vivos han ido desarrollando un sofisticado sistema antioxidante para
hacer frente a los efectos deletéreos de los productos de la reduccién del oxfgeno. Estos
sistemas (scavengers) incluyen compuestos quimicos capaces de "captar" o "secuestrar”
especies activas de oxfgeno (EAO), tales como tocoferoles (vitamina E), 4cido ascdrbico
(vitamina C), B-caroteno (vitamina A), y glutation, asf como una serie de enzimas
especializadas en [a reduccidn de radicales libres a especies mds estables. Las tres enzimas
antioxidantes mgds importantes son superdxido dismutasa {SOD; cobre, zinc, manganeso),
catalasa (CAT, hierro), y glutation peroxidasa (GPx, selenio). Otras, como glutation reductasa
(GR), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), y glutation S-transferasa (GST), constituyen
un soporte para las enzimas antioxidantes primarias. Ya que la generacidn de radicales libres
de oxfgeno en la célula estd muy localizada, la distribucién de estas enzimas es tal que se
complementan unas a otras para la destruccidn de las especies radicalarias producidas en los
mismos compartimentos celulares. Por ejemplo, el 90% del peréxido de hidrégeno (H;0p)
producido en los peroxisomas es eliminado por la CAT antes de que difunda de este orgdnulo.
Asimismo, casi todo el anién superdxido (O,) formado en la cadena respiratoria mitocondrial
es convertido a H,0, por la isoenzima SOD mitocondrial, que requiere manganeso como grupo
prostético (Halliwell, 1989). La enzimas antioxidantes mitocondriales estdn codificadas por sus
propios genes y reguladas especificamente en respuesta al ambiente mitocondrial. Esto
demuestra la importancia de la mitocondria como el lugar principal de consumo de oxfgeno
y generacién de radicales libres (Tappel, 1959; Marco, 1961; Miquel, 1980; Fleming, 1982;
Sohal, 1991a; 1991b).

El envejecimiento podrfa ser el resultado de continuas reacciones de los componentes
celulares con radicales libres de oxigeno durante el perfodo de vida (Harman, 1956; 1978,
1981), Sin embargo, la relacién entre envejecimiento y antioxidantes es todavfa un tema
controvertido, Por un lado, el envejecimiento estd asociado con un descenso en la proliferacion
celular y en la sintesis proteica, que afecta por tanto, al rirnover de enzimas antioxidantes. Y,
por otro lado, el estrés oxidativo asociado al envejecimiento puede causar cambios adaptativos
en el sratus antioxidante de la célula en respuesta a la magnitud del dafio (Ji, 1993).

La degeneracién funcional de las células somdticas durante el envejecimiento, en buena
parte, contribuye al desencadenamiento de enfermedades degenerativas como cdncer,
alteraciones cardiovasculares, déficits en el sistema inmune, disfuncién cerebral, cataratas, etc.
{Ames, 1981; 1993),
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Ademds de los efectos protectores de los sistemas antioxidantes enddgenos, el consumo
de dietas antioxidantes parece tener una gran importancia en la prevencién de las
enfermedades (Gerschman, 1955; 1958), '

Las frutas y los vegetales, fa fuente principal de antioxidantes de la dieta, estdn
asociados con una disminucién en el factor de riesgo para contraer enfermedades degenerativas
(Ames, 1993), Hay evidencias sobre la prolongacidn de la vida media normal y la inhibicién
espontdnea del cdncer mediante la administracién exdgena de antioxidantes en animales de
experimentacién (Harman, 1961). Se ha observado que ratones alimentados con dietas que
contienen cantidades importantes de antioxidantes viven mds tiempo que los alimentados con
dietas de laboratorio estdncdar. La magnitud del efecto varfa con la sustancia aiadida; o-
tocoferol, 2-mercaptoetilamina (Harman, 1961), ditiocarbamatos (Harman, 1968), terc-butil-
hidroxitolueno (BHT) (Harman, 1969), etoxiquina (Comfort, 1971), etc, Estos estudios fueron
promovidos como consecuencia de la formulada teorfa de los radicales libres y envejecimiento
(Harman, 1956; Tappel, 1959; 1973; Dormandy, 1969). En ella se postula que tanto el
envejecimiento natural como el inducido por radiacién puede implicar ataque de radicales
libres oxidativos a moléculas o lfpidos (Dormandy, 1969), a largo plazo, incluidos los de la
mitocondria (Tappel, 1959; Marco, 1961).

La longevidad incrementada en ratones que han recibido un aporte de antioxidantes,
es compatible con la hipétesis de envejecimiento por radicales libres. Asf se ha comprobado
que ratones deficientes en a-tocoferol experimentan un incremento en la sensibilidad al
oxfgeno (Gerschman, 1955; Taylor, 1958, Machlin, 1963; Diplok, 1984; Packer, 1984,
Matsuo, 1992; Meydani, 1992).

Desafortunadamente, el alimentar a los animales con antioxidantes estd frecuentemente
asociado con la pérdida de peso, factor que podrfa llegar por si mismo a un aumento de las
expectativas de vida del animal. Por tanto, la asociacién entre las expectativas de vida, la
longevidad y el consumo de dietas con antioxidantes estd atin por determinar (Comfort, 1971).

Muchos antioxidantes, especialmente el BHT, son poderosos inductores enzimiticos
(Branen, 1975; Cha, 1982), y Ross (1969) observé que la concentracién de enzimas en hfgado
era correlativa con la ulterior expectativa de vida de ratas sometidas a distintas dietas. Y asf
afirma, que el envejecimiento bioldgico es una manifestacién de los cambios en las
actividades enzimdticas que tienen lugar de forma natural, y que dietas deferminadas
pueden reducir o modificar estos cambios con la consiguiente reduccién en la tasa de

envejecimiento.
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Aunque todavfa permanece oscuro el mecanismo de accién de antioxidantes por el que
prolongan la vida media de organismos filogenéticamente distintos, se han realizado estudios
sobre el efecto de distintas concentraciones de antioxidantes (propil galato, terc-butil-
hidroxianisol (BHA), y a-tocoferol) en la actividad GR de tejido cerebraly hepético de ratones
macho de distintas edades (Khanna, 1992). Dichos compuestos producen un aumento en la
actividad enzimdtica. Este incremento puede ser indicativo de una disminucién del dafio por
radicales libres, ya que la GR mantiene el potencial reductor de la célula en un nivel elevado
(Khanna, 1992).

En el desarrollo de la Farmacologfa de productos naturales, se ha comprobado que
diversos compuestos fendlicos gjercen efectos protectores en modelos de hepatotoxicidad
inducida por xenobidticos y mediados por radicales libres. Y asf, se ha mostrado la actividad
hepatoprotectora de algunos flavonoides y dcidos fendticos (Wagner, 1986a; Joyeux, 1990;
Pay4, 1993b). Muchas de las propiedades bioldgicas de estos compuestos han sido relacionadas
con su capacidad antioxidante (Larson, 1938) y se ha prestado una atencidn considerable a su
accidn en el proceso oxidativo. Diversos flavonoides y dcidos fendlicos inhiben la peroxidacidn
lipfdica in vitro (Laughton, 1989; Mora, 1990; Cholbi, 1991; Rfos, 1992) o son capaces de
actuar como "reductores" "atrapadores" (o scavengers)o "desactivadores" de 1as EAO (Robak,
1988; Huguet, 1990; Sichel, 1991; Cotelle, 1992).

En la hepatotoxicidad mediada por ciertos xenobidticos tiene lugar como fenémeno
previo la depleccién de glutation, péptido que actiia como un importante sistema antioxidante,
ya que su forma reducida en combinacién con las GPx, elimina el H,0, y los hidroperdxidos
lipfdicos (Payd, 1993b). Estos compuestos fendlicos, por tanto, podrfan contribuir a vencer
los efectos dafiinos del estrés oxidativo, cooperando con las moléculas protectoras naturales

tales como el glutation reducido, y con su accién directa como "captadores” de radicales libres
(Pay4, 1993b).

Estudios previos sobre CUMARINAS, que pretend(an desarrollar agentes innovadores
por su interaccién con EAQ (inhibicién de la peroxidacién lipfdica no enzimdtica y
"captadores” de radicales superéxido y peroxilo) (Viadimirov, 1991; Pay4, 1992a; 1992b;
1993a; 1993b), concluyeron que diversos compuestos de este grupo tenfan una capacidad
beneficiosa para "captar” radicales y podrfa esperarse que fueran protectores en el dafio tisular
causado por la generacidn de EAO, como puede ser el estrés oxidativo asociado al
envejecimiento. Como en el caso de flavonoides y dcidos fenoles, también se ha descrito una
actividad hepatoprotectora de diversos compuestos cumarinicos (Wagner, 1986a; Yang, 1991;
Anand, 1992).
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Las CUMARINAS comprenden un amplio grupo de sustancias benzo-a-pirona-
fendlicas (se han descrito méds de mil compuestos) ampliamente distribuidas en la naturaleza.
Aunque algunas de ellas son téxicas para los mamiferos, como las aflatoxinas, y se ha descrito
fototoxicidad y fotomutagenicidad para las furanocumarinas, sin embargo, las cumarinas
simples son menos téxicas y presentan un amplio rango de accidn farmacoldgica
(Murray, 1982; Egan, 1990).

En los tiltimos afios, el ensayo de un amplio espectro de productos naturales como
potenciales "captadores" o scavengers de radicales libres de oxigeno, constituye una de las
posibles aproximaciones a la terapia de procesos degenerativos inducidos por EAO. Y,
siguiendo a Harman (1956) en su teorfa sobre la toxicidad de! oxigeno y el envejecimiento,
y en vista de que una de las predicciones mds interesantes de esta hipétesis podria ser la
prolongacién de la vida media de poblaciones de animales mediante la administracidn en la
dieta de antioxidantes, en este contexto, hemos llevado a cabo el trabajo de investigacién de
este proyecto de Tesis Doctoral. Se ha seleccionade el grupo farmacoldgico de las
CUMARINAS como agentes potenciales en fa prevencion del estrés oxidativo dependiente de
la edad. La busqueda de esta actividad antioxidante en estos compuestos, a primera vista

indeterminada, se ha evaluado in vitro & in vivo.

Primeramente, se ha realizado un screening de 19 cumarinas de origen natural y
sintético, mediante reacciones quimicas de generacién de radicales, para evaluar su capacidad
scavenger ("atrapadora"), asf como inhibitoria de ta peroxidacidn lipfdica, A partir de estas
técnicas in vitro, se han seleccionado los compuestos con mayor espectro de actividad anti-
radicalaria.

Posteriormente, las cumarinas seleccionadas se han administrado independientemente,
de forma crénica durante un tiempo establecido, a animales de experimentacion (ratén macho
CS7BL/6)) de distintas edades. Simultineamente al tratamiento, se ha ido evaluando el
comportamiento animal bajo la influencia de estos compuestos (vitalidad, vigor, coordinacién
muscular, coordinacién motora, memoria,...).

Al final del tratamiento, los animales se han sacrificado mediante descoyuntacidn
cervical y se han extrafdo las muestras bioldgicas de interés, higado y corteza cerebral. En
ellas se ha hecho un estudio de diversos antioxidantes, enzimdticos y no enzimdticos, asf como
el grado de dafio tisular mediante el test del dcido tiobarbitiirico (TBA), con el fin de conocer
la influencia de los compuestos seleccionados en los mecanismos protectores antioxidantes

endégenos celulares y, por tanto, en la prevencién del dario oxidativo.
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No es la pretensién de este trabajo de investigacién conocer la influencia de ciertas
cumarinas en la vida media de pequeiias poblaciones de ratones C57BL/6J de distinta edad,
y mucho menos hacer un estudio experimental de envejecimiento de dicha raza de ratén. El
propésito de nuestro estudio se orienta mds a establecer una relacién entre el
comportamiento animal y la concentracién de antioxidantes enddgenos con el
envejecimiento biolégico, como consecuencia del tratamiento farmacoldgico con las

cumarinas de eleccién.

En la presente Introduccién se revisard el estado actual de los conocimientos acerca de:
1. Mecanismas bioldgicos del envejecimiento.
2. Radicales libres ¢le oxfgeno y peroxidacién tisular.
3. Antioxidantes.
4. Cumarinas.
Hemos incluido una revisién del grupo de compuestos de las

CUMARINAS, atendiendo principalmente a sus actividades farmacoldgicas

atribuibles a su capacidad antioxidante,



1. MECANISMOS BIOLOGICOS DEL ENVEJECIMIENTO

1.1, Introduccién a la biologia del envejecimiento

El estudio de la biologfa del envejecimiento ha tenido una historia larga y pintoresca.
En la Antigiiedad, Aristételes ya hablé sobre la vida media y las teorfas del envejecimiento,
y catalogé la longevidad mdxima de diversas especies. Later, Galeno y Roger Bacon también
contribuyeron a la literatura antigua y medieval en este sentido (Cristofalo, 1990).

En 1908 Elie Metehnikoff recibid el Premio Nobel por sus muchas aportaciones al
estudio de la biologfa del envejecimiento. Y defini6 dicho concepto como el proceso causado
por 1a absorcién continua de toxinas procedentes de las bacterias intestinales (Cristofalo,
1990).

Comfort (1974) contempla el perfodo moderno de la gerontologfa, iniciado alrededor
de 1950, cuando se llevaron a cabo los estudios sistemdticos que describieron el fenotipo del
envejecimiento en términos de fisiologia, bioquiinica y morfologia celular, Este avance
impulsé el desarrollo creciente de hipdtesis cada vez mejor definidas y experimentalmente
demostrables. Sin embargo, hasta ahora, las distintas teorfas de envejecimiento son
frecuentemente presentadas como ideas independientes que no conducen a una interpretacion
integrada de lo que constituye el fendmeno de envejecimiento.

Una de las dos principales teorfas de envejecimiento, es la llamada por Comfort
"Fundamentalista”. Depende en algunos aspectos del wear and fear (desgaste y dafio), y
atribuye el envejecimiento a un tejido especifico (por ej., nervioso, endocrino, vascular,
conectivo, etc,) (Comfort, 1974),

El otro grupo general de teorias considera el envejecimiento como un epifenémeno.
Y asf, la base del mismo podrfa encontrarse en los agentes medioambientales como toxinas,
rayos c6smicos, gravedad, ete, (Cristofalo, 1990),

Otras teorfas, que podrian incluirse en uno de los dos grupos anteriores, contemplan
el envejecimiento como un proceso continuo con desarrolio y morfogénesis (Warthin, 1929),
o asociado a factores como la depleccién de energfa y el declinar del crecimiento de
células somdticas (Pearl, 1928).

Versiones més espec(ficas de estas teorfas generales han implicado al sistema inmune,
al sistema neuroendocrino, la mutacidn al azar de células somdticas, fracasos en la
reparacién del DNA, errores en la sintesis de proteinas, acumulacién de productos
téxicos, daiio fortuito por radicales libres, y otros (Martin, 1992).

Las distintas teorfas, como quiera que se clasifiquen, no son exclusivas entre sf, yé que
el envejecimiento no tiene probablemente una causa sencilla. Es mds, los cambios que tienen

lugar con fa edad pueden ser interdependientes, y la regulacidn de la tasa de envejecimiento



MECANISMOS BIOLOGICOS DEL ENVEJECIMIENTO

no parece que dependa de un mecanismo simple. Por tanto, s mds posible que exista una
combinacién del dafio medioambiental y de los procesos intrfnsecos adicionales que tienen
lugar (Kirkwood, 1992)

1.2. Observaciones sobre el envejecimiento

Es preciso hacer una breve revisién de las observacionesy correlaciones asociadas con
los procesos de envejecimiento para discutir posteriormente las distintas teorfas acerca del
mismo.,

No existe un conocimiento exhaustivo sobre la naturaleza de los mecanismos
involucrados en el proceso de envejecimiento, aungue haya sido acometido su estudio a lo
largo de toda la historia (Kirkwood, 1992).

La combinacién del dafio medioambiental y de los cambios intr{nsecos, por un lado,
y la utilizacién de biomarcadores limitados para definir la cinética de los procesos de
envejecimiento, por otro, son factores que dificultan la formulacién de principios unificadores.
Sin embargo, estd claro que el envejecimiento se caracteriza por un incremento de la
vulnerabilidad al cambio medioambiental. Asf, cuando un individuo sufre un estrés que
interacciona con una de las variables de su medio interno, la edad influye marcadamente en
el grado de desplazamiento de la variable y en el tiempo necesario para que la variable vuelva
a la normalidad. Como consecuencia, el aumento de la edad cronoldgica trae CONSigo un
incremento en la probabilidad de la mortalidad. De hecho, una expresién matemdtica del
envejecimiento bioldgico considera este aumento en la probabilidad de mortalidad como una
funcién del tiempo, a diferencia de las cinéticas de procesos no bioldgicos de deterioro
(desintegracién radiactiva, especies en tierra salvaje que son extinguidas por predadores o que
mueren por accidentes), en que la fraccidn de la poblacién moribunda es constante en el
tiempo. En este dltimo caso, los individuos mueren antes de que tengan la oportunidad de
mostrar el aumento de vulnerabilidad que caracteriza al envejecimiento bioldgico (Cristofalo,
1990).

También parece importante cuestionarse por qué el procesode envejecimiento biolégico
de poblaciones protegidas tiene lugar en toda la naturaleza. Si se plantea el envejecimiento
como un proceso genéticamente programado, intencionado, determinado, en el que la
vulnerabilidad al medio ambiente aumenta con el tiempo, entonces habrfa que pensar que a lo
largo de la evolucion se produce una seleccidn mediante una propiedad negativa (Rose, 1980).
Quiz4, la mds atractiva de las ideas en este sentido, sea la propuesta por Medawar y Williams.
Ambos argumentan que la optimizacién de la reproduccion es lo que selecciona. Medawar

(1952) puntualiza que los genes deletéreos asociados con la senescencia pueden aplazar su
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expresién hasta el perfodo postrreproductivo. Williams (1957) introdujo la idea de pleiotropia
antagonistica que expone que los genes expresados tempranamente en vida y asociados con
la optimizacidn de la fecundidad tienen efectos deletéreos finalmente en vida. Asf, el
envejecimiento puede ser el precio que se paga por los mecanismos que aseguran la préspera
reproduccidn.

Sacher (1968) hace una distincién entre organismos semelparous e iteroparous. Los
primeros, como plantas anuales y salmdn del Pacifico, mueren después de experimentar el
proceso de reproduccidén una sola vez. Este envejecimiento rdpido, que estd fuertemente
acoplado a un sencillo evento reproductivo, puede representar una especie de envejecimiento
programado, directamente dependiente de la reproduccidn. Sin embargo, para los organismos
iteroparous, ¢l éxito de la evolucidn requiere reproduccidn repetida, y por ello, la senescencia
no tiene un papel positivo. Antes bien, la estabilidad del organismo en un medio ambiente
cambiante, es el factor seleccién. Por ello, el estudio de "los genes que aseguran la
longevidad" proporciona mayor informacidn. La comparacién de las expectativas de vida
mdxima de distintas especies de organismos ireroparous, ha permitido la identificacidn de estos
genes que aseguran la longevidad. No parece que exista conflicto entre la seleccién por la
senescencia (por ejemplo, pleiotropfa antagonfstica) y el concepto de "los genes que aseguran
la longevidad", Quizd, por ejemplo, los mecanismos que reducen la probabilidad de
transformacion neopldsica se fundamenten en la supresién de la plasticidad de la expresidn
del gen en el organismo. Esto es, naturalmente, una nocién completamente especulativa que
muchos cientificos pueden encontrar atractiva (Cristofalo, 1990).

Otro problema confuso en la comprension del envejecimiento es el hecho de que exista
un vasto espectro de cambios. El proceso de envejecimiento es probablemente multifactorial
en su regulacién, Es virtualmente imposible prever qué cambios son primarios a un evento
senescencia-regulado y qué cambios son secundarios (Martin, 1992).

Finalmente, hay que decir que existe una confusién entre los conceptos de
envejecimiento, enfermedad y muerte. El envejecimiento se caracteriza por una pérdida en
la homeostasis y, como consecuencia, por un incremento en la vulnerabilidad a la
enfermedad (Martin, 1992), Por otro lado, durante mucho tiempo, el concepto de muerte ha
sido utilizado como la medida del punto final del envejecimiento. Sin embargo, la muerte
puede deberse a muchas causas, algunas de ellas relativas al proceso de envejecimiento, sélo
secundariamente. El envejecimiento, no tiene lugar en todas las especies o en todos los
organismos de la misma especie, en la misma trayectoria exactamente; mientras un tejido
puede perder capacidad funcional (envejecimiento, senescencia) rdpidamente, otros pueden
permanecer completamente "jévenes” y "escapar” de la suerte de la edad, Es decir, mientras
algunas funciones fisiolégicas permanecen relativamente estables durante el

envejecimiento humano, otras sufren una pérdida gradual de reserva. La muerte del
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organismo refleja el fracaso de un tipo de célula o tejido del cual depende el organismo entero.
Para una mejor comprensién de los procesos bioldgicos y de los mecanismos del
envejecimiento, es preciso desglosar el escenario del envejecimiento, es decir, anatomizar
tejido por tejido, y especie por especie (Cristofalo, 1990).

El principio de divisién del trabajo, que aparecié en los organismos multicelulares
en una temprana etapa de la evolucidn y que ha producido estructuras cada vez mds complejas,
podrfa explicar la diferenciacidn entre células mortales e inmortales. A partir de ahf, las
células somdticas sobrepasaron en niimero a las reproductoras y se subdividieron en sistemas
de tejidos claramente diferenciados. Al mismo tiempo se perd i¢ el poder regenerativo de partes
considerables del organismo, y la capacidad de reproduccion pasé a ser competencia exclusiva
de las células sexuales. Los mecanismos que permiten la inmortalidad de las células
reproductoras y aseguran el envejecimiento y la mortalidad de fas células somaticas,

constituyen el objetivo principal de la gerontologfa moderna (Hayflick, 1992).

1.3. Caracterfsticas del envejecimicento

A pesar de todos los aspectos confusos concernientes al proceso de envejecimiento, en

mamiferos se pueden destacar las siguientes caracterfsticas sobre el mismo:
1. Mortalidad incrementada con la edad después de la maduracién.

2. Cambios en la composicién quimica del organismo con la edad. Estos cambios, estudiados
primariamente en mamiferos, conllevan una disminucidn en la masa corporal magra y un
incremento en la grasa. También es caracter(stico un mayor actimulo de lipofuscina (pigmento
de la edad) (Miquel, 1974; 1978b; Bodner, 1991) en ciertos tejidos y un incremento en la

formacién de enlaces cruzados en moléculas matriz como el coldgeno (Harrison, 1978).

3. Un amplio espectro de cambios deteriorativos progresivos, demostrado tanto en estudios

transversales como longitudinales.

4. Habilidad reducida para responder adaptativamente al cambio medioambiental. Esto puede
demostrarse a todos los niveles, desde el molecular al nivel de organismo. Asf, los cambios
deteriorativos asociados a la edad representan la habilidad mds o menos disminuida para volver

a los pardmetros normales después de un estrés fisiolégico.
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5. Aumento en la vulnerabilidad a muchas enfermedades con la edad. La comprensién de esta

realidad, por el momento, s muy pobre.

1.4. Teorias del envejecimiento

Una forma dtil de presentar toda Ia informacidn que nos proporciona la literatura
gerontoldgica, es agrupar la multiplicidad de teorfas en dos clases segun su base conceptual
fundamental, y a partir de ahf describir los ejemplos notables de ambas clases. Esta
clasificacién es solamente operacional, y ninguna de las dos clases de teorfas, tampoco las

teorfas en sf mismas, se excluyen mutuamente,

1.4.1. Teorias evolutivas

El envejecimiento es causado por la acumulacién de "noxas” procedentes del medio

ambiente. Estas alcanzan eventualmente un nivel incompatible con la vida,

El ejemplo especifico mds notable de esta clase de teorfas es la teor(a de MUTACION
SOMATICA DEL ENVEJECIMIENTO (Cristofalo, 1990; Martin, 1992). En ella se expone
que las mutaciones (dafio genético), presumiblemente, resultan de la radiacidn medioambiental,
y quizd, de agentes radiomiméticos que se acumulan eventualmente produciendo fracaso
funcional y, muerte. La reduccion del tiempo de vida por exposicién a la radiacidn ionizante,
es una observacién bien documentada que constituye el principal soporte experimental de esta
teorfa. Pero, el mecanismo por el cual la vida media se acorta por la radiacidn jtiene alguna
relacién con el mecanismo normal de envejecimiento?, También se habla de la posibilidad de
genes variables o genes empalmables que podrfan encontrarse fortuitamente en el
envejecimiento y que podrfan explicar la expresion de genes cambiantes. Tales mecanismos
podrfan ser importantes no sélo en la limitacién de la vida media sino en los procesos de
especiacién que estdn de algtin modo acoplados a los cambios en la expectativa de vida
méxima. Serfa interesante una reexaminacién de esta teorfa a la luz de las genéticas

moleculares modernas.

Un segundo ejemplo de teorfa estocdstica es la TEORfA DEL ERROR

CATASTROFICO. Articulada primeramente por Orgel (1963}, propone que, aunque pueden
producirse errores fortuitos en la sfntesis proteica, la molécula de protefna que contiene el

error es regenerada completamente y la copia siguiente estard libre de error. Si la protefna
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errénea estd implicada en la sfntesis del material gendtico o en la maquinaria que sintetiza
protefnas, esta molécula podrfa entonces causar de nuevo errores y asf extenderse el nimero
de protefnas con error, conduciendo finalmente a una "crisis de error” que serfa incompatible
con la funcién propia y, por tanto, con la vida. La habilidad para reparar el dafio del material
genético estd de algin modo asociado con el envejecimiento o la velocidad de envejecimiento.
Aunque parece atractiva la hipdtesis de que las diferencias en la capacidad de reparacién del
DNA proceden de las diferencias en la vida media de las especies, actualmente carece de

apoyo experimental.

Una teorfa relacionada estd basada en la formacién de ENLACES CRUZADOS EN
MACROMOLECULAS (Cristofalo, 1990). Aunque la formacién de estos enlaces cruzados
no es exclusiva de protefnas, el estudio experimental ha dirigido su atencidn preferentemente
al coldgeno y a la elastina. El coldgeno es una molécula presente en la matriz extracelular de
la mayor parte de los tejidos del organismo. Se ha comprobado que el mimero de puentes
cruzados en el coldgeno aumenta con la edad, favoreciendo asf su insolubilidad. Este fendmeno
podrfa explicar la rigidez de las arterias y de las articulaciones, por ejemplo (Harrison, 1978).
Por otro lado, la formacicn de puentes cruzados en el material genético o en las protefnas que

regulan la expresion genética, podrian alterar la expresidn de la misma.

1.4.2. Teorias de control genético

El envejecimiento es considerado como un proceso continuo con desarrollo controlado

y programado genéticamente,

El primer pgrupo de estas teorfas es denominado como TEORIAS
NEUROENDOCRINAS del envejecimiento (Cristofalo, 1990; Mart(n, 1992). Enellas se hace
referencia a los descensos funcionales que se producen en neurgnas y sus hormonas asociadas.
Una versién importante de estas teorfas propone que el eje hipotdlamo-hipofisario constituye
el crondmetro director del organismo, y el regulador primario del proceso de envejecimiento,
Los cambios funcionales que experimenta este sistema son regulados por descensos funcionales
a lo largo de todo el organismo. Como es sabido, el sistema neuroendocrino regula
tempranamente el desarrollo, el crecimiento, la pubertad, el control del sistema reproductor,
el metabolismo, y en parte, las actividades de todos los sistemas de érganas importantes del
organismo. Asf se ha observado, por ejemplo, cédmo en raias viejas macho y hembra, la
capacidad reproductora disminuida es debida a una menor liberacién hipotaldmica de la

hormona liberadora de gonadotropina hipofisaria, y puede atribuirse a una disminucion en la
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actividad de [as catecolaminas hipotaldmicas (Eleftheriou, 1975). También se ha comprobado
que la liberacion de la hormona del crecimiento disminuye con la edad de las ratas, y por otro
lado, cuando se someten a hipofisectomfa y sus hormonas hipofisarias son repuestas, dichos
animales viven mds tiempo. La hipofisectomfa produce, entre otros trastornos debidos a la
carencia de las restantes tropinas, una detencién del crecimiento con una serie de trastornos
bioqufmicos a causa precisamente de la falta de somatotropina (STH o GH, hormona del
crecimiento). La administracién de hormona del crecimiento a los animales hipofisectomizados
restablece la replicacién del DNA y la sfntesis de RNA, y hace que se reemprenda el
crecimiento con aumento de la masa muscular, disminucién del tejido adiposo, aumento de la
retencién de nitrdgeno, normalizacién de la tolerancia a la insulina, etc (Esplugues, 1978). Por
otra parte, Denckla (1974) ha demostrado que las ratas viejas presentan un consumo reducido
de oxfgeno en respuesta a tiroxina (T,). Sin embargo, este efecto es abolido mediante
hipofisectomfa y reposicién de hormonas. A partir de esto se concluyd la posible existencia
de una hormona hipofisaria no descrita previamente y ltamada "hormona de descenso en el
consumo de oxfgeno", que probablemente comienza a ser elaborada en la pubertad por
estimulacién de hormonas tiroideas. Parece ser que dicha hormona, cuya existencia permanece
por ahora sin demostrar, es la responsable, en el envejecimiento, del descenso en el consumo
de oxfgeno y de la efectividad disminuida de las hormonas tiroideas (activan en buena parte
las oxidaciones a nivel de las mitocondrias, fénomeno decisivo en la produccién de energfa
en forma de ATP) (Esplugues, 1978).

La segunda de estas teorfas se denomina como MUTAGIENESIS INTRINSECA. Fue
propuesta primeramente por Burnet (1974) y aparece como un intento de conciliar las teorfas
estocdsticas de envejecimiento con la regulacion genética de la expectativa de vida méxima.
Burnet sugiere que cada especie estd dotada con una constitucion gendtica espectfica que regula
la fidelidad del material genético y su replicacion. El grado de fidelidad regula la tasa de
aparicién de mutaciones o errores, y asf, la vida media. Otro aspecto de esta teorfa concierne
al incremento en la reparacion de la excisién del DNA asociado con la expectativa de vida
maxima. Parece ser que la fidelidad de la DNA polimerasa puede disminuir con la edad,

aunque no existe por el momento una base experimental que lo confirme.

Una tercera teorfa de control genético es la llamada TEORIA INMUNOLOGICA
DEL ENVEJECIMIENTO. Propuesta por Walford (1969), estd basada en dos observaciones
fundamentales: que la capacidad funcional del sistema inmune disminuye con la edad, como
se ha visto en la funcién reducida de las células T y en la menor vulnerabilidad a contraer
enfermedades infecciosas; y que la fidelidad del sistema inmune se ve reducida con la edad,

como se pone de manifiesto en el incremento llamativo de la enfermedad autoinmune asociado
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a la edad (Solana, 1991). Walford ha relacionado estos cambios del sistema inmune con los
genes del complejo principal de histocompatibilidad en ratas y ratones. Y asf se ha
comprobado cémo animales congénicos, que difieren solamente en el locus del complejo
principal de histocompatibilidad, parecen tener expectativas de vida méxima diferentes, 1o que
sugiere que la vida media es regulada por este /Jocus (al menos en parte). Este locus también
regula la SOD y los niveles de oxidasa de funcién mixta, un hallazgo que relaciona la teorfa
inmunolégica del envejecimiento (Martfn, 1992) con la teoria de radicales libres del
envejecimiento (Harman, 1981). Sin embargo, es diffcil defender la funcidn del sistema

inmune como el cronémetra primario en la biologfa de todos los organismos.

El cuarto ejemplo de teorfa de control genético es la TEORIA DE LOS RADICALES
LIBRES (Harman, 1981). En ella se propone que la mayoria de los cambios que tienen
lugar en ¢l envejecimiento, son debidos al dafio causado por radicales. Los radicales libres
son ftomos o moléculas con un electrén desapareado. Quimicamente son especies
altamente reactivas que son generadas, generalmente, en reacciones de transferencia
electrénica sencilla del metabolismo. Los radicales son rdpidamente destruidos por
sistemas enzimdticos protectores, tales como la SOD (Miquel, 1989), Sin embargo, algunos
radicales escapan a la destruccién por los sistemas defensivos del organismo y causan daiio
acumulativo en estructuras bioldgicas importantes. Esta acumulacién de dafio, eventualmente
interfiere can las funciones del organismo y finaimente causa la muerte, En las células, el
radical libre mayoritario es el anidn superdxido y las moléculas generadas por sus

interacciones (Miquel, 1989).

Las reacciones que implican oxigeno y anién superéxido son:

0, +¢ >0,
SOD

2H* + O, + O, > 0, + H,O,
CAT

2H,0, >2H,0+ 0,
GPx

H,0, + 2GSH > 2 H,0 + GSSG
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Cuando existe un exceso de oxfgeno molecular, puede tener lugar la reaccién de

Haber-Weiss, produciéndose radical hidroxilo altamente reactivo.

0, + H,0, > 2 0H + 0,

La peroxidacién lipidica es un ejemplo de dafio producido por radicales libres
(Lippman, 1989). La lipofuscina, un "pigmento de envejecimiento" (Fletcher, 1973) se
acumula en células viejas, y puede ser el producto de la oxidacién por la accién de radicales
libres sobre 4cidos grasos poliinsaturados. La autoxicdacion de lipidos (Dormandy, 1969) por
EAO, puede conducir a la formacién de hidroperdxidos que después se descomponen en
productos como etana y pentano.

La teorfa de los radicales libres parece atractiva porque proporciona un mecanismo
para el envejecimiento que no depende de la accidn especffica del tejido, pero es fundamental
a todos los tejidos aerobios (Harman, 1981).

La concentracién y localizacién de las enzimas antioxidantes gobierna el potencial de
éxido-reduccion de las células, y por tanto controla la muerte de células somdticas y
diferenciadas (que es causada por el ataque de radicales libres). La proteccién antioxidante
puede jugar un papel clave en la diferenciacidn celular (Obertey y Oberley, 1986). Walford
(1969) ha sefialado el papel clave de los mecanismos antioxidantes programados en la
determinacién de la vida media de las especies. Y Cutler {1984) subraya que esta funcidn es
asumida por los antioxidantes fisioldgicos. Estos antioxidantes (cada tipo de célula diferenciada
tiene un nivel caracteristico), gobiernan la razén de disdiferenciacion de las células y asf la
razén de envejecimiento del organismo. Este concepto tuvo implicaciones ¢lfnicas importantes
ya que insuficiencias en la sintesis endégena de antioxidantes podfan dar lugar a ciertas
enfermedades, y a una aceleracion del envejecimiento.

Por otro lado, como el metabolismo per s¢ causa daiio al organismo, se pensé que una
elevada tasa metabdlica podrfa causar un serio calentamiento en un animal grande. En este
contexto, se ha observado que, para un grupo limitado de mamiferos, la vida media es mds
0 menos una funcién directa del tamafio del cuerpo (Sohal, 1993b). Cada especie es capaz de
gastar un nimero determinado de calorfas en su tiempo de vida. Las especies que las gastan
répidamente, viven un tiempo corto, y las que las gastan mds lentamente, el tiempo de vida
es mds extenso.

Ya que la tasa metabdlica estd relacionada directamente con la generacidn de
radicales libres e inversamente con la vida media, parece razonable hipotetizar que la tasa

de produccién de radicales libres estd de alguna forma relacionada con la determinacidn de la
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vida media o 1a senescencia (Lépez-Torres, 1993a; 1993b; Pérez-Campo, 1993). Por ¢jemplo,
la actividad especifica de la SOD en el higado parece ser directamente proporcional a la
expectativa de vida mdxima de las especies (Tolmaseff, 1980). Similarmente, otros autores
apuntan a la observacién hecha en ratas y ratones cuya restriccidn caldrica puede incrementar
la expectativa de vida mdxima y la vida media, aproximadamente el 50%. La restriccién
calérica disminuye la tasa metabdlica y asi la produccién de radicales libres. Se ha
comprobado que protege al DNA del dafio oxidativo (Chung, 1992; Ames, 1993).

La restriccién caldrica y su efecto sobre el incremento de la vida media es quizd una
de las investigaciones mds prometedoras del mecanismo del envejecimiento. Dicha restriccién
puede ejercer sus efectos a través del sistema neurcendocrino, ya que Everitt (1980} ha
mostrado una similitud entre la restriccidn dietética y la hipofisectomfa.

Una simple extrapolacién de la teoria de los radicales libres del envejecimiento,
conduce a la conclusion de que individuos activos podrian tener una vida media mds corta que
individuos inactivos.

Similarmente, el ejercicio vigoreso podria ser una actividad acortadora de la vida,
y aunque pueda tener efectos beneficiosos en la prevencion de enfermedades (presumiblerente
enfermedades cardiovasculares), al mismo tiempo acelera el envejecimiento a través de la
generacién incrementada de radicales libres (Zerba, 1990; Ji, 1993; Sastre, 1992). Sin
embargo, los aspectos de prevencién de la enfermedad podrfan oscurecer completamente los

efectos de los radicales libres.

TEORIA GENETICO-MITOCONDRIAL DEL ENVEJECIMIENTO (Miquel, 1980;
1984: Fleming, 1982). El genoma mitocondrial desempefia un papel importante en el
envejecimiento celular. El sistema genética semiindependiente que contienen estos organelos
es necesario para su regeneracion a través de un proceso de divisién mitocondrial. El DNA
mitocondrial regula la sfntesis de varias protefnas hidrofébicas de la membrana interna, que
son componentes esenciales de los citocromos, citocromo oxidasa y ATPasa. Por ello, si este
genoma mitocondrial sufre, con el envejecimiento, mutaciones y otras alteraciones, se
producird una pérdida progresiva de la capacidad de regeneracién mitocondrial. Ya que las
mitocondrias de las células diferenciadas estdn expuestas a un continuo ataque por los radicales
libres generados durante la reduccién univalente del oxigeno, la pérdida de capacidad
regenerativa conducird a una disminucién en el nimero de mitocondrias funcionales y, por
consiguiente, a una disminucién en la sfntesis de ATP ("crisis energética"). Finalmente, se
producird una pérdida en las funciones fisiolégicas (Miquel, 1980). El genoma mitocondrial
no posee mecanismos de reparacién por escision, ni replicatives, ni postrreplicativos. Por ello,
es mucho mis sensible a las mutaciones que el DNA nuclear (Miquel, 1984).
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1.4.3. Visién integral de las tcorias de desgaste metabdlico, diferenciacién celular, y

radicales libres

El concepto cldsico de desgaste de las células somiticas como consecuencia de su
trabajo fisiolégico, aparece mds tarde expresado en lenguaje bioquimico como la teorfa de la
toxicidad residual del oxigeno. Es decir, el envejecimiento tendrfa lugar por una ligera
insuficiencia de las defensas contra la toxicidad del oxfgeno. Y Harman afirma que serfa la
suma de las reacciones nocivas por radicales libres que tienen lugar continuamente en las
células y tejidos (Harman, 1981).

Estos conceptos, junto con la teorfa del rare of living de Pearl (1928), segiin la cual
la intensidad de! metabolismo acrobio controla el ritmo de la desorganizacidén senil, estdn
en concordancia con la disminucién regenerativa mitocondrial en las células viejas como
consecuencia del ataque por radicales libres de oxigeno y una alteracidn en la actividad de las
enzimas respiratorias (Miquel, 1980).

La pérdida de la inmortalidad de los organismos podrfa ser debida al principio de
divisién del trabajo, que produjo células especializadas destinadas al apoyo de las células
reproductoras (Weissman, 1981). Este proceso condujo a la pérdida de poder regenerador de
partes considerables del organismo, para concentrarse en las células sexuales la capacidad de
reproducir el organismo entero. Paralelamente, Minot (1907) mantiene que la causa
fundamental del envejecimiento es el proceso de diferenciacidn celular, que conduce a una
pérdida de potencial regenerador. Asf, estudios por microscopfa electrénica ponen de
manifiesto que, mientras células capaces de dividirse no sufren degeneracién ultraestructural
al envejecer el organismo, las células diferenciadas (que han perdido la capacidad mit6tica)
degeneran, tanto en los tejidos de los insectos como de los mam{feros.

Los estudios mds recientes se presentan como apoyo de la nocién de que en las células
diferenciadas irreversiblemente, el conflicto entre la desorganizacion mitocondrial (Miquel,
1980: 1984) por radicales libres de oxfgeno y la proteccién antioxidante de estos orgdnulos se
desarrolla en favor de una progresiva desorganizacién estructural y bioguimica, Estas
alteraciones producen una depresién en la sintesis de ATP, y proceden de la elevada
concentracién de radicales de oxigeno que se liberan en la cadena respiratoria de las células
diferenciadas. Por tanto, en las células que no han perdido la capacidad mitGtica, no hay
envejecimiento mitocondrial porque sus orgdnulos estdn protegidos por un mecanismo
regenerador muy eficaz, que es la frecuente renovacién de las macromoléculas (lfpidos
estructurales y protefnas de la membrana interna) a través del proceso de divisién
mitocondrial, cuando tiene lugar la divisién mitdtica. Sin embargo, en las células
diferenciadas, el furnover de los componentes de las membranas mitocondriales es mucho mds

lento y por lo tanto estas membranas son vulnerables a la desorganizacién peroxidativay a la
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degradacién lisosomal que conducen a la acumulacién de lipofuscina en las células viejas. La
destruccién mitocondrial en las células diferenciadas conduce a la depresién de la funcidn
fisiolégica y de la resistencia al estrés, que caracterizan el envejecimiento a niveles mds altos
de organizacién bioldgica (Miquel, 1980, 1984).
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2. RADICALES LIBRES DE OXIiGENO Y PEROXIDACION TISULAR

2.1. Oxigeno y especies activas de oxfgeno (EAQ)

El hombre ha utilizado el oxfgeno para la respiracidn y la combustidn, sin tener
conocimiento de ello hasta hace poco tiempo. Leonardo da Vinci observé, hace 500 afios, que
solamente una parte del aire era utilizada durante la respiracién y la combustién. Sin embargo,
da Vinci se adelantd a su tiempo, porque el concepto de elemento quimico, esencial para
explicar sus resultados, no habfa surgido todavfa. Fue Lavoisier quien reconocid el ox{geno
como un elemento y demostrd que era esencial para la respiracién y la combustidn, 300 afios
mds tarde. El conocimiento de los mecanismos submoleculares de las reacciones quimicas
incrementd considerablemente, ya que se identificaron radicates libres en 1900. Actualmente
se ha visto, que estos radicales libres son formados como intermediarios en la respiracién y
en la combustién (Basaga, 1990). Es decir, en el organismo bioldgico, se producen continuas
reacciones de oxidacién y reduccidn, las cuales pueden, y de hecho suele suceder asf, generar
ciertas EAO, necesarias para realizar funciones fisiolGgicas, como sintesis de prostaglandinas,
metabolizacién de principios activos (0 xenobidticos) en el sistema microsomal hepdtico,
accién peroxidasa, fagocitosis, etc., (Babion, 1982),

Entre las EAQ producidas en el organismo humano se encuentran, radicales libres
como el anién superdéxido (07, y el radical hidroxilo (OH}, y especies no radicalarias
altamente reactivas como el peréxido de hididgeno (H,O,) y el oxigeno singlete ('Oy). En
definitiva, los radicales libres son especies quimicas cargadas o no, que poseen un electrén
desapareado cn su orbital mds externo (Alvira, 1988a; Halliwell, 1990).

Sin embargo, la produccién exacerbada de estas especies puede inducir lesidn celular
por su alta reactividad y cardcter toxico (efisema pulmonar, estados de isquemia y reperfusidn,
toxicidad de herbicidas, efectos radiobioldgicos, cdncer, envejecimiento celular, etc.)
(Halliwell, 1991; Ames, 1993); la exlensidn del daito inducido es el resultado de!l desequilibrio
entre las EAO generadas y los sistemas de defensa o proteccidn antioxidante que posee el
organismo frente a las mismas (GPx, CAT, SOD, tocoferoles, dcido ascérbico, fF-caroteno,
etc.) (Halliwell, 1990; 1991).

El interés por el estudio de las distintas EAO se ha incrementado considerablemente
en las dltimas décadas. Varios factores han contribuido a ello, como la identificacidn
espectroscépica del oxfgeno singlete, Ia apreciacion de que el ', es la especie perjudicial
mayoritaria en las oxidaciones fotosensibles, la formacién de anin superdxido en la
respiracion y fagocitosis, y la formacién de anién superdxido, radical hidroxilo, y radicales
peroxilo por exposicién de los sistemas biolégicos a radiacién de alta energfa (Miquel, 1989).
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2.2. Reduccién molecular del oxigeno
Los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular como aceptor final de los

electrones provenientes de la oxidacién de combustibles metabdlicos, como hidratos de

carbono, lipidos y protefnas, convirtiéndolo en agua (Southorn, 1988a):

0, + 4e” + 4H* > 2 H,0

Esta reaccién global se lleva a cabo en los organismos vivos desglosada en cuatro

etapas:
O, +¢ > 07,
0, + ¢ + 2H* > H,0,
H,0, + H* + ¢ > ‘OH + H,0
‘OH + H* + ¢ > H,O0
e e+2H* e +H* e+Ht

La via univalente de reduccién del oxfgeno da lugar a tres formas "incompletamente
reducidas” del mismo, entre éste y el agua: radical superdxido, perdxido de hidrégeno (que

no es un radical pero puede generarlos), y radical hidroxile (Southorn, 1988a).

Hoy dfa se sabe que el radical superdxido carece de reactividad suficiente para atacar
directamente a las macromoléculas. Sin embargo, en presencia de trazas de metales como
hierro o cobre, la combinacién de superdxido y per¢xido de hidrégeno en la reaccidn tipo
Fenton o Haber-Weiss da [ugar a radical hidroxilo (Halliwell, 1991):

0, + Fe** > 0, + Fe?t
H,0, + Fe?* > Fe't + OH + ‘OH
o, + H,0, > O, + ‘OH + OH
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Esta reaccién es importante en sistemas biolégicos (Miquel, 1989); contribuye sobre
todo a la accidn bactericida del perdxido de hidrégeno y a las reacciones en la fagocitosis, El
papel del radical superéxido en esta reaccidn consiste en recucir el hierro. El O7; necesita del
peréxido de hidrégeno para producir la especie oxidante ‘OH, mientras que el H;0, no necesita
al O, para hacerlo. Por ello, aunque el H,0; no sea un radical libre, tiene capacidad de
generar dafio oxidativo, cuando se encuentra en las células a concentracidn aproximadamente
mil veces superior a la del radical O, El ‘OH se considera el principal iniciador del ataque
a todo tipo de macromoléculas (Machlin, 1987). Es una de las especies mds reactivas presentes
en el organismo (Halliwell, 1991). Su electrén desapareado reacciona inespecificamente con
cualquier tipo de molécula a 2-3 dismetros moleculares de su lugar de formacidn. Su alta
reactividad impide su difusién a largas distancias a través de la célula, papel que le
corresponderfa al peréxido de hidrégeno. Este dltimo, por tanto, serfa también responsable de
la propagacién del dafio oxidativo entre fracciones subcelulares. Se ha demostrado que existe
generacién de anién superéxido y perdxido de hidrégeno por parte de enzimas y autoxidacién
de moléculas en pricticamente todas las fracciones celulares incluyendo la citosdlica,
mitocondrial, peroxisémica, microsdmica, asi como en las membranas plasmdtica y nuclear.
La presencia simulidnea (0 exclusiva de perdxido de hidrégeno) de estas dos especies, asegura
la generacidn significativa de “OH en la mayorfa de los rincones celulares. Una fuente continua
y significativa de 07, y H,0, en todos los tejidos, es la propia cadena respiratoria
mitocondrial, a nivel, al menos, de la NADH oxidasa y de la ubiquinona, en la que un 2-5%

del oxfgeno no da lugar a la formacién de agua, sino de O, y H;O, (Halliwell, 1991).

2.3. Peroxidacién tisular y envejecimiento

La autoxidacién de lfpidos fue uno de los primeros aspectos de la quimica de los
radicales libres que se estudis con detalle (Gutteridge, 1986).

Remontdndonos a 1820, Saussure y4 observd que fa grasa tenfa una gran propension
a reaccionar con el oxfgeno, ya que en presencia de este gas, el aceite de nuez cambiaba
repentinamente su apariencia flsica (Miquel, 1989).

Por la misma época, los primeros intentos en el campo de la anestesia clfnica
provocaron un cuadro patolégico serio que se asocié a la liberacidn de radicales libres en
érganos humanos in vivo por la utilizacién del cloroformo y del tetracloruro de carbono. Se
observé que ambos gases podfan inducir una marcada ictericia y atrofia del higado. Este
interesante fenémeno condujo a numerosas hipdtesis, y asi, Gallagher (1961) mostrd que
algunos antioxidantes sintéticos (BHT, propil galato) o naturales («-tocoferol) podfan

contrarrestar la toxicidad de esos compuestos quimicos orgdnicos. Como consecuencia, se
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propuso que la accién téxica de los anestésicos era debida a la formacién de perdxidos. En
1945, se observS que los perdxidos lipfdicos se originaban en la grasa corporal de animales
deficientes en vitamina E (Machlin, 1963). También se determing una acumulacidn similar de
peréxidos en el tejido adiposo que circunda las venas dafiadas, y en la aorta ateromatosa
(Meydani, 1992). Al mismo tiempa, se demostrd que los perdxidos lipfdicos aparecfan en la
piel por exposicién a agentes ffsicos como la radiacion X y UV, y se llegé a la conclusidn de
que aquellas sustancias estaban implicadas finalmente en la inflamacidn de tejidos (Miquel,
1989).

A partir de todas estas observaciones, se pudo mostrar que la unién hierro protefria (en
hemoglobina y otros pigmentos hemdticos) juega un papel estimulante en la génesis de
lipoperdxidas, lo que explica la presencia de estos compuestos incluso en la sangre y en tejidos
del hombre y del animal sano. Ademds, se formaban lipoperdxidos in vivo en el cerebro de
animales expuestos a hiperoxia (Gerschman, 1958; Taylor, 1958), especialmente en el cortex,
y la mitocondria estaba implicada en la génesis de aquellos productos (Tappel, 1959; 1973).

La peroxidacién lipfdica estd relacionada con las funciones fisiologicas, furnover, y
patologfa de numerosos orgdnulos celulares, incluyendo los peroxisomas, los lisosomas, el
reticulo endopldsmico y la mitocondria. Los perdxidos lipidicos pueden estar relacionados con
los procesos controlados enzimdticamente del tipo lipooxigenasa, que tienen gran interés en
relacién a la sfntesis de prostaglandinas (Southorn, 1988a; Halliwell, 1991).

Por otro lade, la peroxidacién lipfdica puede también causar dafo genético debido a
reacciones de enlaces cruzados, produciendo malondialdehido con los grupos amino del DNA,
Esto podrfa conducir no sélo a dafie nuclear-genética y cancerfgeno (Slater, 1984; Ames,
1993) sino también a mutacién o pérdida det genoma mitocondrial, pérdida de mitocondrias,
y envejecimiento de células post-mitdticas (Miquel, 1984).

Otro punto de ataque de la peroxidacién lipidica, son los fosfolfpidos de membranas
celulares, que por su elevado contenido de dcidos grasos poliinsaturados, son "quizd las
moléculas mds inestables del mundo orgdnice”. Las membranas bioldgicas contienen
catalizadores activos para la oxidacién de dcidos grasos, como hemoprotefnas y complejos de
hierro no hemo, complejos de cobre, y complejos de manganeso. Estos promueven
alteraciones causadas por radicales libres, como cambios en la permeabilidad y fluidez,
inactivacién enzimdtica e incluso interferencia con la divisién celular. Vladimirov (1980),
sugiere que las membranas celulares de células primitivas se originaron en atmdésferas
reductoras y, en el iltimo estadfo de la evolucién, las células desarrollaron sistemas
especializados para proteger sus membranas contra la oxidacidn. Las células pueden incluso
haber "aprendido”, como una ventaja, Ia tendencia de los dcidos grasos a sufrir peroxidacidn
con el fin de controlar la composicién y propiedades de ta membrana,

Las membranas mitocondriales pueden ser especialmente vulnerables a radicales de
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ox{geno, ya que aproximadamente el 90% del O, utilizado por los mamiferos es procesado en
la cadena respiratoria de la membrana mitocondrial interna (Migquel, 1980). Y asf, se ha
comprobado que mitocondrias aisladas se desorganizan cuando sufren peroxidacidn lipldica
catalizada por hemoprotefna y, como consecuencia, se han encontrado peréxidos en las
membranas mitocondriales. Este hallazgo condujo a Lehninger y Beck (1967) a postular que
las reacciones peroxidativas estaban tmplicadas en el proceso normal de inflamacidn y lisis de
la mitocondria, que es inhibido por 1a CAT y puede contribuir significativamente a la génesis
de desechos de membranas peroxidadas (pigmento lipofuscina) en células "viejas" y dafiadas,

La peroxidacién lipfdica, es quizd, desde el punto de vista de la toxicidad aguda, el
proceso de peroxidacién de macromoléeulas mds importante. Sin embargo, hoy dfa también
se sabe que se producen ataques simitares, por parte de radicales libres, a proteinas o dcidos
nucleicos (Dean, [991; Chung, 1992; Ames, 1993; Yu, 1994). Los productos de estas
peroxidaciones se acumulan en proporciones menores. A pesar de ello, estos procesos pueden
ser de extrema importancia por el cardcter cualitativo del dafio o por la mayor dificultad de
reparacién del misma, como ocurre en el caso del DNA. Las protefnas pueden ser atacadas

incluso a nivel de estructura primaria (Yu, 1994).

2.3.1. Mecanismo de peroxidacidn lipidica

Los dcidos grasos poliinsaturados son normalmente metabolizados en la membrana
interna de la mitocondria de la célula a unidades de acetil coenzima A, mediante la §-
oxidacién, Es un proceso enzimdtico esencial, controlado, para la vida aerobia. Sin embargo,
también puede darse un proceso no controlado de destruccidn de dcidos grasos poliinsaturados
en los organismos aerobios, mediante reacciones de radicales libres (Basaga, 1990). La
vulnerabilidad de los dcidos grasos poliinsaturados, cuya concentracién es clevada en las
membranas de las células acrébicas, podria ser una explicacidn al porqué estas células
tienen que envejecer y finalmente morir. Solamente las células que se reproducen a
velocidad elevada, como las células cancerfgenas, evitan la swerte de la degradacidn, el
envejecimiento, y la muerte (Southorn, 1988a; Halliwell, 1991).

Generalmente, este proceso degenerativo de peroxidacion lipfdica tiene lugar en tres
etapas: iniciacién, propagacién, y terminacién (Esq. 1)(Esq. 2) (Southorn, 1988a; Yu,
1994). La iniciacién consite en la extraccién de un electrén de un carbono contiguo a un doble
enlace del dcido graso por parte de un iniciadar como el radical hidroxilo ‘OH. Esto hace de
los 4cidos grasos poliinsaturados las sustancias mds sensibles y vulnerables al ataque por
radicales libres. Se forma asi un radical alquilo (R*) que se convierte en peroxilo (ROO') por

adicién de oxfgeno y que en varias reacciones, como su reduccidn a hidroperdxido (ROOH),
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puede dar lugar a propagacidn de la peroxidacidn al generar otro radical R' en el dcido graso
contiguo en la membrana. La propagacion explica el cardcter de reaccidn en cadena de la
peroxidacién lipfdica, mediante la cual una tinica iniciacidn puede dar lugar a dafio en gran
nimero de moléculas, El proceso termina por la reaccién de radicales contiguos R, dando
lugar a puentes cruzados (R-R), o mediante la ruptura y destruccidn de la molécula de 4dcido
graso para formar etano, pentano y otros residuos encontrados en pigmentos viejos (Southorn,
1988a; Ivy, 1991). Esos residuos estdn compuestos de mezclas de fragmentos aldehidicos
{malondialdeh(do: el marcador mds ampliamente utilizado), bases de Schiff y otros productos
fluorescentes insolubles (Miquel, 1974; 1978Db).

Iniciacién ‘OH + RH > R+ H,O
Propagacién R + O, > ROO"

ROO + RH > ROOH + R
Terminacién 2 R > R-R

R+ ROO > ROOR

2 ROO > ROOR + O,

Esquems I, Autoxidacidn de Aeidos grasos poliinsaturados.

RH + -OH > R+ H,0

R+ O, > ROO

ROO- + RH > ROOH + R

2 ROOH > ROO + RO + H,0

Esquema 2, Reacciones secundariag de iniciacion.
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2.3.2. Productos de la peroxidacién lipidica

El producto primario de la peroxidacién de dcidos grasos poliinsaturados es la
lipofuscina (Miquel, 1974; 1978b; 1989). Morfoldgicamente, los lisosomas de una célula
digieren dcidos grasos poliinsaturados de membranas daiiadas mediante un proceso llamado
autofagocitosis, Este proceso utiliza la digestién y la degradacion mediante enzimas hidrolfticas
que granulizan todos los productos de desecho en una vacuola liscsomal cerrada. El desecho
resultante en los grdnulos finales constituye el pigmento que llamamos lipofuscina, y que se
acumula progresivamente durante la vida de un organismo aerobio. Dicho pigmento ha sido
estudiado en diferentes especies, comprobdndose, por ejemplo, que en el perro se acumula a
una velocidad 5.5 veces mayor que en el hombre, aproximadamente. Este interesante hecho
se correlaciona con la vida media, 5.5 veces mayor la del hombre respecto del perro. Ademds,
la acumulacién de lipofuscina en el hombre se corresponde con una disminucidn del tamano
del cerebro, corazén, higade, rifiones, nddulos linfdticos, musculos esqueléticos, y vértebras,
con el avance de la edad. Por ejemplo, el cerebro del hombre adulto joven con un peso medio
de 1555 g, puede disminuir en tamafio a 1000 g, o incluso menos, en un hombre de edad
avanzada. Las células de este cerebro senescente pueden contener por encima de un 30 % de
lipofuscina. Este cerebro senescente es muy olvidadizo e incapaz de memorizar nueva

informacién o reaccionar rdpidamente a estimulos externos (Miquel, 1989).

2.3.3. Toxicidad y daiio

Los perdxidos de dcidos grasos poliinsaturacos y otros productos de degradacidn, son
extremadamente t6xicos y dafiinos para los sistemas de vida. Destruyen la integridad de Ia
membrana y disminuyen la fluidez y efasticidad de la misma (Slater, 1984) (Fig. 1). Se sabe
que estdn implicados en la ateroesclerosis y enfermedades del ventrfculo, dlceras pépticas,
dificultades gastrointestinales, tumores géstricos, el cdncer (Halliwell, 1991; Ames, 1993; Yu,
1994), También se ha demostrado recientemente, que juegan un papel universal en el
envejecimiento del ojo, por ejemplo, opacidad del cristalino, permeabilidad, y formacion de
cataratas. Asimismo, se ha hecho evidente que destruyen el DNA (Fleming, 1982),
incrementan la lipofuscina en el sistema nervioso central (Santavuori, 1984), y deprimen la
funcién de éste mediante un incremento de la actividad monoamino oxidasa. Dichos perdxidos,
ademds, estdn relacionados con la degeneracién nerviosa, pérdida de neuronas, enfermedad
de Batten y amiloidosis (Harman, 1981), placas seniles en la enfermedad de Alzheimer,
necrosis de! higado, hepatitis, cirrosis, tuberculosis, ateroma hemorrdgico, y cambios hepaticos
y renales inducidos por drogas analgésicas (Southorn, 1988b; Ames, 1993).
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3. ANTIOXIDANTES

El estudio de antioxidantes fue estimulado, en gran parte, por el uso industrial de estas
sustancias en la preservacion de alimentos (Branen, 1975), ya que previenen la rancidificacion
que implica la produccién de lipoperéxidos. Esta investigacidn industrial condujo al
descubrimiento de que los alimentos que contienen grasas eran naturalmente protegidos por
un antioxidante efectivo, llamado vitamina E o c-tocoferol, que también se encontrd en tejidos
animales (Taylor, 1958; Tappel, 1959). Se vio ademds, que la defensa antioxidante
proporcionada por el tocoferol en la fase lipfdica de la célula, era complementada en la fase
acuosa de la misma por los tres antioxidantes principales hidrosolubles: vitamina C, dcido
drico, y glutation (Ames, 1981).

El descubrimiento de los "peroxisomas", ciertos microcuerpos relativamente
abundantes en higado y células de riién y que contienen CAT, permiti§ conocer el mecanismo
de detoxificacién de peréxidos (Miquel, 1989).

La identificacién de las enzimas SOD por McCord y Fridovich (1969), ha sido de gran
trascendecia para la comprensién de los mecanismos antioxidantes. Estas enzimas eliminan el
radical superéxido, previniendo su accién toxica (Halliwell, 1991).

Atendiendo a la teorfa de las radicales libres, se podifa predecir que la administracién
de antioxidantes a poblaciones de animales podrfa alargar la vida media de éstas (Harman,
1961; 1968; 1969; Hill, 1963; Oldfield, 1963; Comfort, 1971). Se ha observado, por ejemplo,
que la administracién de 4cido tiazolidfn carboxilico, un precursor de la cistefna, alarga la vida
de la Drosophila (Miquel, 19794).

Se vislumbra gue la biogufmica moderna contribuird en gran manera a resolver algunos
problemas clinicos originados por los efectos nocivos de los radicales libres sobre la biologfa
humana, y se podrdn conocer con precision las sustancias antioxidantes que combatirdn
radicales libres especfficos y en lugares precisos, responsables de! envejecimiento 'y de
determinadas enfermedades humanas.

A continuacién exponemos los principales sistemas de defensa celular frente al estrés
oxidativo, asf como otros compuestos de sintesis y de origen natural que pueden emplearse en

la terapia antioxidante.

3.1. Sistemas de proteccién celular frente a la
peroxidacién.

3.2. Antioxidantes de sintesis.

3.3. Antioxidantes de origen natural.
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3.1. Sistemas de proteccién celular frente a la peroxidacidn

Los organismos aerobios han desarrollado un sistema protector, altamente eficaz,
contra perdxidos de dcidos grasos poliinsaturados y otros precursores de oxfgeno activo
(Southorn, 1988a). Este sistema de defensa estd constituido por antioxidantes enzimdticos y
antioxidantes no enzimdticos (Halliwell, 1991; Yu, 1994). Por lo tanto, la vida aercbia sélo
ha sido posible gracias a la aparicion muy temprana en la evolucién de estos sistemas
detoxificantes. En los aerobios superiores, las lfneas de defensa frente al oxfgeno activo, son

complejas y aparecen compartimentalizadas (Alvira, 1988a; 1988b).

a) Antioxidantes enzimdticos

S6lo existen enzimas detoxificantes para el radical anién superdxido y para el perdxido
de hidrégeno. Por tanto, el modo de evitar la formacidn de radical hidroxilo consistird en

eliminar esas dos especies activas (Alvira, 1988a; Yu, 1994).

Superéxido dismutasa (SOD)

Gracias a las investigaciones de 1. Fridovich (1969) se ha descubierto que Ias ¢élulas
aerébicas contienen el enzima superéxido dismutasa, que convierte el anién superdxido en

peréxido de hidrégeno y en oxfgeno molecular (Halliwel, 1991):

SOD
200 +  2H* > H,0, + 0

La SOD se encuentra en dos formas; en el citosol (extramitocondrial), y en la
mitocondria. [Estas enzimas se hallan presentes en concentracidn elevada, y son
extraordinariamente activas, sugiriendo que los radicales superdxido que se estdn produciendo
continuamente durante Ia reduccién enzimdtica del oxigeno, por parte de diversos enzimas y
sistemas enzimdticos, son rdpidamente eliminados (Marklund, 1984).

Se han descrito tres tipos de isoenzimas (Yu, 1994). La CuZnSOD, conocida
previamente como “eritrocupreina” (Mccord, 1969), fue la primera que se describid. Su peso
molecular es de 33 kDa, es un dfmero y contiene dos dgtomos de Cu {el dtomo de Cu esel que
realiza directamente la dismutacién) y dos de Zn, y se ha encontrado en el citosol de todas las

células de mamfferos, asf como en el espacio intermembranal en la mitocondria, La MnSOD
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es una protefna tetramérica que contiene de dos a cuatro 4tomos de Mn (el dtomo de Mn
realiza la dismutacion), y tiene un peso molecular de 85 kDa. Se ha encontrado en la matriz
mitocondrial y también en el citosol en primates. La tercera isoenzima, la EC-SOD, es una
glicoprotefna tetramérica que contiene cuatro dtomos de Zn. Es la principal SOD de los fluidos
extracelulares de todos los mamfferos, pero también se puede encontrar en tejidos. Su
distribucidn subcelular es desconocida. Se piensa que puede tener especial relevancia en el
control de las reacciones inflamatorias (Marklund, 1984; Halliwell, 1991; Meléndez, 1993).

Catalasa (CAT)

La catalasa se encuentra en los microcuerpos de las células animales, también llamados
peroxisomas (por ejemplo en la rata), orgdmulos oxidativos especializados. En otras especies
se ha demostrado que abunda también en el citosol. Su peso molecular es muy elevado, 240
kDa, y es una hemoenzima tetramérica en la que el dtomo de hierro realiza el intercambio
redox (Southorn, 1988a; Yu, 1994),

El perdxido de hidrégeno formado por ia superdxido dismutasa y por las oxidasas

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

reacciones.
CAT

H,0, + H,0, > 2 H,0 + O, (catalftica)
CAT

H,0, + XH, > 2 H,0 + X (peroxidativa)

En la segunda reaccién el enzima actia como peroxidasa, necesitando la presencia de
un agente reductor (XH, por ejemplo: etanol) para eliminar el peréxido de hidrdgeno. Esta
enzima tiene una K, y una V,,;, muy elevadas por el perdxido de hidrégeno. Por ello, en
principio parece la mds adecuada para eliminar el peréxido de hidrégeno celular cuando su

concentracién se presenta elevada (Southorn, [988a; Alvira, 1988a).

Glutation peroxidasas (GPx)

Las glutation peroxidasas son enzimas celulares que catalizan 1a descomposicién de
hidroperéxidos (ROOH) reduciéndolos a formas estables, hidréxidos (ROH), utilizando
especificamente el glutation (GSH) como reductor (dador de electrones) (Southorn, 1988a; Yu,
1994},
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_ GPx
H,0, (0 ROOH) + 2 GSH > GSSG + 2 H,0 (0 H,0 + ROH)

Existen dos formas bdsicas del enzima, dependiente (GPx-Se) y no dependiente de
selenio (GPx-no-Se), respectivamente, En la primera, el selenio es esencial para su actividad
y controla la sintesis de la protefna, que es tetramérica y tiene un peso molecular de 76 kDa.
Descompone tanto hidroperdxidos orgdnicos (ROOH) como inorgdnicos (H,0,). La otra forma
no contiene selenio, tiene un peso molecular menor, es dimérica (al menos en alguna de sus
formas) y s6lo es capaz de eliminar hidroperéxidos orgdnicos. Esta 1ltima actividad enzimética
es atribuida, al menos en los mamiferos, a algunas formas (no todas) enzimdticas de las
glutation transferasas (que intervienen en la detoxificacién de xenobidticos). Las glutation
peroxidasas estdn presentes en el citosol y en las mitocondrias (en este caso, GPx-Se
principalmente). Poseen una K, y una V,;, bajas por e! peréxido de hidrégeno, siendo por ello
enzimas idéneas en la eliminacién de pequefias concentraciones de H,O,. No tiene actividad
en la fraccién lipidica, por tanto, eliminan los hidroperdxidos lipidicos (ROOH), reduciéndolos
a sus formas estables (ROH), sdlo tras la liberacidn previa del dcido graso peroxidado desde
la membrana al citosol por medio de una fosfolipasa A,. Sin embargo, recientemente se ha
caracterizado otra glutation peroxidasa dependiente de selenio, que tendrfa actividad
directamente en la fraccidn lipfdica (Alvira, 1988a; Southorn, 1988a; Yu, 19943,

Glutation reductasa (GR)

Estd presente en ¢l citosol y en las mitocondrias. Es de vital importancia para la
eliminacion del peréxido de hidrégeno por medio de la glutation peroxidasa, y para la
reconstitucién del glutation oxidado no enzimdticamente, ya que el pool de glutation reducido

(GSH) es limitado y fa elevacidn de la tasa GSSG/GSH es altamente téxica para la célula
(Southorn, 1988a; Yu, 1994).

Cataliza la reaccion:

GR
GSSG + NADPH > 2 GSH + NADP*

Es esencial la unidn del cofactor FAD {flavin-adenin-dinucledtido) al enzima, ya que
la glutation reductasa actia como coenzima. Puesto que la glutation reductasa precisa a su vez
de NADPH como fuente de equivalentes de recduccidn, se suelen considerar, a veces, a las
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enzimas de la via de las pentosas, G6PDH y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (productoras
citosélicas de NADPH), como una segunda linea de defensa antioxidante (Yu, 1994).

b) Antioxidantes no enzimaticos

Se ha descrito un gran nimero de sustancias presentes en el organismo con capacidad
antioxidante. Esta actividad, sin embargo, en muchos casos no se manifiesta porque las
concentraciones necesarias de dichas sustancias no se ajustan a las presentes en los tejidos, o
porque se ha demostrado /n vitro pero no in vivo. Por tanto, destacaremos exclusivamente
aquellos antioxidantes de bajo peso molecular cuya actividad in vivo estd mejor establecida
(Alvira, 1988b; Yu, 1994).

Desde el punto de vista de la proteccién frente a la peroxidacién lipfdica de las
membranas, es preciso distinguir a los antioxidantes hidrosolubles (carecen de acceso a las

zonas profundas de la membrana) de los liposolubles.

b.1) Antioxidantes no enzimdticos hidrosolubles

Glutation

El tripéptido glutation (y-glutamil-cisteinil-glicina) es el principal tiol libre en la
mayor(a de las células, y participa en diversos procesos bioldgicos (Akerboom, 1981) tales
como detoxificacion de xenobidticos, eliminacién de hidroperdxidos, proteccidn contra los
efectos de la radiacién ionizante, mantenimiento del srarus sulfhidrilo de protefnas (protege de
la oxidacién a grupos -SH esenciales de las proteas), y modulacién enzimética mediante
intercambio disulfuro (Halliwell, 1991).

Su actividad antioxidante se debe a la capacidad reductora del grupo tidlico de su
cistefna. Puede actuar como antioxidante en reacciones enzimdticas (como la de la glutation
peroxidasa) o no enzimdticas (Akerboom, 1981).

En las células, la oxidacién del glutation (GSH) conduce a la formacién de glutation
oxidado o disulfuro (GSSG) y, por intercambio disulfuro catalizado por tiol transferasas, el
glutation puede ser incorporado a disulfuros mixtos (GSSR) (Akerboom, 1981).

El glutation también puede reaccionar con radicales libres (Halliwell, 1990):
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GSH + R > GS + RH
2GS > GSSG

Podrfa eliminar, por tanto, tanto radicales orgdnicos como radicales superdxido e
hidroxilo. El resultado es siempre la aparicién de glutation oxidado (GSSG), sustancia
altamente tdxica para las células, motivo por el cual éstas mantiene siempre una razén
GSSG/GSH enormemente baja (hasta 0.01 o incluso menor, mediante Ia reduccidn efectiva del
GSSG por la glutation reductasa, o por el transporte activo del mismo a través de la
membrana). La medida de dicha tasa es uno de los estimadores mas fiables del grado de
estrés oxidativo tisular. También se ha descrito la capacidad del giutation (GSH) en
reacciones de "extincidn" del oxigeno singlete, devolviéndolo a su estado basal no reactivo,
o triplete (Yu, 1994).

Glutation y envejecimiento celular

En el ratén, por ejemplo, se ha comprobado que la concentracién de GSH en
eritrocitos disminuye con la edad de la ¢élula y det animal (Abraham, 1978). En el ratén viejo
(31 mes), el contenido de GSH es inferior al 30% en el higado, 34% en el rifién, y 20% en
el corazdn, respecto a animales maduros (17 meses). La concentracién de GSSG en tejidos no
varfa significativamente con la edad (Ldpez-Torres, 1993n).

Se ha comprobado que la actividad de glutation peroxidasa y glutation reductasa
declinan en el ratén viejo. La causa del descenso en los niveles de GSH es mds bien una
sfntesis disminuida que una oxidacidn incrementada, ya que la actividad y-glutamil cistefn
sintetasa estd reducida con el envejecimiento (Vina, 1989; Kurata, 1993).

Ya que el glutation sirve para proteger a la célula (Richie, 1992) contra el poder
deletéreo de los radicales libres derivados de oxigeno (Gerschman, 1955}, el hecho de que la
concentracién de GSH en las células de animales viejos esté disminuida, puede ser importante
como considera la teorfa de los radicales libres de envejecimiento de Harman, cuyo desarrollo
por Miquel (1984) ha dado lugar a la teoria de envejecimiento celular "dafic mitocondrial por
radicales de oxfgeno",

Los aminodcidos que contienen grupos suifurgs, por actuar como precursores en la
stntesis del GSH (Sastre, 1992), son efectivos en retardar la acumulacién de lipofuscina. Se
ha comprobado que la suplementacién de GSH es también efectiva en retardar la acumulacién
de lipofuscina en cultivos de células gliales humanas. La efectividad de este tiol como
antioxidante, reclama la importancia de los enzimas que utilizan GS8H, ghuation peroxidasa y
glutation-S-transferasas, en la proteccién de las células frente al dafio oxidativo (Viia, 1989,
Sastre, 1992).
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Acido ascérbico

El 4cido ascérbico (vitamina C) fue descubierto en 1928, En muy pocos animales,
como el hombre o el cobaya, puede existir en tres estados rédox: ascorbato (reducido),
semidehidroascorbato (por la oxidacién monoelectrénica del ascorbato), y dehidroascorbato
(por la oxidacién bielectrénica del ascorbato) (Lippman, 1989). Puede reducir radicales como
superdxido e hidroxilo, y también extinguir oxfgeno singlete. El dehidroascorbato puede ser
reducido de nuevo a ascorbato a partir de equivalentes de reduccidn del NADH (mediante la
catdlisis de una NADH-dehidroascorbato reductasa) o del GSH (de forma directa o catalizada
por una GSH-dehidroascorbato reductasa) (Halliwell, 1990; 1991; Yu, 1994).

El 4cido ascérbico actia en conexidn con la transferrina, un antioxidante del plasma.
Esta 8-globulina asegura la fijacién reversible del catién férrico y participa en su circulacién
en el plasma (Yu, 1994).

La vitamina C constituye un elemento esencial (Cutler, 1984) en el paso de catién
férrico a la ferritina, que se encarga de almacenar los iones ferrosos en el hfgade, bazo y

médula dsea.
Tanto la vitamina C, como la vitamina E, estdn estrechamente relacionadas con la

sfntesis del hemo, que a su vez forma parte del sistema antioxidante de la catalasa, en cuyo

grupo prostético se encuentra (Yu, [994).

Acido drico

Excelente antioxidante con capacidad de eliminar O, "OH, oxfgeno singlete, o
radicales ROO-, Incluso puede eliminar de ta solucién trazas de Fe,,, que en caso de estar
presente podrfa actuar como estimulador potente de procesos peroxidativos (Yu, 1994),

Siguiendo la teorfa de los radicales libres como causa del envejecimiento, se ha
sugerido que la gran longevidad de los primates y el hombre (Ames, 1981; Cutler, 1584),
podrfa estar relacionada con la pérdida del enzima (uricasa) que degrada el dcido drico, y el

aumento notable de su concentracién tisular durante la eveolucion.

Eliminacién de iones metdlicos

Para la formacién de especies oxidantes se requiere la presencia de trazas de metales
como el hierro (Fe?*) o el cobre. Por tanto, se puede considerar como segunda Ifnea de

defensa antioxidante a cualquier compuesto que disminuya la concentracién de dichos metales.
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En este sentido, pueden comportarse como antioxidantes, la transferrina y la ferritina (por
ligar hierro en plasma o tejidos) (Halliwell, 1991), los quelantes de iones metdlicos, ©
protefnas que como la ceruloplasmina tienen actividad ferroxidasa (oxidan el Fe?* a Fe'*)
(Thomas, 1989; Yu, 1994),

b.2) Antioxidantes no enzimiticos liposolubles

Vitamina E (a-tocoferol)

Parece ser el principal antioxidante de las membranas en las cé€lulas animales,
protegiendo a éstas frente a los dafios por peroxidacin de las capas de Ifpidos poliinsaturados
(Tappel, 1959; Matsuo, 1992; Meydani, 1992; Yu, 1994). Su actividad suele atribuirse al
cardcter reductor del grupo hidroxilo de su anillo cromano (Acker, 1993). Su solubilidad en
la membrana le permite el acceso directo a grupos ROO', reduciéndolos a ROOH, que

mediante la glutation peroxidasa serfan degradacios hasta alcoholes:

ROC + VitEOH > ROOH + VItEO

Esta reaccién es fundamental ya que impide que los radicales ROO oxiden a otra
molécula orgdnica, es decir, evita la reaccidn de propagacion (multiplicativa), que es la
principal causante del daio peroxidativo.

Otro mecanismo posible es la reaccién con radicales alcoxilo (RO, siendo de gran

eficacia (limitando también la propagacidn) en caso de que la degradacion de hidroperéxidos

por medio de la glutation peroxidasa, no hubiera sido totalimente eficaz:

RO + VitEOH > ROH + VItEQr

En ambos casos, 1a vitamina E se convierte en radical tocoferilo (VItEO). Dado que
el pool celular de vitamina E es pequefio, el sistema sélo es funcional si la forma reducida del
tocoferol se regenera a ta misma velocidad con Ja que se degrada. Se ha propuesto que esta
funcién regeneradora podrfa corresponder al ascorbato, teniendo lugar la interaccién en la
interfase citosol-membrana, lo que plantearfa la posibilidad de que ambas formas vitaminicas

trabajen en randem desde el punto de vista rédox:

VitEO + ASC,q > VItEOH + ASC,,
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Ademds de sus propiedades antioxidantes, la vitamina E participa en la sintesis del
hemo, que forma parte del grupo prostético de la catalasa (defensa antioxidante enddgena que

elimina hidroperdxidos).

Las experiencias realizadas con la vitamina E conducen a formular algunas

conclusiones que se indican a continuacion:

- Las deficiencias de a-tocoferol producen envejecimiento répido del cerebro de algunos
animales (ratones, ratas, etc.) con actimulo de lipopigmentos en el mismo (Matsuo,
1992).

- La administracién de dicha vitamina, provoca disminucién del actimulo de lipofuscina
en el cerebro de dichos animales (Kruk, 1981).

- Ratas deficientes en vitamina E tienen un sistema nervioso central y pulmdn mds
susceptible a elevadas presiones de oxigeno, que las tratadas con tocoferol (Taylor,
1958).

- La vitamina E inhibe la peroxidacién lipflica mitecondrial del hfgado de conejo
(Tappel, [959).

Vitamina A y §-carotenos

Los (-carotenos son precursores naturales de la vitamina A (Halliwell, 1991}, Estos
compuestos tienen gran capacidad para dar lugar a reacciones de extincién, como la del
oxfgeno singlete a oxfgeno triplete (Chen, 1993). Debido a su concentracion y a la generacion
de cantidades importantes de oxigeno singlete en los cloroplastos, son vitales para el
mantenimiento de las membranas de los tilacoides en las plantas. En los animales, en los que
su concentracién es mucho menor, su funcién antioxidante natural es menos clara. Sin
embargo, el hecho de que la molécula de B-caroteno esté compuesta por dos moléculas de
vitamina A, ha estimulado también, investigaciones sobre el posible papel antioxidante del
retinol.

Kunert y Tappel estudiaron marcadores i vive de la peroxidacion lipfdica {exhalacidén
de pentano y etano) en cobayas deficientes en vitamina A, y comprobaron que al ser tratados
con B-caroteno, disminufa la peroxidacidn lipfdica inducida por tetracloruro de carbono (Yu,
1994).

Krinsky comprobé que las bacterias mutantes deficientes en §-carotenos eran mucho
mds sensibles a los dafios oxidativos que las bacterias con altos contenidos en los mismos
(Chen, 1993).
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3.2, Antioxidantes de sintesis

Centrofenoxina

También llamado meclofenoxato (dimetilaminoetil 4-cloro-fenoxiacetato).

En terapia humana ha sido considerada como un estimulante metabdlico cerebral {nootropo),
pues estimula la sintesis de glucosa, el consumo de oxfgeno, y la produccién de didxido de
carbono (Zs.-Nagy, 1989).

Se ha puesto de manifiesto un aumento de la vida media significativo cuando se
administra este compuesto a grupos de ratones, cobayas, ratas, y otros animales (Hochschild,
1973).

Roy observs un incremento en la actividad de la glutation reductasa en el cerebro de
ratas cuando éstas reciblan centrofenoxina {Khanna, 1992).

Se sugiere que la centrofenoxina podria rejuvenecer las estructuras sindpticas de las
células cerebrales en ratas viejas. Estudios elfnicos han demostrado que puede invertir los
trastornos psico-mentales, como confusidn, astenia psicosomdtica y trastornos de la memoria
y del intelecto (Dean, 1981).

Su posible mecanismo de accidn reside en su capacidad scavenger de radicales
hidroxilo que se puedan generar en las membranas de las células nerviosas cerebrales (Zs.-
Nagy, 1989).

Compuestos fendlicos

2,3-di-terc-butil-4-hidroxitolueno (BHT), y 2,(3)-rerc-butil-4-hidroxianisol (BHA},
presentan propiedades antioxidantes frente a los radicales libres (Cha, 1979; 1982; Sgaragli,
1993).

BHT y BHA son compuestos fendlicos (Branen, 1975) solubles en grasas, que fueron
disefiados para evitar el enranciamiento y dafio por peroxidacidn lipidica (Dormandy, 1969)
en los alimentos, cosméticos y medicamentos.

Los antioxidantes fendlicos son un grupo de compuestos que protegen de compuestos
electréfilos no s6lo por interaccién directa, rompiendo la cadena radicalaria, sino por
induccién de enzimas detoxificadoras (Cha, 1982; Sharma, 1993), como glutation-S-
transferasa, quinona reductasa, epéxido hidrolasa, y UDP-glucuroniltransferasa. La induccién
de estos enzimas por BHA y sus andlogos en roedores es dependiente de la estructura del

fenol, de las especies y estirpes de animales, del tipo de tejido animal, del sexo del animal,
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y del enzima inducido. En el mecanismo de induccidn enzimdtica por compuestos fendlicos,
es fundamental que el fenol sufra con facilidad reacciones de oxidacidn-reduccidn (Cha, 1982).

Harman experimenté que la administracién prolongada de BHT a ratones macho LAF
(roedores con baja incidencia de tumores) alargaba la duracién media de estos animales
significativamente (Harman, 1961; 1968; 1969).

Etoxiquina

Compuesto de estructura quinolinica:

6-etoxi-1,2-dihidro-2,2,4-trimetil quinolina.

La etoxiquina es un potente antioxidante, cuyo uso como conservante de alimentos
tiene gran profusién. Protege a los alimentos de la degradacidn de sus nutrientes (vitaminas,
minerales y aminodcidos) durante el almacenaje. Parece ser que prolonga la vida media
(Comfort, 1971) eficazmente en ciertos animales de laboratorio. Se comprobd que dosis
elevadas de este conservante, administrado en la dieta cde ratones LAF, aumentaba en un
74.4% la vida media de los mismos. Esta observacidn sobre la prolongacidn de la vida media

en ratones, fue corroborada por Comfort (1971).

3.3, Antioxidantes de origen natural

Deslerrioxamina

Alslado a partir de Sirepromyces pilosus, Su f6rmula estructural es la siguiente:
1-amino-6,17-dihidroxi-7,10,18,21-tetraoxo-27-(N-acetithidroxilamino)-6,11,17,22-
tetraazaheptaeicosano.

Presenta capacidad quelante de hierro y habilidad yeavenger de radicales libres (Morel,
1992: Soriani, 1993). Existe una relacién entre ambas propiedades, con una gran importancia
en la aplicacién clfica en el dafio hepatocelular y fibrosis por un acimulo excesivo de hierro
en los hepatocitos. La agresién hepdtica, que se ha puesto de manifiesto en cultivos de
hepatocitos, se ha relacionado con el inicio de la peroxidacion lipidica catalizada por el hierro
(Halliwell, 1991; Rice-Evans, 1993).
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Flavonoides

Constituyen un amplio grupo de sustancias naturales, muy abundantes en el reino
vegetal, cuya estructura comuin estd constitufda por el anillo benzo y-pirona (Harborne, 1980).

Muchos flavonoides son antioxidantes para el dcido ascérbico, por quelacién de metales
que se encuentran en la mezcla de reaccidn. Esta quelacién es dependiente primariamente de
los grupos 3-hidroxi-4-carbonil y 3’, 4’-dihidroxi (Mcclure, 1975).

Se investigaron los efectos antioxidantes de varios flavonoides en la carne de vaca y
en la manteca de cerdo. Tanto quercetina como miricetina, y sus 3-glucdsidos, fueron
significativamente efectivos antioxidantes a concentraciones comprendidas entre 0.4 y 2.5 x
10 M (Harborne, 1980). Los efectos antioxidantes (Rios, 1992) se atribuyeron a la quelacién
de iones metdlicos y al cardcter aceptor de radicales libres. Quercetina es un efectivo
antioxidante de ésteres metilo de dcidos grasos de aceite de girasol o de aceite de linaza. La
metilacién de quercetina en las posiciones 3- 6 5- reduce ligeramente su efectividad, mientras
que la metilacién en las posiciones 3" ¢ 4" disminuye drdsticamente su capacidad antioxidante.
A partir de estudios histoldgicos y la coincidencia de encontrarse en el mismo tejido, Van
Fleet sugiere que la principal funcién de flavonoides en las especies vegetales, es la de
antioxidante de lipidos y poliacetilenos de sus tejidos (Harborne, 1980).

La actividad scavenger (Robak, 1988; Laughton, 1989; Huguet, 1990; Mora, 1990;
Cotelle, 1992; Rios, 1992) de radicales derivados de oxigeno, ha sido demostrada in vitro para
un grupo numeroso de flavonoides y otros compuestos fendlicos. La presencia de grupos
fendlicos en posicién 3 6 5 y la funcion ceto en la posicidn 4 son factores determinantes para
la actividad anti-radicalaria, viéndose incrementada por la presencia de multiples funciones
fanglicas en la molécula flavénica, y disminuida por la glicosilacién. Dicha propiedad anti-
radicalaria podrfa justificar, al menos en parte, sus efectos antiinflamatorios (Villar, 1984;
1987; Alcaraz, 1989), puesto que pueden prevenir los efectos deletéreos de las interacciones
de radicales libres con los tejidos durante el proceso de inflamacidn. Asf, compuestas fendlicos
podrfan proteger contra la peroxidacién lipidica de membranas celulares y de orgdnulos (Mora,
1990: Morel, 1993), liberacién de enzimas lisosomales, factores quimiotdcticos, ¥y
componentes de tejido alterado que perpetian la condicidn inflamatoria, as{ como proteger
contra la accién despolimerizante de radicales libres sobre el dcido hialurénico del flufdo
sinovial.

Aungue este grupo de sustancias no pueden considerarse como auténticos factores
vitamfnicos P por no haberse demostrado adin un estado carencial especffico, no puede
dudarse, sin embargo, de sus acciones farmacoldgicas a nivel de ia permeabilidad y resistencia
capilar. Fue demostrado un efecto sinérgico con la vitamina C en el escorbuto (Harborne,
1980).
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Acidos fendlicos

Diversos 4cidos fendlicos han side descritos como inhibidores de la peroxidacién
lipfdica en microsomas hepticos. Muchos de ellos ejercen efectes protectores en modelos de
hepatotoxicidad inducida por xenobidticos y mediados por radicales libres (Wagner, 1986a;
Joyeux, 1990; Payd, 1993b).

En ¢! estudio de la relacidn estructura-actividad se ha comprobado la importancia de
la sustitucién pirogalol en los derivados de! 4cido benzoico (dcido gdlico y dcido eldgico)., La
sustitucién orto-hidroxi confiere actividad scavenger a los derivados del dcido cindmico, dcido

cafeico y 4cido clorogénico (Montesinos, 1991).
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4,1. Cumarinas: grupo farmacolégico seleccionado

El estrés oxidativo, en particular, su manifestacidn mds clara, peroxidacién lipfdica
mediada por radicales libres, puede ser la causa de muchos procesos degenerativos (Halliwell,
1991). En tales situaciones, el desarrollo de patologfas también es debido a una deficiencia en
los sistemas defensivos antioxidantes del organismo. El uso de agentes terapéuticos gue
activen el sistema protector antioxidante intrinseco o compensen sus insuficiencias puede
ser un acierto en esta lfnea, La mayorfa de las sustancias deseables en el uso de la préctica
clinica son compuestos naturales, y es 16gica, por tanto, la buisqueda de agentes activos,
farmacolégicamente, entre los componentes minoritarios de la dieta, que posean propiedades
de antioxidantes (Vladimirov, 1991; Ames, 1993).

En el desarrollo de la Farmacologfa de productos naturales, se ha comprobado que
diversos compuestos fendlicos (flavonoides y dcidos fenélicos) poseen actividad
hepatoprotectora en modelos de intoxicacién por xenobidticos (tetracloruro de carbono,
bromabenceno), mediados por radicales libres (Joyeux, 1990; Payd, 1993b). Muchas de las
propicdades bioldgicas de estos compuestos han sido relacionadas con su capacidad
antioxidante (Larson, 1988). También inhiben la peroxidacién lipfdica in virro {Laughton,
1989: Mora, 1990: Cholbi, 1991; Rios, 1992) y pueden actuar como “captadores” de radicales
libres (Robak, 1988 Huguet, 1990; Sichel, 1991; Cotelle, 1992},

Siguiendo esta linea, pretendemos, por tanto, impulsar el estudio de las cumarinas
como agentes innovadores del grupo de compuestos fendlicos con actividad anti-radicalaria y
antiperoxidativa.

Las CUMARINAS constituyen una amplia clase de sustancias benzo(a)pirona-fendlicas
{mds de mil compuestos descritos) ampliamente distribuidas en la naturaleza. Aunque algunas
de ellas son téxicas para los mamiferos, como las aflatoxinas, y se ha descrito fototoxicidad
y fotomutagenicidad para las furanocumarinas, sin embargo, las cumarinas simples son
menos téxicas y presentan un amplio rango de accién farmacolégica

(Murray, 1982). En estas centraremos nuestro estudio.
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Estructura quimica de las cumarinas evaluadas in vitro

' )
e 0. 0
7 T
e Ay
RN
s .
Compuesto Sustituyentes

Nombre 3 4 6 7 8
1 Fraxelina B - QCI, on ol
2 Esculetina B - on on _
3 4-metilesculeting ) CHt, on on -
4 4-metildulnetina ClI, _ ol on
5 Eseulinn - _ QOGlu o _
6 Umbeliferonn _ _ - on _
7 A-metilumbeliferona CIHI, _ (o111 .
8 Eseupuletinn . acll, ol _
9 Acido T-hidroxienmarin-4-av flico i CH, OO orr -
10 Tametoxicumaring ~ - - oc, -
) 4-hidroxicsmuorinn ) o - - -
12 G, 7-dimetoxicutnring - OCH, ocCI, B
13 Acidte cumnrin-3-carboxilico coon - - - -
14 Femetilemnring _ - - cIy, _
15 Gomelilcoumaring ~ - cl, - -
16 7-QN-3 4, 8-trimetilewmaring cl, i, - oI CIy
17 7-nmnin-d-metilemma rina _ <, - NI, _
18 T-dime ilamin-d-metileuninring B cl, - N(CILY, -
19 7-dimetilnminciclepent u{e}-cumaring Ciclopentanu - N(CIL, -




CUMARINAS

4.2, Cumarinas: antioxidantes fendlicos

Las cumarinas constituyen un grupo muy extenso de antioxidantes fendlicos
naturales (Murray, 1982).

Quimicamente, las cumarinas son compuestos heterociclfcos oxigenados derivados de
la a-pirona. Son benzo(b) 2-piranonas. Se encuentran ampliamente distribuidas en el reino
vegetal, como costituyentes de muchas plantas y aceites esenciales, en las familias
Leguminosae, Compositae, y sobre todo, Umbelliferae y Rutaceae (Bruneton, 1991; Juichi,
1991, Niwa, 1991).

La simple estructura de estos compuestos y la facilidad de modificacidn qufmica, hace
posible la conversién en otros tipos de antioxidantes. Asi, por ejemplo, las propiedades
antioxidantes de cumarinas 3-heterosustituidas han sido determinadas por su estructura
andloga con dehidroalanina. Del mismo modo, cumarinas 3,4-diheterosustitufdas son
andlogos estructurales del dcido ascérbico. Dicha analogfa puede explicar el mecanismo de
accién antioxidante de estos compuestos (Halliwell, 1990; Viadimirov, 1991).

Sobre la funcidn neutrofilica, esculetina  (6,7-dihidroxicumarina), reduce
efectivamente la produccidn de radicales de oxigeno por neutréfilos activados por diversos
estimulos, mediante la inhibicidn de la actividad NADPH oxidasa de la membrana de
neutréfilos aislados (Ozaki, 1986) (el complejo NADPH oxidasa es un enzima clave en la
produccién de radicales de oxfgeno por los neutréiilos, y la inhibicién de este enzima por un
agente podrfa resultar en una disminucion en el indice de produccidn de radicales de oxfgeno
por las células en los tejidos).

La fraxcting (7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina) se ha mostrade como un potente
inhibidor de la generacién de radical superdxido en leucocitos polimorfonucleares (PMN)
peritoneales activados de rata (Payd, 1994a). Cuando los neutrdfilos son activados, se produce
un marcado incremento en la recaptacion de oxfgeno, con la conversién por parte del sistema
oxidativo enzimdtico en productos microbicidas como anién superéxido, perdxido de hidrégeno
y radical hidroxilo, con efectos destructivos para los componentes celulares, Al mismo tiempo,
la activacién de los neutréfilos conduce a la liberacién de enzimas granulares y a la sintesis
de mediadores de la inflamacién, contribuyendo asf al dafo tisular, Los radicales superdxido,
en este proceso aumentan la permeabilidad vascutar y la adhesién de los PMN al endotelio,
y estimulan la agregacidn plaquetaria. A este respecto, parece ser que la inhibicidn de la
produccién de superdxido por PMN podrfa contribuir a los efectos vasoprotectores de las

cumarinas simples,
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También se ha ensayado la fraxetina para comprobar su capacidad "captadora" de
anién superdxido generado por leucocitos polimorfonucleares humanos activados (Payd,
1994a), La inhibicién que ejerce fraxetina en la reduccién del ferricitocromo ¢ por el anién
superdxido, es debida a su capacidad de atrapar dicho radical (al modo en que lo hace la SOD)
méds que en evitar su formacién. Y asf, esto se ha demostrado, utilizando un electrodo de
oxfgeno para probar los efectos de la fraxetina en el consumo de oxfgeno en la cadena
respiratoria de neutrdfilos PMN humanos activados. Se vio que dicha cumarina no ejercia
influencia en el aumento del consumo de oxigeno después de estimular las células, v asf se
demostraba que no inhibia la NADPH oxidasa, Las acciones inhibitorias de la fraxetina en
el anidn superdxido no son debidas a acciones téxicas en las células, ya que en el ensayo no
se produce liberacion del marcador citosélico lactato deshidrogenasa (LDH).

En un estudio comparativo, sobre los efectos de varias cumarinas en la formacién de
productos de 5-lipoxigenasa (5-HETE, 5-hidroxieicosatetraenoico) y cicloxigenasa (HHT, 7-
carbono hidroxidcido) de leucocitos PMN de conejo, se observd que esculetina, dafnetina
(7,8-dihidroxicumarina), fraxetina, umbeliferona (7-hidroxicumarina), escopoletina (7-
hidroxi-6-metoxicumarina), esculina (7-hidroxi-6-O-glucosil-cumarina) y fraxina (7-hidroxi-6-
metoxi-8-O-glucosilcumarina) inhibieron la formacién de 5-HETE, mientras que estimularon
la produccién de HHT (Kimura, £985). La sfntesis de prostaglandina E, vfa cicloxigenasa
parece ser que es incrementada o favorecida por algunos scavengers de radicales libres,
probablemente debido a la inhibicién de la actividad enzimdtica por la inactivacién de los
radicales de oxfgeno generados. Asi, los efectos estimulantes de estas cumarinas sobre la
formacién de HHT pueden ser explicados por una posible accién scavenger de radicales de

oxigeno.

Mediante sistemas generadores de radicales peroxilo, se ha podido comprobar que
cumarinas dihidroxiladas y sus derivados glicosilados interaccionan favorablemente con
EAO tanto en medio acuoso como en medio hidréfobo (Payd, [992b). Esta propiedad
caracteriza a dichos compuestos como atractivos candidatos para su evaluacidn como agentes
protectores de desdrdenes dependientes del estrés oxidativo. Sin embargo, aungue existe una
estrecha relacidn qufmico-estructural entre cumarinas y tocofercles por ser ambos derivades
del benzopirano, el a-tocoferol sélo puede reaccionar con radicales ROO en medio lipfdico.

Cumarinas orto-dihidroxiladas (esculetina, fraxetina y dafnetina) son potentes
inhibidores del metabolismo del dcido araquidénico a través de la via pro-inflamatoria 5-
lipooxigenasa (Craven, 1986; Payd, 1994b). Parece ser que el mecanismo depende de la

combinacién de las propiedades quelantes de iones hierro implicados en la peroxidacién
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lipidica, y de la capacidad de donar electrones en el ciclo védox cation férrico a catién
ferroso; propiedades que también confieren actividad beneficiosa como captadores de especies

reactivas de oxfgeno.

También se ha puesto de manifiesto el efecto hepateprotector de cumarinas de origen
natural (wedelolactona y demetil-wedelolactona) en modelos de intoxicacién hepdtica
inducidos por tetracloruro de carbone (y otros xenobidticos como el bromobenceno, que son
deplectores de glutation) y mediados por radicales libres (Wagner, 1886b; Yang, 1991;
Anand, 1992). La inhibicién de la toxicidad por estos compuestos e inducida por xenobidticos
(bromobenceno), parece estar relacionada con sus efectos sobre los niveles de glutation, y con
su accién directa como captadores de raclicales libres, contribuyendo a vencer los efectos
daiiinos del estrés oxidativo por cooperacién con las moléculas protectoras naturales. Ademds,
el glutation reducido puede actuar como "captador” de radicales libres en asociacidn con la
superdxido dismutasa, que elimina eficientemente el anién superdxido formado en las
reacciones entre radicales derivados de glutation y oxigeno. Como resultado, la depleccidn de
glutation estd refacionada con el comienzo de la peroxidacidn lipidica y dafio celular, La
capacidad de inhibir la peroxidacién iipidica es también relevante en relacién con la actividad
protectora hepética de las cumarinas, puesto que la necrosis hepdtica por xenobidticos puede
ser prevenida eficazmente por anticxidantes como la vitamina E y por los quelantes como la

desferrioxamina (Halliwell, 1991),

En estos tltimos afios, se ha investigado la actividad antimaldrica de dafnetina (7,8-
dihidroxicumarina), y se ha hecho evidente tanto in virro como in vive. Su actividad
antioxidante le hace eapaz de mitigar los efectos hemoliticos oxidantes de la primaquina,
importante firmaco antimaldrico que produce anemia hemolitica en pacientes con deficiencia
en G6PDH (Hong, 1992). La actividad antimalidrica de la primaquina estd mediada por
la generacién de especies oxidantes procedenfes de sus metabolitos. Uno de estos
metabolitos, 5,6-dihidroxi-8-aminoquinolina produce quimioluminiscencia (CL) in vitre cuando
es incubado en presencia de tuminol, Esta CL., mediada por perdxido de hidrégeno (ya que
es inhibida por CAT y estimulada por SOD) es inhibida por dafnetina, asi como la
peroxidacién lipidica mediada también por perdxido de hidrdgeno. La CL generada por el
citado metabolito es dependiente cle trazas de hierro ya que es inhibida por desferrioxamina,
por ello el potente efecto de dafnetina podria deberse a la propiedad de ser un buen quelante

de hierro.

La actividad calcio-antagonista de diversas cumarinas (Namba, 1988) guarda

estrecha relacién con la actividad antioxidante de las mismas (Sgaragli, 1993). Los iones
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Ca?* activan la fosfolipasa A, y muchas proteinasas y nucleasas, Un incremento del Ca’*
intracelular produce ruptura de la membrana y subsecuente daiio celular. Y asf, el Ca**
incrementa el dafio causado por radicales libres de oxfgeno en la cadena de transporte
electrénico mitocondrial. De este modo, el mecanismo de accién scavenger de diversas
cumarinas podrfa transcurrir por un antagonismo det calcio, Por ello, moléculas que combinan
las propiedades antioxidantes y antagonistas del calcio pueden ser de particular valor en la

proteccién del dafio tisular por isquemia-reperfusion.

4.3, Otras acciones farmacoldgicas de cumarinas

La cumarina fue aislada y purificada por primera vez por Voleg, en 1822, a partir del
haba tonka (Dipreryx odoruta). Mds tarde fue sintetizada por Perkin en 1868, Se prohibid su
uso por la FDA (Food and Drug Administration) en 1950, siendo clasificada erréneamente
como carcinogénico y hepatotéxico a partir de resultados experimentales obtenidos en animal
(Cohen, 1979). Sin embargo, muchos derivados de cumarina han mostrado propiedades
anticoagulantes (Vuorela, [992), tumoristdticas e inmunoestimulantes (Okuyama, 1990;
Rogkopf, 1990).

Un determinado ntimero de cumarinas simples poseen diversas acciones en el sistema
cardiovascular (Porcellati, 1990), por un mecanismo de inhibicidn de la actividad fosfolipasa
A, o por modulacién negativa de uno o mds procesos implicados en su activacién, o por
mecanismo agonista de adrenalina, PAF, Ca?*-iondforo, ete. Y asf, merece mencidn la accion
antianginosa de la escoparona en ratas (Yamahara, 1989a; 1989Db), ademds del efecto
hipotensor de la escopoletina y de los efectos inhibilorios de la esculetina y umbeliferona en
las células miocdrdicas (Namba, 1988).

La cumarina ha mostrado inhibir la liberacidn de histamina procedente de los
mastocitos, asf como actividad adrenérgica moderada, Ello puede ser debido a la inhibicidn
de la catecol-o-metil-transferasa, enzima que metaboliza noradrenalina, produciendo como
consecuencia efecto espasmolitico (Sgaragli, 1993). La cuimarina y sus derivados también
poseen efectos antipiréticos, como se ha observado en la fiebre inducida por endotoxina en
conejos (Egan, 1990).

Otras propiedades farmacoldgicas importantes de cumarina y sus derivados, han sido
observadas en el uso de estos compuestos en el tratamiento del linfoedema. Asf, la actividad
fundamental de cumarina, unida a proteina, tiene lugar mediante el control de la proteolisis
por incremento de la actividad protedsica natural de macréfagos en el lugar dafiado
(Bolton, 1975; Piller, 1977).

La cumarina ha sido utilizada en el tratamiento de la brucelosis en humanos. Este uso
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ha conducido a hacerse extensivo en el fratamiento de otras infecciones crdnicas, incluyendo
mononucleosis, mycoplasmosis, toxoplasmosis, fiebre Q, y psitacosis (Egan, 1990).

Recientemente se ha visto que la cumarina produce una supresién moderada en anién
superéxido y en la generacidn de perdxido de hidrégeno por monocitos, pero no por
macréfagos (Egan, 1990).

También se ha demostrado que la cumarina disminuye la actividad de un isoenzima
citocromo P-450 toxificante e incrementa la actividad del P-450 detoxificante en hfgado de
rata, después de la administracién del inductor tumoral 3-metilcolantreno y anterior a la de la
cumarina. Estos datos sugieren que la cumarina actia disminuyendo la activacién metabélica
de potenciales carcindgenos, previniendo asi la iniciacién (Egan, 1990).

Se ha puesto de manifiesto que 4-metilesculetina, cumarina, umbeliferona y 4-
hidroxicumarina son citostdticas para las células Hela, En la terapia antitumoral con
cumarina, se ha propuesto que ésta actia en dos fases: inhibiendo el crecimiento de algunas
células tumorales, y a través de la estimulacion de ciertos componentes de la reaccién inmune
contra el tumor (Okuyama, 1990; Rofkopf, 1990).

4.4, Accién sobre enzimas

Se ha comprobado que esculetina inhibe la triptéfano S-hidroxilasa, en parte, debido
a la presencia de la funcién orto-dihidroxi en et anillo de [a cumarina, que puede acomplejar
un fon metdlico esencial que actie como cofactor, Todos los compuestos de este grupo con una
hidroxilacién similar muestran un comportamiento semejante. Ademds, entre un numeroso
grupo de compuestos o-dihidroxi, esculetina es el mds fuerte inhibidor de la prenilalanina
hidroxilasa de higado de rata. Sin embargo, estd actividad inhibitoria se ve muy reducida para
3,4-dihidroesculetina (Murray, 1982).

Ostrutina (6-geranil-7-hidroxicumarina) inhibe la succinato oxidasa, Parece que la
cadena del isopreno es necesaria, ya que umbeliferona (7-hidroxicumarina) no presenta tal
efecto inhibitorio. La inhibicién enzimdtica depende del nimero y posicion de los grupos
hidroxilos en el niclec de benzopirona. Mientras umbeliferona no ejerce inhibicién, 4-
hidroxicumarina sf presenta dicho efecto. Derivados dihidroxilados son més efectivos que los
monohidroxilados, sobre todo cuando se disponen en agrupamiento catecol. Se sugiere que la
base de los efectos inhibitorios de dihidroxicumarinas pueda ser, tanto un efecto reductor
como quelante, a cargo del grupo catecol {(Muiray, 1982).

Después de un estudio de la inhibicidn de succinato oxidasa por dafnetina, se ha
observado que esta dihidroxicumarina reacciona con el citocromo ¢ para formar un producto

que no es muy efectivo como transportaclor electrénico, pero es capaz de interactuar con la
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cadena respiratoria, inhibiendo asi el transporte electrénice (Murray, 1982).

Un grupo de inhibidores fendlicos de colina acetilasa, incluyendo esculetina, presentan
una correlacidn entre la capacidad de formar quinonas y, la accién inhibitoria in vitro de
dicha enzima (Murray, 1982).

La inhibicién de la glucosa-6-fosfatasa de hfgado de rata tras la administracién de
cumarina, puede ser atribufda primariamente a dos metabolitos, 2-hidroxifenilacético y 2-
hidroxifenil-lactico (que son formados rdpidamente en el higado de rata), ya que ambos inhiben

el enzima in vitro, mientras que cumarina no presenta dicho efecto (Fentem, 1993},

4.5. Efectos sobre respiracidn y fosforilacién oxidativa

La accién de cumarinas simples es similar a la de 2,4-dinitrofenol sobre la respiracidn
de células de levadura, es decir, mediante un mecanismo e accién desacoplante de la
fosforilacidn oxidativa por parte de estos compuestos. En levaduras, la presencia de cumarina
no hace disminuir la fosforilacidn. Ostrutina disminuye Ia utilizacién de oxfgeno e incrementa
el cociente respiratorio, y disminuye la fosforilacién en condiciones aerobias, Umbeliferona
tnhibe la respiracidn y disminuye la tasa P:O en mitocondria de hfgado de rata, con succinato

como sutrato (Murray, 1982),

4.6. Efectos sobre dcido nucleico y metabolismo proteico

El pretratamiento de ratas con cumarinas durante 7 dfas incrementa la capacidad de los

microsomas hepdticos para incorporar aminodcidos “C-marcaclos a las protefnas in virro. Sin
embargo, i vivo no se observa influencia en la sfntesis proteica enddgena cuando se
administra una dosis oral de 20-30 mg/kg durante 3-10 dias, pero in vitro, la estimulacién de
la incorporacién de (**C)-fenilalanina por poli U se incrementd.
Tanto la sfntesis proteica enddgena como la poli U dirigida, se incrementaron cuando se
administrd una dosis simple de 146 mg/kg de cumarina 14-17 horas antes de la decapitacién
de los animales. El hecho de que este incremento en la sintesis proteica enddgena se vea
disminufdo por la administracién simultdnea de actinomicina D, sugiere que el efecto pueda
ser sintesis RNA dependiente de DNA (Murray, 1982).

Wald y Feuer hicieron un estudio sobre la relacién estructura-actividad de la cumarina
¥ nueve compuestos derivados naturales y sintéticos, para inducir enzimas metabolizadoras de
farmacos en hfgado de rata. Interpretaron que dicha induccién podfa estar asociada con
el grupo carbonilo y la estructura a-pirano de la molécula (Murray, 1982).
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La cumarina es una de las moléculas pequeiias mds efectivas que afectan a la
temperatura de transicién de la estructura helicoidal del dcido poliadenflico. Se ha estudiado
12 unién de la cumarina al reticulo endoplasmadtico de microsomas hepdticos de conejo, Se une
al citocromo P-450 y dicha unidn se ve afectada por el tratamiento con fenobarbital, Mediante
experimentos in vitro ¢ in vive con (3-"'Cycumarina, se ha demostrado la unidn de esta a
protefnas séricas de sangre de rata (Murray, 1982).

Se ha detectado una pequefia pero bien definida fotorreactividad en los casos de
umbeliferona y herniarina (7-metoxicumarina) al DNA, y en menor grado al RNA,
presumiblemente indicando la formacidn de C,-cicloaductos por reaccién con la lactona del

anillo de cumarina (Murray, 1982).

4.7. Metabolismo, farmacocinélica y toxicologiu

Nos ha parecido de gran interés, seiialar los aspectos principales del metabolismo,
farmacocinética y toxicologfa de cumarinas con el fin de justificar la especie de roedor
empleada en la experimentacidn animal, el ratén, asf como la vla de administracidn y las dosis

utilizadas para las distintas edades.

Metabolismo

La cumarina es metabolizada inicialmente por un sistema citocromo P450 espec{fico
dando lugar a la hidroxilacidn previa a la conjugacidn fase 1. Las rutas méds comunes de
hidroxilacién tienen lugar en las posiciones 7 ¢ 3 para rendir 7-hidroxicumarina (7-OHC) o
3-hidroxicumarina (3-OHC), respectivamente, El metabolito principal de la fase II es un
conjugado glucurdnido (Egan, 1990).

En el metabolismo de la cumarina existe un grado de variacidn segun las especies,
cuantitativo pero no cualitativo, En primates (babuinos, el hombre), el metabolito mayormente
formado es 7-OHC (Goeger, 1992). Sin embargo, la actividad de cumarin-7-hidroxilasa es
menor en roedores gue en microsomas humanos, y a la inversa, la actividad de cumarin-3-
hidroxilasa es elevada en roedores mientras que en microsomas humanos estd ausente.
Ademds, en el caso del ratén existe una diferencia cuantitativa entre estirpes, debida a

diferencias isoenzimdticas (Egan, 1990).
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Farmacocinética

La cumarina y el 7-hidroxicumarin-glucurdnido (7-OBCG) han mostrado tener las
mejores distribuciones correspondientes a un modelo bicompartimental abierto. Se demostrd
que la vfa de administracién del firmaco no afecta significativamente a la vida media de Ia
cumarina y del 7-OHC, ya que la administracién intravenosa y oral, respectivamente, produjo
vidas medias comprendidas entre la hora y la hora y media (Cohen, 1979),

Este comportamiento farmacocinético de la cumarina nos ha permitido seleccionar
para nuestro estudio, la via de administracién mds cémoda y sencilla, e incluso mds
adecuada para un tratamiento crénico: la via oral.

La cumarina experimenta un intenso metabolismo de primer paso para formar 7-OHC
(aproximadamente 97%), en el hombre. La 7-OHC formada es rdpidamente convertida por
conjugacién a glucurdnido para formar 7-OHCG en el intestino y otros tejidos (Egan, 1990).

Se ha puesto de manifiesto que el perfil farmacocinético de la cumarina en babuinos
es similar al del hombre (Fentem, 1993). Los niveles elevados de 7-OHCG en plasma indican
que toda la cumarina es absorbida en intestino y distribufda no sélo a érganos con elevado
flujo sanguineo, sino también al flufdo extracetular y compartimentos intracelulares de otros
tejidos, indicado por el elevado volumen de distribucién. El 7-OHCG es excretado por
secrecidn tubular renal activa, y su ruta es la responsable del 90% de la cumarina inicial
excretada en orina. La cumarina tiene, por tanto, una vida media corta y baja biodisponibilidad
(Egan, 1990).

En un estudio gerontocinético en perro se han evaluado las alteraciones
farmacocinéticas de las cumarinas como una funcién de la edad. El aclaramiento total
(clearance) desciende significativamente en animales viejos con respecto a los jévenes. Sin
embargo, no aparecen cambios significativos en el volumen aparente de distribucién y vida
media. Las concentraciones de albtimina sérica descienden con la edad, y esto conduce a un
incremento en la fraccién de compuesto libre. Por otro lado, también desciende la actividad
microsomal oxidativa y la capacidad de conjugacidn (formacién del glucurénido) hepdtica
(Ritschel, 1993).

Estas alteraciones en la farmacocinética como consecuencia de la edad, se han de
considerar fundamentales para establecer las dosis del compuesto cumarinico en estudio

en funcidn de la edad del animal de experimentacidn.



CUMARINAS

Toxicologfa

En ratones, la DL, de la cumarina se encuentra en el rango de 196-780 mg/kg,
dependiendo de la raza. Fountain vio que la DLy, de 3-OHC en ratones era de 1.8 g/kg,
mientras que 3.2 g/kg de 7-OHC en un estudio similar no tuvo efecto (Egan, 1990). Los
resultados de estudios de toxicidad aguda en ratones, mostraron que 7-OHC, el mayor
metabolito de cumarina en huimanos, es remotamente menos téxico que 3-OHC, el mayor
metabolito en roedores (Fentem, 1991; 1993), '

La toxicidad de la cumarina es mayor en la rata que en el ratén, dade que la 3-
hidroxilacién es una importante ruta metabdlica en la rata, y que el metabolito mayoritario es
el o-hydroxifenilacetaldehido (Fentem, 1991). Y ademds, la excrecién biliar junto con una
posible circulacién enterohepdtica de los metabolitos, contribuyen a una mayor hepatotoxicidad
en la rata respecto al ratén.

En vista de estos datos, y a pesar de que el ratén no es buen 7-hidroxilador de
cumarina con respecto al hombre, sin embargo, es menos susceptible que la rata a la

toxicidad por cumarinas (Wudl, 1980).
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1. METODOS IN VITRO.

Se ha realizado un estudio de la posible actividad "eaptadora" in vitro de un grupo
de 19 cumarinas, mediante sistemas generadores de EAQO y de daflo peroxidativo tisular. La
actividad "captadora" de estos productos se evalda mediante el efecto inhibitorio de las
reacciones quimicas que se desarrollan en cada una de las técnicas. La utilizacidn de la
peroxidacién lipfdica sirve como método de primera eleccidn en la seleccidn de las cumarinas
mds activas, ya que es un proceso frecuente en la célula y estd relacionado con las funciones
fisioldgicas, turnover y patologfa de numerosos orgdnulos celulares (Miquel, 1989).

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

productos con actividad scavenger para su posterior ensayo in vivo,

Los métodos que hemos utilizado en nuestro estudio se describen a continuacidn:

1.1. Sistema generador de anién superdxido
1.1.1, Autoxidacién del pirogalol
1.1.2. NADH-fenazina metosulfato-O,-azul de nitrotetrazolio

1.2. Sistema generador de radical hidroxile
Acido ascérbico-hierro-EDTA

1.3, Sistema generador de perdxido de hidrdgeno
NADPH-microsomas hepdticos

1.4, Peroxidacidn lipidica microsemal

Sistema 4cido ascorbico-catién ferroso
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Cumarinas y reactivos empleados

Las cumarinas ensayadas fueron obtenidas comercialmente:

(ALDRICH)

6,7-dimetoxicumarina

Fraxetina (7,8-dihidroxi-6-metoxicumaiina)
Acido 7-hidroxicumarfn-4-acético
7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina

T-metilcumarina

(EXTRASYNTHESE)
4-metildafnetina (7,8-dihidroxi-4-metilcumarina)

(FLLUKA)
Esculina (7-hidroxi-6-glucosilcumarina)

Umbeliferona (7-hidroxicumarina)

(JANSSEN CHIMICA)

Acido cumarfn-3-carboxflico

4-hidroxicumarina

4-metilumbeliferona (7-hidroxi-4-metilcumarina)
6-metilcumarina

4-metilesculetina (6,7-dihidroxi-4-metilcumarina)

J-metoxicumarina

(SIGMA)

7-amino-4-metilcumarina
7-dimetilaminociclopenta{c)cumarina
Esculetina (6,7-dihidroxicumarina)

Escopoletina (7-dihidroxi-6-metoxicumarina)
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Se utilizaron los siguientes reactivos:

8-NADH, S-NADPH, fenazina metosulfato (PMS), azul de nitro tetrazolio (NBT),
pirogalol, 4cido dietilentriaminopentadcetico  (DTPA), dcido dietilendiaminotetradcetico
(EDTA), dimetilsulfdxido (DMSO), acetato aménico, sulfato ferroso, tiocianato potdsico, azida
s6dica, miricetina, superdxido dismutasa (de eritrocitos bovines) y butil-hidroxitolueno (BHT)
se obtuvieron de Sigma, Acido ascorbico, deido Tris-hidroximetilaminometano, acetilacetona,
gcido 2-tiobarbitirico y manitol fueron proporcionados por Merck. Sulfato férrico amdnico,
dcido tricloroacético, etanol, cloruro de magnesio, cloruro potdsico, fosfato monosdédico y

fosfato disédico, se obtuvieron de Panreac.
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1.1. Sistema generador de anién superdxido

1.1.1, Autoxidacién del pirogalol
(Marklund, 1974, 1985)

El pirogalol (1,2,3-bencenctriol) es un fenol muy susceptible a la autoxidacidn, es
decir, se oxida con gran rapidez y facilidad, El rango de autoxidacidn se incrementa con el
pH. Esta reaccién de autoxidacidn ha sido empleada en la eliminacién de oxfgeno de los gases.

La habilidad de 1a SOD a pH 8.2 de inhibir la autoxidacién del pirogalol (0.15 mM)
en un 97.5%, indica una dependencia casi exclusiva de la participacidn del anién superdxido
O-,. La catalasa no tiene efecto inhibitorio sobre la autoxidacién de este fenol, indicando asf
que el perdxido de hidrégeno no estd implicado en este mecanismo.

La inhibicién de la autoxidacién del pirogalol por diversas cumarinas, permite
determinar la habilidad "captadora" del radical superéxido por parte de las mismas.

La autoxidacién se ha valorado tras un perfodo de 20 s de induccidn, durante 2 min,,
tiempo en el que el incremento de absorbancia a 420 nm es lineal. Las experiencias se han
realizado a 25°C + 0.1. El pirogalol se vehiculiza en dcido clorhidrico 10 mM, y la reaccién
se inicia cuando este fenol es aiadido a una concentracién final de 0.15 mM, en una solucidn
tampdn Tris-hidroximetilaminometano equilibrada con aire, pH 8.2, que contiene 1 mM de
DTPA, y el compuesta cumarfnico a ensayar o su vehiculo (DMSO).

El DTPA es utilizado como un quelante en el ensayo, para suprimir interferencias por

tones hierro, cobre y manganeso.

1.1.2. NADH-fenazina metosulfato-O,-azul de nitrotetrazolio
(Slater, 1973)

Este métado de generacién de radicales anién superdxido, no enzimitico, estd
constituido por el sistema NADH/fenazina metosulfato (PMS)/oxfgeno molecular O,/azul de

nitrotetrazolio (NBT).
La reaccidn se inicia con la reduccién del PMS por el NADH; el PMSH, reducido es

capaz de reaccionar con el oxfgeno molecular del aire produciendo el radical anién superdxido
que reduce el NBT a diformazdn, compuesto altamente celoreado que presenta un mdximo de

absorcidn a 560 nm.
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Las reacciones citadas transcurren segin la secuencia:

NADH + H* + PMS >NAD* + PMSH,
PMSH, + 20, — >PMS + 207, + 2H*
40", + NBT + 2CI' > Diformazdn + 40, + 2HCI

La mezcla de incubacién contiene NADH (90 uM), NBT (43 uM), los compuestos
cumarfnicos a ensayar o su vehfculo (DMSO), PMS (2.7 uM) y tampén fosfato 19 mM (pH
7.4) en un volumen final de 3.1 ml.

La reaccién de reduccién del NBT se inicia con la adicién del PMS, y se monitoriza
espectrofotométricamente a 560 nm (20°C) durante 2 minutos para calcular el incremento de
absorbancia por minuto (dA/min).

Sin embargo, hay que decir que, en la mezcla de NADH y PMS también se generan

radicales ‘OH y se crean otros subproductos.

1.2. Sistema generador de radical hidroxilo
Acido ascérbico-hicrro-EDTA
(Klein, 1981; Rekka, 1990)

Las especies m4s activas de oxfgeno son fos radicales hidroxilo (OH), que pueden ser
liberados durante la reduccidn de peréxidos formados via lipoxigenasa y via cicloxigenasa.

El dimetilsulféxido (DMSO) es un potente agente "captador” de radical hidroxilo. Este
interaciona con “OH para producir radicales ‘CH, que pueden llegar a formar gas metano. La
produccién de metano procedente del DMSO ha sido utilizada para detectar la generacién de
radicales hidroxilo en sistemas biolégicos. Pero Klein (1981) demostrd que también se
producfa formaldehido, y su formacién era mayor que la de metano.

El sistema generador de radicales hidroxilo consta de dcido ascdrbico/iones
férrico/EDTA. El fundamento de la téenica consiste en la medida del formaldehido
producido durante la oxidacién del DMSO por el sistema dcido ascérbico/Fe’*, La
oxidacién desencadenada por el ascorbate es catalizada por el hierro a 37°C.

La mezcla de incubacién consta de EDTA (0.1 mM), complejo Fe**-EDTA (1:2) (167
aM), DMSO (33 mM), dcido ascdrbico (2mM), los campuestos cumarinicos a ensayar o su
vehiculo (etanol), y tampén fosfato SO mM (pH 7.4) en un volumen final de 3 mhL

La reaccién se inicia con la adicion del deido ascérbico, Después de 30 minutos de

incubacién a 37°C, la reaccién se detiene con I ml de dcido tricloroacético al 17.5% (P/V),
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y en una alfcuota de 1.5 ml se mide e! formaldehido producido por espectrofotometrfa (Nash,

1953),
El mismo experimento se repite utilizando manitol (25 y 50 mM) como patrén, El

manitol es un conocido “"captador” de radicales hidroxilo (Klein, 1981, Thomas, 1989).

La competicidn entre la cumarina problema (o patrén) y el DMSO por el -OH generado
procedente del sistema dcido ascérbico/Fe** (expresado como porcentaje de inhibicidn de la
produccién de formaldehfdo) se utiliza para la estimacidn de la actividad "captadora" de

radical hidroxilo de la sustancia problema.
Medida espectrofotométrica del formaldehido (Nash, 1953):

Para detectar el formaldehido producido, se genera mediante una reaccién, un producto
de color amarillo al visible, llamado 3,5-diacetil-1,4-dihidrotutidina (DDL}, cuya longitud
de onda de mdxima absorbancia es de 412 nm. E! DDL se forma como consecuencia de la
reaccién de acetato amdnico, acetilacetona y formaldehido.

El reactivo revelador del formaldehido producido consta, por tanto, de una mezcla
reactiva de acetato amdnico y acetilacetona en tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4, a una
concentracién final de 1 M y 0.01 M, regpectivamente. Se aiaden 2 ml del revelador sobre
alfcuotas de 1.5 ml (procedentes de cada ensayo), y se incuba dicha mezcla en bafio de agua
5 min. a 58°C. Inmediatamente después, los tubos de ensayo se introducen en hielo para

detener la reaccidn. La lectura espectrofotométrica se realiza a 412 nm.

1.3, Sistema generador de perdxido de hidrdgeno
NADPH-microsomas hepiticos
(Hildebrandt, 1973; 1975)

Método basado en la formacién de perdxido de hidrégeno durante la oxidacién
microsomal del NADPH. El H,0, producido es estimado directamente por determinacién
de hierro férrico en forma de tiocianato {los cationes férrico son producidas por el H,O, por

oxidacidn de cationes ferroso).
Preparacidn de los microsomas

La obtencién de la fraccién microsomal de un homogenado hepdtico se lleva a cabo

como se describe a continuacidn:
Se extrae y perfunde el higado de ratas (Wistar, ambos sexos, 120-200 g) que han side
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mantenidas en ayunas 48 horas con agua ad /ibitn. El higado, finamente troceado, se lavd
con sacarosa 0.25 M a 4°C, para la eliminacién de posibles microcodgulos. Se procedid a la
homogenizacién en tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4, mediante un potser con pistilo de teflén
a 2000 g durante 5 min. El volumen final del homogenado fue diez veces el peso del higado
de partida. El homogenado se centrifigs a 750 g durante 10 min., y posteriormente se recogié
el sobrenadante en un recipiente mantenido en hielo picado. Se lavé el residuo con sacarosa
0.25 M y se centrifugd de nuevo en las condiciones anteriores, Se reunieron los sobrenadantes
y se centrifugaron a 19000 g durante 20 min. con el fin de obtener la fraccién mitocondrial
que sedimenta a esta velocidad. L.os sobrenadantes mitocondriales se centrifugaron a 100000
g durante 60 min. (Ultracentrifuga KONTRON T-2080). El sedimento microsémico se
resuspendid en tampdn fosfato S0 mM, pH 7.4, y se congeld a -80°C hasta el momento de su

utilizacidn.

La determinacién de protefna microsomal se realizé siguiendo el método del Biuret.

Mezcla de incubacidn

La mezcla de reaccidén estd constituica por la fraccién microsomal (1.5 mg de proteina
microsomal/ml de mezcla de incubacidn); azida sédica NaN; (0.5 mM) (como inhibidor de la
actividad de la catalasa microsomal); cloruro potdsico KC| (150 mM); cloruro de magnesio
MgCl, (10 mM); las cumarinas (a distintas concentraciones, DMSO como vehfculo); NADPH
(300 uM); y tampdn fosfato Tris-CIH 50 mM, pH 7.4, en un volumen final de 1.5 ml.

La reaccidn se inicia con la adicidn del NADPH, y se mantiene en bafio de agua a
37°C durante 30 min. Transcurrido esle tiempo, la reaccidn se detiene afiadiendo el mismo
volumen, 1.5 ml, de 4cido tricloroacético frfo al 3% (P/V). El precipitado se mantiene a 4°C
(en hielo) durante 20 minutos, antes de la centrifugacién a 22000 g a 2°C 10 min.

Estimacién del peréxido de hidrégeno

La deteccién y cuantificacidn del perdxido de hidrégeno formado a partir de la
oxidacién del NADPH, se realiza mediante una reaccién de coloracidn. Esta técnica
determina concentraciones de peréxido de hidrégeno comprendidas entre 10° y 10°°M.

Se toman alfcuotas de 2.5 ml del flufdo sobrenadante y se afiaden a tubos de vidrio que
contienen una mezcla de 0.5 ml de sulfato ferroamdnico 10 mM y 0.2 ml de tiocianato
potdsico 2.5 M. El ensayo quimico depende de la formacién de tiocianato férrico Fe(SCN),
(procedente de la oxidacién del catién Fe?* a Fe*" por el perédxido de hidrégena),

compuesto intensamente coloreado cuya extincidn es medida a 480 nm comparada con
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controles, una vez que las muestras se hayan mantenido 10 min. en bafio de agua a 25°C. El
color permanece constante durante | hora.

La intensidad del color es muy dependiente de la composicidn de la solucién, y el
control cuidadoso de las condiciones es esencial si se desea que el método sea preciso y
reproducible.

1.4, Peroxidacién lipidica microsomal
Sistema dcido ascérbico-catién ferroso
(Rekka, 1990)

La preparacién de microsomas hepdticos se ha realizado segtin el método descrito
anteriormente. Asimismo, mediante la reaccién de Biuret, hemos calculado los mg de proteina
por ml de fraccién microsomal,

La peroxidacidn lipidica fue inducida por medio del sistema dcido ascérbico/Fe?*,
utilizando como sustrato microsomas hepidticos inactivados por calor,

La mezcla de incubacién contiene la fraccién microsomal (1.5 mg de protefna/ml),
dcido ascérbico (1.6 mM), las cumarinas a distintas concentraciones disueltas en DMSO (o
volumen equivalente de DMSO para los controles), sulfato ferroso (0.2 mM), y tampdn fosfato
50 mM, pH 7.4, hasta un volumen final de 0.68 ml,

La reaccidn se inicia con la adicidn a la mezcla de la solucidn recientemente preparada
de SO,Fe, y se mantiene en baiio con agitacidn a 37°C durante 45 min. La reaccidn se detiene
con 1 ml de dcido fosférico sobre 0.14 ml de muestia,

La peroxidacidn lipfdica es ensayada espectrofotométricamente (535 nm) por
determinacién de las sustancias reactivas al dcido tiobarbitiirico (Test del TBA), Una vez
detenida la reaccién, se procede al revelado a partir del volumen final obtenido, afiadiendo en
los distintos tubos, respectivamente, 33 ul de BHT al 0.01 % en etanol (es impertante afiadir
este antioxidante para prevenir una peroxidacidn adicional) y 0.3 ml de TBA al 0.6 % (P/V).
Los tubos se introducen en un bafio a 100°C durante 45 min. Posteriormente, la reaccidn de
revelado se detiene con frio introduciendo los tubos en hielo. La extraccidn del material
reactivo al TBA se lleva a cabo con alcohol n-butflico, aiadiendo a la mezcla anterior 1.4 ml
de este solvente orgdnico y agitando vigorosamente con Vortex para centrifugar posteriormente
a 3200 g durante 15 min. a 4°C. Finalmente, se recoge la fase orgédnica y se lee la absorbancia
a 535 nm.
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Una vez seleccionadas las sustancias que muestran mayor espectro de actividad en las
técnicas de "captacién" de radicales in vitro, se han realizado ensayos en mamiferos, ratdn,
probablemente el modelo mds utilizado para el estudio de la fisiologla y bioqufmicé del
gnvejecimiento.

Una de las predicciones mds ttiles e interesantes de la teorfa de los radicales es que
la administracién de antioxidantes a poblaciones de animales -y quiz§ de seres humanos- podrfa
prolongar su vida media y mejorar su calidad de vida {Comfort, 1971; Yu, 1994). Esta idea
ha servido para plantear nuestra estudio de cumarinas como antioxidantes in vivo.

Para esta investigacidén se ha seleccionado el ratén C57BL/6J porque es una raza
consangulnea, bien definida genéticamente, y posee una vida media relativamente larga.
Ademads, esta raza de ratén ha sido utilizada ampliamente en investigacidn gerontoldgica por
lo que se dispone de datos longitudinales sustanciaies y de estudios neuroquimicos (Dean,
1981; Migquel, 1978b; Harrison, 1982). El cardcter longevo de esta raza es dependiente del

sexo, por ello, hemos elegido el macho como modelo animal de envejecimiento.

Los animales fueron suministrados desde Francia por IFFA CREDQO, Las condiciones
del estabulario en que se mantienen los animales, como temperatura, humedad, ventilacidn,
luz, nutricién, limpieza, olor, ruidos, etc., se han cuidado extremadamente para este estudio
de envejecimiento. Los animales fueron mantenidos a una temperatura controlada de 23 + 2°C
y a una humedad relativa de! 50 + 10%. La composicién de la dieta estdndar adquirida a
Panlab y suministrada ad &ibirum al igual que el agua fue: 59.7% de glicidos (E.L.N.); 3.9%
de fibra bruta; 17.2% de protefna bruta; 2.7% de grasa bruta; 5% de vitaminas y minerales;
y un 12% de humedad.

Es ineludible utilizar animales "definidos" con el fin de disminuir la variedad animal
¥ poder sacar conclusiones vdlidas y reproducibles.

Aunque se tenga presente el hecho de que los resultados obtenidos en el animal de
experimentacién no son siempre superponibles con los obtenidos en el hombre, sirven de
orientacién y forzosamente deben realizarse antes de comenzar los ensayos clinicos en sus

diferentes fases.

Se han establecido lotes de 12 animales de 12, 18 y 21 meses de edad,
respectivamente: lotes problema correspondientes a los productos de estudio seleccionados
(fraxetina y esculetina), y lotes control (los animales reciben exclusivamente el vehiculo de las

cumarinas seleccionadas: tween 20 al 10% en agua).
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Atendiendo a estudios de longevidad, estos grupos son equivalentes a los perfodos

adulto, senescente, y muy senescente, en la vida media de esta raza,

El primer grupo de animales seleccionado fue de 12 meses (animal adulto), ya que
ciertos estudios han mostrado cémo varios antioxidantes enddgenos (Benzi, 1979) pueden estar
aumentando durante el desarrollo de animales jévenes que no son totalmente maduros.

Hemos planteado un tratamiento de 35 dfas consecutivos (5 semanas) con fraxetina y
esculetina, respectivamente, a dosis de 25 mg/kg para la edad de 12 meses y de 15 mg/Kg
para la de 18 y 21 meses, debido a su farmacocinética, Como sustancia patrdn se eligié el
butil-hidroxitolueno (BHT), y se administrd a las mismas dosis que en el caso de fraxetina y

esculetina,

La via de administracién escogida para el tratamiento de los animales con los
respectivos productos seleccionados es la via oral (p.o). Esta es la vfa mds adecuada para
administrar un medicamento, aunque no siempre es la mds 1til. Para los pequefios roedores
existen cdnulas apropiadas que consisten en agujas de calibre grueso y la punta en forma de
oliva, evitando asf traumatismos. Se debe introducir el dispositivo hasta el nivel gdstrico para
inyectar la sustancia, Hay que asegurarse de gue se estd en la via adecuada antes de inyectar
la solucién. La penetracién de lfquido en las vias respiratorias puede llevar a la muerte brusca
del animal, segiin la cantidad, o a producir alteraciones que falsearfan los resultados.

El uso de esta via tiene su justificacidn por las perspectivas terapéuticas de estos
productos, que apuntan a una administracidn crénica que requiere una via cémoda como es

la oral,
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La influencia de estas cumarinas, fraxetina y esculetina, en los animales de
experimentacién, se ha evaluado mediante:

Ensayos de comportamiento

Durante y/o al final del tratamiento.

1. Test de la cuerda.

2, Test del cilindro rotatorio (rota-rod).

3. Test de evitacidn pasiva.
Ensayos in vitro

Al final del tratamiento el animal es sacrificado y se procede a la extraccién de
muestras biolégicas (higado y corteza cerebral) a partir de las cuales se hacen las siguientes
determinaciones:

1. Determinacién de la actividad de antioxidantes enziméticos.

2. Determinacién de antioxidantes no enzimdticos.

3. Determinacién de la peroxidacién lipidica.
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ENSAYOS DE COMPORTAMIENTO

Los tests de comportamiento en roedores son muy ttiles para estudios de
envejecimiento en mamiferos, ya que los resultados son muy semejantes a los abtenidos en
mono, caballo, y el hombre (Tappel, 1973; Miquel, 1979a).

El objetivo del estudio comportamental consiste, primeramente, en conocer la
*influencia de estos compuestos fendlicos en ¢l animal (a cada una de las edades establecidas),
respecto a una sustancia patrén de capacidad antioxidante conocida, asf como respecto a la
ausencia de tratamiento en animales control. Dicha influencia es evaluada mediante
procedimientos que prueban un limitade espectro de comportamientos, que implican
relativamente desde reflejos y tono muscular simple hasta capacidades mds complejas como
aprendizaje y memoria. Mediante la observacidn del comportamiento, podrfamos establecer
una relacién entre la capacidad antioxidante in vitro de estas dihidroxicumarinas con la

degeneracidn del organismo dependiente de la edad.

1. Test de la cuerda
{(Miquel, 1978a)

Este ensayo permite valorar presumiblemente, la destreza, el equilibrio, la fuerza, y

el tono muscular del animal. Es una técnica no invasiva.

El montaje para dicho ensayo consta del siguiente instrumental:
- Dos pies o barras-soporte a los que se anuda la cuerda a la misma altura tomando como
referencia la base sobre la que se apoyan ambos soportes.
- Cuerda de cdfiamo de 60 cm de longitud entre ambos soportes, tirante, y a una altura de 40
cm de la superficie de apoyo de los mismos.
- Lecho blando, por ejemplo de serrin, en [a parte inferior del montaje, entre los soportes,

para amortiguar la cafda del ratdn.

El animal se aclimata durante 5 min., y se pesa,
La prueba comienza provocando al animal un estrés durante 30 s, manteniéndolo suspendido
de la cola por encima de la cuerda y permitiendo que se agarre a ella cuatro veces,
Inmediatamente después, se deja al animal sujeto en el centro de la cuerda tirante por
las patas delanteras. Instintivamente, tenderd a agarrarse con las cuatro patas para asegurar su
posicién, y a continuacién, con mayor o menor rapidez se desiizard paralelamente a la cuerda,
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a través de la misma, hasta alcanzar uno de los extremos {(uno de los soportes).

Si el tiempo que transcurre desde que el ratén es colocado en el centro hasta que
finaliza su recorrido es menor o igual a 60 s, el test se valora como positivo.

Si el animal cae de la cuerda antes de que hayan transcurride 60 s, se le somete a una
segunda prueba después de 5 min. de recuperacidn y aclimatacion. El estrés que se le provoca
esta vez es de 15 s, dejando que se agarre dos veces a la cuerda.

Los datos obtenidos se van anotando del siguiente moda:

Peso (t)1*intento (t)2%intento Exito

Este test se realiza una vez por semana durante los 35 dfas de tratamiento.,

2. Test del cilindro rotatorio (rota-rod)
(Hassert, 1961)

Este ensayo permite valorar la ataxia, coordinacidn motora, agilidad y destreza del

animal.
Descripcién instrumental

La prueba se realiza mediante un aparato automdtico en el cual la velocidad de rotacidn
del tambor, eje con los cuatro habitdculos para la colocacién de los animales, es constante y
se puede regular mediante un motor de corriente continua.

Un conmutador frontal permite parar el motor en cualquier momento, haciendo posible
la interrupcién del movimiento rotatorio en los intervalos entre los distintos ensayos, Con el
motor parado se puede seleccionar la velocidad requerida, observando la aguja del
velocimetro.

Cuando se acciona el conmutador, el tambor comienza a girar con la velocidad
seleccionada. La cafda del animal desde el tambor acciona las palancas basculantes inferiores.
Estas controlan directamente unos microrruptores que a su vez desactivan el contaje de
segundos realizado en cada contador frontal. Con la palanca en posicidn alta los contadores
cuentan el tiempo en segundos.

El basculamiento de las palancas se realiza magnéticamente, no necesitando por tanto,

ninglin mantenimiento.
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Desarrollo del test

Los contadores de tiempo (s) se colocan a cero. La velocidad deseada se ajusta en
r.p.m, {la primera semana 5 rpm, y las siguientes 10 rpm), Los animales se colocan en el
tambor sujetdndolos por fa cola y con el abdomen dirigido hacia el experimentador. Con un
movimiento de balanceo se introduce el animal entre los discos y se le sitda sobre su cilindro
rotor, Es importante que el roedor entre de espaldas a los discos separadores a fin de evitar
que con sus garras pueda cogerse a ellos. Se pueden realizar cuatro ensayos simultdneamente,
por disponer de cuatro habitdculos. Cuando se acciona la marcha del motor, se inicia al mismo
tiempo el contaje de segundos, que expresa el TIEMPO DE PERMANENCIA de los

animales en el ¢ilindro rotatorio hasta el momento de su cafda.

3. Test de evitacidn pasiva
(Bartus, 1980)

Prueba encaminada a determinar la capacidad de aprendizaje y memoria. Es una

técnica invasiva. Se realiza al final del tratamiento,
La caja de "evitacién pasiva” consta basicamente de:

- Primer compartimento: superficie 8 x 9 cm?; altura 15 ¢m. Transparente, Espesor 0.5 cm,
Iluminacidn 40 w, a 17 cm del suelo (de la base).
- Segundo habitdculo: superficie 9 x 18 em?; altura 15 ¢cm, Paredes opacas. Espesor 0.5 cm.

Con ventana transparente de 4 x 5 cm?,
- Puerta levadiza (6 cm ancho x 5 cm altura) entre ambos compartimentos.
- Suelo: varillas de 3 mm de didmetro, con una separacién de 4 mm entre varilla y varilla,

- Shocker; 0.6 mA [/ 4 s, 80 voltios.
Protocolo

Primer dfa. El roedor se aclimata durante 5 min. en el habitdculo. Se introduce al ratén
de espaldas a la puerta en el primer compartimento; se cierra la puerta levadiza (encendido
automdtico) durante 5 s, Después de este breve tiempo, se abre la puertecilla 5 cm, momento
en que se acciona el crondmetro. Cuando pasa la ultima pata del animal, se anota el tiempo
transcurrido, y se cierra la puertecilla de nuevo, Inmediatamente despuds se aplica un shock

(descarga eléctrica), y se observa el comportamiento.
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A las 24 horas, Se repite el ensayo sin shock y se cronometra el tiempo de latencia de
entrada en la cdmara oscura. El tiempo médximo es de 300 s.
A las 120 horas, Se repite el ensayo.

Se recogen los siguientes datos:

- Tiempo de latencia en prueba de aprendizaje.

- Tiempo de latencia a las 24 horas.

- Valoracién de test positivo 300 segundos, a las 24 horas.
- Tiempo de latencia en el quinto dfa.

- Valoracidn de test positivo 300 segundos, en el quinto difa.
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Una de las aproximaciones en el conocimiento del peligro potencial que las EAQ
suponen para el organismo humano, especialmente en los procesos de envejecimiento, consiste
en la medida de los principales antioxidantes enddgenos comprobando la variacidn de sus
niveles, con la edad y con un tratamiento antioxidante, De este modo, pretendemos establecer
una relacidn entre la capacidad "captadora” de radicales por parte de cumarinas y la dotacidn
de antioxidantes endégenos segin la edad del animal, como consecuencia del tratamiento con

dichos compuestos fendlicos.

Una vez realizados todos los ensayos de comportamiento, los animales son sacrificados
mediante descoyuntacidn cervical. Se extrae el hfgado y corteza cerebral, y se conservan a
-80°C hasta el momento de ser procesados. En estas muestras bioldgicas se miden los niveles
de antioxidantes enddgenos, enzimdticos y no enzimaticos, respectivamente. Para ello, los
drganos son descongelados y pesados en una balanza de precisién para su posterior

homogenizacién.

1. Determinacién de la actividad de antioxidantes enzimdticos

Superdxido dismutasa (SOD)

El enzima SOD convierte el anién superdxido en peréxido de hidrdgeno y en oxfgeno

molecular:
204 2H" ——8 8 —> H,0, + 0,

La determinacidn de la actividad de la SOD es eomplicada por la indisponibilidad, en
forma pura, de su inestable sustrato, el anién superéxido (O,). Esto implica que el O, tiene
que ser generado en el sistema in sirv. Ademds, este anién no es detectado fdcilmente por
técnicas analfticas convencionales, y por lo tanto, la mayorfa de las determinaciones de SOD
estdn basadas en la inhibicidn de algunas reacciones quifmicas dependientes del O-,.

Para la cuantificacién de los niveles de SOD en hfgado y corteza cerebral, utilizamos
la técnica de autoxidacidn del pirogalol (Marklund, 1974; 1985). Consiste en la inhibicién de
la autoxidacién de este fenol. (Esta técnica yd ha sido descrita en el apartado de ensayos in
vifro para la determinacién de la actividad "captadora" de O-, de cumarinas),

La autoxidacién del pirogalol en solucién aerobia es ocasionada por el anidn
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superdxido, proceso que es inhibido por la SOD. El grado de inhibicién puede ser utilizado
para evaluar la cantidad de SOD en la muestra, El ensayo es sensible a |a temperatura y al pH,
pero no depende de la calidad de los reactivos del test. Algunos componentes presentes en las
muestras bioldgicas tales como glutation, catalasa, y -debido a la capacidad quelante de esta
solucién- los metales de transicidn divalentes, no afectan significativamente a los resultados.

La diferencia en el incremento de absorbancia entre los controles y las muestras que
contienen SOD, es expresado en porcentaje de inhibicidn de la oxidacidn. Una unidad de
actividad enzimdtica de SOD se define como la cantidad de SOD por mililitro de solucién test

que resulta en un 50% de inhibicién,

ADO - ADO
%INHIBICION - cﬂlral muestra
A‘D()m:om‘rcll
%mh _ 08 F
Act SOD (Ulmg tef) = x —
¢ (Ulmg tef) 5o v * G
0.8 = Volumen total en cubeta (ml)
Vm = Volumen de la muestra (0.025 ml)
F = Factor de dilucidn de la muestra
C = Concentracin de tejido en el homogenado (mg tej./ml)
%nh 08 F 1
Act SOD (U 0 = X — X = x -
¢ (Uimg prol) 0 - ey

m

X = mg prot./mg tej.

Catalasa (CAT)

El perdxido de hidrégeno formado por Ia SOD y por las oxidasas flavino-dependientes
se descompone por la CAT, hemo-enzima que cataliza la reaccidn;

H,0, > H,0 + 120,

Su actividad se determina en las muestras bioldgicas (hfgado y corteza cerebral), por
seguimiento de la absorbancia a 240 nm de la descomposicién del perdxido de hidrégeno

incorporado a la muestra (Pérez-Campo, 1993),
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Soluciones

- Tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4.

- Tritén-X-100 al 10 % en tampdn fosfato 50 mM, pH 7.4, Se utiliza como detergente
para liberar enzimas parcialmente ligadas a membranas o contenidas en orgdnulos
subcelulares (en este caso, en log peroxisomas).

- Peréxido de hidrégeno 15 mM, preparado a partir de solucién comercial (30 %),

Método

- Homogenizacién de higado en tampdn fosfato S0 mg/ml. Si se trata de corteza
cerebral 25 mg/ml.

- Sonicacién de la muestra homogenizada 3 veces, a intervalos de 20 s, durante 10 s
cada vez,

- Centrifugacidn durante 20 min. a 3200 g (4°C).

- Adicién a los sobrenadantes de 0.1 ml de tritén-X-100 por cada ml de tampdn fosfato
para homogenizar, y mantenimiento en reposo 30 min.

- La mezcla de incubacién contiene tampdn fosfato 50 mM (pH 7.4), perdxido de
hidrégeno 15 mM y la muestra biolégica (0.03 ml), en un volumen final de 0.7 ml.

- El descenso en la absorbancia es registrado a 240 nm durante 2 min, La velocidad
de la reaccidn es elevada y por tanto, el descenso de absorbancia es muy rdpido, Es

preciso asegurarse de que se toman solamente los valores de velocidad inicial,

Una unidad de actividad enzimdtica de catalasa se define como la cantidad de enzima
que descompone 1 pmol de peréxido de hidrdgeno por min., bajo condiciones especfficas de

25°C de temperatura y pH 7.4,

ADO/min x 0.7 x F
43.6 x 10° x 0.03 x C

Act CAT (IUjmin/mg tef) =

0.7 = Volumen total en cubeta (m!)

F = Factor de dilucién de la muestra

43.6 x 10* = Coeficiente de extincién molar del H,0,

(.03 = Volumen de la muestra (ml)

C = Concentracidn de tejido en el homogenado (mg tej/ml)
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ADO/min x 0.7 x F
43.6x10’x0.u3xcxx

Act CAT (IUfmin/mg prot) =

X = mg prot./mg tej.

Glutation peroxidasas (GPx)

Existen dos formas bésicas del enzima, dependiente (GPx-Se) y no dependiente de
selenio (GPx-no-Se), respectivamente.

Para medir ambas actividades en un mismo extracto celular se utiliza el mismo método
y se varfa el hidroperdxido utilizado como sustrato. El ensayo con perdxido de hidrégeno
valora la GPx-Se exclusivamente (Paglia, 1967), mientras que el ensayo con hidroperdxido de
cumeno valora ambas enzimas simultdneamente (GPx total) (Lawrence, 1976). En ambos
ensayos se valora la actividad GPx siguiendo el descenso de absarbancia a 340 nm debido a
la oxidacién del NADPH y en presencia de un exceso de glutation reductasa (GR).

Conviene hacer la advertencia de 1a necesidad de realizar una reaccién no catalizada,
pues en algunos trabajos recientes se han obtenido actividades muy bajas de glutation
peroxidasa, debidos al error de omitir tal reaccién no catalizada (que siempre se da aunque no

haya muestra)(Barja de Quiroga, 1990).

Metodologia

Preparacidn de muyestras

- Homogenizacién del tejido en tampdn fosfato 50 mM pH 7.4 frfo a una

concentracién de 50 mg tej/ml.
- Centrifugacién durante 20 min. a 3200 g (4°C).
- Recogida del sobrenadante y mantenimiento del mismo en frfo hasta el momento de

su utilizacién para la medida de la GPx total y GPx-Se dependiente.
—Reacfivos

. Solucién reactiva. Disolucién de 7 mg de azida sédica (para inhibir a actividad de
la catalasa, que también descompone el perdxido de hidrégeno), 10 mg de EDTA, 33
mg de GSH (glutation reducido), 5 mg de NADPH y 27 Ul de GR (glutation
reductasa), en 25 ml de tampén fosfato 50 mM, a pH 7.4 que hayan sido burbujeados
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previamente durante 15 min. con N, gaseoso. La solucién se protege herméticamente
para evitar su oxigenacién y se mantiene a 4°C. La sclucidn debe prepararse
inmediatamente antes de su utilizacidn, cada dfa que se realicen medidas.

- Solucién de cumeno-QOH, La preparacién se realiza a partir de una solucién de

cumeno comercial, tomando 185 ul de la misma y completando hasta un volumen final
de 50 m! con tampdn fosfato 50 mM pH 7.4 (guardar en fr{o). |

- Solucién de perdxido de hidrégeno. Se prepara una solucién madre que contenga

143 ul de peréxido de hidrégeno concentrado (30%) en 100 ml de tampdn fosfato 50
mM pH 7.4, Se toma 1 ml de esta solucién madre y se le afladen 6 ml mds de tampén
fosfato. Esta tltima solucidn de perdxido de hidrégeno dilufdo es la que se utiliza para

valorar el enzima,

Valoracién espectrofotométrica

La solucién reactiva se mantiene en el mismo baiio que se utilice para termostatizar
el compartimento de la cubeta del espectrofotdmetro, y se sitda en 340 nm la longitud de onda
de lectura. En este ensayo enzimdtico debe tenerse en cuenta que siempre existe reaccion aun
en ausencia de enzima. Por ello debe realizarse, cada dfa que se obtienen las medidas, una
reaccidn en ausencia de muestra (no catalizada) en presencia de cumeno-OOH y otra con
perdxido de hidrégeno. El no hacerlo asf darfa lugar a una sobreestimacidén de la actividad
enzimdtica real. Por otra parte, esta necesidad tiene como contrapartida la ventaja de que se
puede chequear ficilmente en cada sesidn de trabajo el estado de los reactivos quimicos

utilizados, desde el punto de vista de la reaccidn objeto de estudio.

1) Blanco no catalizada. Se toman 0.7 ml de tampdn fosfato en una cubeta y se ajusta

el cero de absorbancia.

2) Reaccién no catalizada. A 0.675 ml de solucién reactiva se adicionan 25 pl de
sustrato (cumeno-OOH 6 H,0,), lo que pone en marcha la reaccién. Se mide el

descenso de absorbancia a 340 nm durante 5 min,

3) Blanco catalizada, A 0.675 ml de tampén fosfato se afiaden 25 ul de muestra
convenientemente dilufda, para ajustar el cero de absorbancia. -
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4) Reaccidn catalizada, Sobre 0.650 ml de solucidn reactiva se incorporan 25 pl de
muestra dilufda (igual dilucién que en el blanco). Durante 4 min., esta mezcla se
mantiene a temperatura ambiente (preincubacién). Transcurrido este tiempo, se afiaden
25 pl de sustrato (cumeno-OOH ¢ H,0,) desencadendndose asf la reaccidn, Se mide
el descenso de absorbancia a 340 nm durante 5 min.

El grado de dilucién de la muestra debe ajustarse hasta obtener varios incrementos de
absorbancia consecutivos de la misma magnitud en cada ensayo.

Para el cdlculo del incremento medio de absorbancia/min. se desprecia el retraso inicial
(menor de 60 s usualmente) y los 1iltimos incrementos (sélo si su valor hubiera empezado a

descender sistematicamente).
Al valor del incremento de absorbancia obtenido con cada muestra se le resta el
incremento de absorbancia de la reaccién no catalizada correspondiente, y el resultado

obtenido se aplica en la siguiente férmula:

ADO/min x F x 0.7
622 x 107 x 0025 x Cx 1

Act GPx (nM NADPH[min/mg te]) =

F Factor de dilucién de la muestra
0.7 Volumen total en cubeta (ml)

6.22 x 107 ml.nmol',cm = Coef. de extincién malar NADPH

0.025 = Volumen de muestra en cubeta (ml)
C = Concentracién de tejido en el homogenade (mg/ml)

I = Paso de luz {cm)

ADO|min x F x 0.7
622x 107 x0025xCx1xX

Act GPx (nM NADPH/min/mg prot) =

X = mg prot./mg tej.

Glutation reductasa (GR)

Enzima, que acoplada al sistema NADPH/NADP*, mantiene el glutation intracelular

en el estado reducido con efectividad.
La actividad enzimdtica de GR fue ensayada mediante seguimiento de la oxidacidn del
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cofactor NADPH a 340 nm, en presencia de un exceso de glutation oxidado (Barja de
Quiroga, 1990).

Soluciones reactivas

- Tampdén fosfato 50 mM pH 7.4, con EDTA 6.3 mM.
- NADPH 6 mM (concentracién final en cubeta 0.3 mM).
- GSSG 80 mM (concentracién final en cubeta 4 mM).

Metodologla

- Homogenizacién de tejidos: 50 mg/ml de tampdn, excepto para cerebro 25 mg/ml,
- Sonicacién 3 veces con un intervalo de 20 s, durante 10 s cada vez,

- Centrifugacidén durante 20 min. a 3200 g (4°C).

- Didlisis de los homogenados frente a tampén fosfato durante 24 horas a 3-4°C.

En la cubeta de reaccidn se afiaden 0,580 ml de tampén fosfato, 50 ul de muestra
biolégica, 35 ul de GSSG, y finalimente 35 ul de NADPH. Se mide la absorbancia a 340 nm.

No es necesario diluir las muestras,

ADOfmin x F x 0.7
622 x10° x005xCx1

Act GR (nM NADPH[min/mg tef) =

F = Factor de dilucién de la muestra

0.7 = Volumen total en cubeta (ml)

6.22.10°ml nmol".ecm*= Coef. de extincién molar NADPH

0.05 = Volumen de muestra (ml)

C = Concentracién de tejide en el homogenado (mg tej/mi}.
1 = Paso de luz (cm)

ADOfmin x F x 0.7
622x10° x005xCx1xX

Act GR (nM NADPH[min/mg prot) =

X = mg prot./mg tej.
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Citocromo C oxidasa (COX)

Medimos la actividad de COX como marcador de la capacidad mitocondrial aerébica

maxima en cerebro e hfgado.
Se valora su actividad mediante espectrofotometrfa, por la disminucidn del nivel de

citocromo C como sustrato (ferrocitocromo C), adicionado a la muestra (Smith, 1955).

Soluciones reagtivas

- Solucién de citocromo C: ferrocitocromo C al 1%. Se prepara a partir de 0.6 ml
tampdn fosfato 50 mM (pH 7.4), 6 mg de ferrocitocromo C y 3 mg de ascorbato.
Dicha solucién se mantiene dializando durante 24 horas, con un cambio de tampdn
fosfato al cabo de las primeras 12 horas de didlisis.

- Ferricianuro potdsico 33 mM,

- Lubrol, 1 mg/0.1 ml de muestra. Se utiliza como detergente para liberar este enzima,
que en su mayor parte se halla incluida en el interior de las membranas de los
sinaptosomas. De este modo, el sustrato exégeno (ferrocitocromo C) tiene acceso a

ella.

Metodologia

- Homogenizacién de tejidos: 50 mg tej/m] de tampdn para higado, y 25 mg tej/mi

para cerebro.

- Sonicacién de los homogenados 3 veces, con un intervalo de 20 s, durante 10 s cada

vez.
- Centrifugacién de los homogenados durante 20 min. a 3200 g (4°C).

- Se toma una alfcuota de 0.2 mi de las muestras de tejido y se incorporan a los
eppendorf que contienen 2 mg de lubrol. Se agita bien para facilitar la accidn

detergente del lubrol, y se espera un tiempo de 30 min.
- Transcurrido este tiempo se hace la lectura al espectrofotémetro a 550 nm;

a) Blanco: se afladen en el siguiente orden, 0.650 ml de tampén fosfato, 50 ul
de citocromo C (56 uM final) y 20 gl ferricitocromo C (0.9 mM). Se invierte
tres veces la cubeta y se esperan 5 min. Esta mezcla permite ajustar el cero de

absorbancia.
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b) Reaccién: se afiaden 0.650 ml de tampén fosfato y 50 ul de citocromo C,
y se invierte tres veces la cubeta para facilitar la mezcla. A continuacidn se
adicionan 20 ul de muestra bioldgica, invirtiendo la cubeta de reaccidn una
sola vez para inmediatamente hacer la lectura al espectrofotémetro.

Es preciso, en la medida de lo posible, que transcurra siempre el mismo tiempo
desde que se afiade la muestra hasta que se realiza la lectura al espectrofotémetro.
El criterio de eliminacién de un dato es el siguiente:
no se considera un valor menor al anterior en un porcentaje superior al 50 %.

ADOMmin x F x 0.7
185 x 002 xC=x 1

Act total COX (p mol Cit ox.fminfing tej) =

18.5 (ml). (umol™").(cm!) = Coef. de extincién molar citocromo C
0.02 = Volumen de la muestra {ml)
C = Concentracién del tejido en el homogenado (mg tej/ ml)

ADO/min x F x 0.7
185 xC02xCrxtx X

Act total COX (p mol Cit ox.fmin/mg prot) =

X = mg prot./mg tej.

2. Determinacién de un antioxidante no enzimdtico: el glutation

El contenido de glutation total en muestras bioldgicas es determinado mediante un
ensayo enzimdtico de reciclado basado en la glutation reductasa (Griffith, 1980).

El glutation es oxidado por 5,5’-ditiobis (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) y es reducido
por NADPH en presencia de glutation reductasa. La tasa de formacion de dcido 2-nitro-5-
tiobenzoico es monitorizado espectrofotométricamente a 412 nm, y el glutation presente es
evaluado mediante una curva patrén, El ensayo detecta glutation reducido (GSH), glutation
oxidado (GSSG) y, posiblemente, glutation unido a otros tioles solubles. El glutation
oxidado (GSSG) es determinado selectivamente par enmascaramiento del glutation reducido
(GSH) con 2-vinilpiridina (2-VP) (mejor reactivo que N-etilmaleimida (NEM) para la
derivatizacion del glutation), La glutation reductasa no es inhibida significativamente por 2-VP,
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y por congiguiente, el exceso de esta no necesita ser eliminado antes del ensayo en la muestra
biolégica, En contraste a NEM, 2-VP reacciona con el glutation a valores de pH ligeramente
4cidos, donde la formacidn espontdnea de glutation oxidado es mfnima (Griffith, 1980),

Soluciones reactivas

-~ Tampdn fosfato pH 7.4 con EDTA 6.3 mM.
- Acido tricloroacético al 5% con CIH 0.01 N. Esta solucidn debe burbujearse con
nitrégeno antes de su uso, durante 5 min. a 11 flujo/min.
- NADPH .3 mM.
- GR (20 U/ml).
- DTNB 6 mM.
Las tres Gltimas soluciones han de prepararse en el dfa de su utilizacién.

Método

- Homogenizacién de tejidos a 50 mg/ml (corteza cerebral a 25 mg/ml) con 4cido
tricloroacético (5%) que posee 4cido clorhfdrico 0.01 N.

- Centrifugacién durante § min. a 3200 g (4°C).

- El extracto procedente de 1a centrifugacidn se divide en dos partes. Una de ellas nos
permitird valorar el glutation total presente en la muestra. Y la otra, el glutation
oxidado, por adicién inmediatamente de 2-vinilpiridina a concentracidn final de 1 M.
Se agita vigorosamente, y el extracto se mantiene a 25°C en bafio termostatizado,
durante 1 hora.

- La lectura espectrofotométrica se realiza a 412 nm, Conviene seguir el siguiente
orden al afiadir los reactivos en la cubeta de reaccidn: NADPH, DTNB, muestra

bioldgica, y finalmente GR.

Los valores de glutation reducido son calculados a partir de la diferencia entre el

glutation total y el glutation oxidado.
Al final debe realizarse también una valoracidn espectrofotométrica de la reaccion sin

adicién de muestra biolégica con el fin de evitar una sobrevaloracién del glutation existente

y chequear el estado de los reactivos.
Por tanto, obtenemos un incremento de absorbancia que resulta de:

ADO - ADO = ADO

reaccidn con muestra reaccidn sin muestra
Este incremento de absorbancia (ADO) se utiliza para el célculo del glutation/g tejido.
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ENSAYOS IN VITRO

Mediante Ia obtencidn de una curva patrén de glutation (y = a + bx), siendo y = ng
& Qutation reducido y x = ADO/min, se hace el cdlculo de la concentracién de glutation

*Sente en la muestra.

{a + bx) x F x 20
0.07 x 10° x 0.30733

uM GSH|g tef =

(a+ BDO)x F x 20

p GSHig tef =
215131
F = Factor de dilucidn de la muestra
20 = 1000 / 50. Al hacer la curva patrén, la solucién madre de glutation se

diluye al 50% en cada medida (A 1 m! 6 1000ui de solucién madre se afiade
1 ml de tampdn fosfato).
0.07 = Volumen de l1a muestra (ml)
10° = Factor de conversién de ng a mg
0.30733 = El peso molecular (GSH) es de 307.33. Se multiplica este mimero por 10
para expresar la cancentracidn de GSH como uM GSH,

Finalmente, obtuvimos el cociente GSSG/GSH como fndice estimador del estrés

cidlativo de los tejidos.

. Determinacién de la peroxidacién lipidica

La peroxidacidén de los tejidos se determina mediante el test del dcido tiobarbitirico
CB.A) (Uchiyama, 1978). Con esta técnica, se miden las sustancias reactivas al TBA
x prresadas en concentracién de malondialdehfdo (MDA), EI MDA es uno de los productos que
» forman en las reacciones peroxidativas, y en presencia de TBA da lugar a la formacién de

n Compuesto coloreado.
Se hacen dos tipos de determinacién:
- Medida de los niveles de sustancias enddgenas reactivas al TBA (TBArs) in vivo.

- Medida de ia sensibilidad a {a peroxidacidn estimulada in virro.
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ENSAYOS IN VITRO

TBA in vivo

Solucjones

- Acido fosférico al 1%.
- TBA al 0.6%.
- BHT al 0.01% en etanol.

Metodologfa

- Homogenizacién de tejidos en tampén fosfato (50 mM, pH 7.4) a concentracién de
50 mg tej./ml, excepto para cerebro, 25 mg tej./ml.

- Sonicacién de los homogenados de tejido tres veces con intervalos de 20 s, durante
10 s cada vez.

- Centrifugacién de los homogenados durante 20 min. a 3200 g (4°C).

- A una alfcuota de muestra de 0.14 ml se adicionan en este orden: 1 ml 4cido
fosférico 1%, 33 ul BHT 0.01%, y 0.3 m! TBA. (El BHT es un antioxidante, y sé
afiade a la mezcla de reaccidn para evitar que se produzcan peroxidaciones adicionales
de 1a muestra durante la fase de calentamiento, que por su magnitud, pueden constituir
una sobreestimacién en la determinacién del dafio peroxidativo).

- Se prepara ademds, un blanco con 0. 14 ml de tampén fosfato (50 mM, pH 7.4), en
lugar de muestra. Se procede del mismo modo que con las muestras.

- Los distintos tubos donde tiene lugar la reaccidn, se introducen en un bafio a 100rC
durante 45 min.

- Al cabo de este tiempo, se detiene la reaccién mediante frfo, introduciendo los tubos
en hielo.

- A cada tubo se afiaden 1.4 ml de alcohol n-butflico, y se agitan vigorosaments, para
extraer con este solvente las sustancias reactivas al TBA. A continuacidn se centrifuga
durante 15 min. a 3200 g (4°C). Finalmente se recoge la fase orgdnica, y a partir de
esta se hace la lectura espectrofotométrica a 535 nm (Se debe esperar un minuto antes

de tomar la medida).

La realizacién de una curva patrén de malondialdehfdo (MDA) (y = ax+b), permite
expresar los valores de absorbancia obtenidos para las distintas muestras a 535 nm, en

concentracién de MDA
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ENSAYOS IN YITRO

DO ~-a 1 1000

nM MDA [g tef = ——— x — X

le wo b c " 014

1 = Volumen de 4cido fosférico adicionado (1 ml)

C = Concentracién de tejido en el homogenado (mg/ml)
0.14 = Volumen de muestra (ml)

TRA in vitro

La sensibilidad a la peroxidacién in virro es estimada por incubacidén de las muestras
con ascorbato 0.4 mM y sulfato ferroso 0.05 mM, durante 30-60 min. (dependiendo del tgjido)
a 25°C, antes de llevar a cabo el ensayo de TBA.

Soluciones

- Suifato ferroso 0.2 mM,
- Ascorbato 1.6 mM.

Metodologfa

- En distintos tubos de ensayo, se adicionan en el siguiente orden: 170 ul SO,Fe,
170 ul ascorbato, y 340 ul de muestra. Esta mezcela se incuba a 25°C con agitacion,
durante 30 min. si es corteza cerebral, o 60 min. si es higado.

- Pasado este tiempo, se extrae respectivas alfcuotas de muestra de 0.14 ml, y se
adicionan en tubos que contiene 1 ml de 4cido fosférico. '

- A continuacién se afiaden BHT y TBA, siguiendo el mismo protocolo que en el TBA
in vivo.(En la realizacién de los célculos, la DO final obtenida se multiplica por 2).

En el test in vivo, también reaccionan con el TBA otras muchas sustancias enddgenas
como aldehidos, azdcares, pentosas, etc., por 1o que su interpretacion se hace dificultosa.

Sin embargo, el test in vifro, si puede representar la sensibilidad global del tejido a la
peroxidacién, Al inducirse peroxidacién lipfdica, se producen en mayor concentracién MDA,
hidroperéxidos orgdnicos, etc. (positivos al TBA), de modo que una interferencia inicial de un
40% aproximadamente en el test in vivo, puede quedar minimizada a un 4% en los valores del

test in vitro.
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3. METODOS ESTADISTICOS
(Tallarida, 1987)

a) Test t de Student

Se ha utilizado en las pruebas de "captacién" in vitro para comparar la actividad del
compuesto problema respecto de la reaccién control. El nivel de mifnima diferencia

significativa seleccionado ha sido de p < 0.05.

b) Andlisis de varianza (ANOVA)

En el andlisis de resultados de los ensayos de comportamiento, hemos hecho
previamente una ANOVA de una via para conocer la influencia de la edad y del tratamiento,
independientemente. Y de dos vfas con el fin de determinar si hay variacidn significativa
respecto de la edad y del tratamiento simultdneamente., '

De igual forma hemos procedido en el estudio estadfstico de los resultados de

antioxidantes enzimdticos.
En todos los casos se selecciond el nivel p < 0,05 como el punto de mfnima diferencia

significativa en cada comparacidn.

¢) Test de Newman-Keuls

Cuando el estudio estad(stico mediante ANOVA ha sido significativo, se ha aplicado
el test de Newman-Keuls de comparacién miiltiple, y a partir de é| hemos destacado las
diferencias significativas de los distintos tratamientos respecto de la ausencia de tratamiento,
tanto en ensayos de comportamiento como en las medidas de antioxidantes y TBA.

Se selecciond el nivel p < 0,05 como el punto de minima diferencia significativa en

cada comparacién,
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METODOS ESTADISTICOS

d) Test no paraméirico de Mann-Whitney

Este test es particularmente utilizado en la investigacién farmacoldgica para comparar
los efectos comportamentales de un grupo tratado con un firmaco, frente a un grupo control
no tratado. En este caso no se conoce la distribucién de la poblacidn a la que pertenecen las
muestras.

Este test agrupa todos los datos de las muestras que intervienen en el andlisis, &n un
dnico grupo, y los ordena de menor a mayor. Y de este modo, compara las sumas de los
rangos de los animales correspondientes a cada uno de los grupos. Bajo la hip6tesis nula, el
test supone que las sumas son coincidentes y que las pequefias desviaciones son debidas al

azar.
Se seleceiond el nivel p < 0.100 como el punto de mfnima diferencia significativa en

cada comparacién,
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RESULTADOS Y DISCUSION



1. RESULTADOS IN VITRO

1.1, Sistema generador de anidn superdxido
1.2. Sistema generador de radical hidroxilo
1.3. Sistema generador de peréxido de hidrégeno

1.4. Peroxidacién lipfdica microsomal

83



RESULTADOS IN VITRO

1.1. Sistema generador de anién superéxido

1.1.1. Autoxidacién del pirogalol

Los porcentajes de inhibicion de la autoxidacidn del pirogalol obtenidos para cada una
de las distintas cumarinas, aparecen en la Tabla [.

Los compuestos cumarfnicos orto-dihidroxilados se comportaron como inhibidores
selectivos del anién superdxido; pero la introduccidn de un grupo metilo en posicién 4 del
micleo estructural de cumarina, anulé la actividad scavemger de estos compuestos (4-
metilesculetina, 4-metildafnetina), para producir como consecuencia un efecto pro-oxidante.

Fraxetina, y escopoletina (ambos compuestos poseen un sustituyente metoxi en posicién
6) se comportaron de modo similar como inhibidores de la autoxidacidn del pirogalol (Fig. 1).

La generacidn de anién superéxido procedente de la oxidacién del pirogalol, fue
précticamente inhibida por la SOD a concentracidn de 1.56 x 10 mg/ml (5.86 U/ml).
Miricetina (flavonoide utilizade como patrén por su conocida actividad antioxidante y por su
analogfa estructural con cumarinas) (Laughton, 1989; Rankin, 1993) gjerce una inhibicién de
69.59 + 1.23 a concentracién de 20 uM.

X INHIBICION
o
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Fig, 1, Porcentaje de inhibicidn de la autoxidacidn del pirogalol

(p < 0.01 exceplo * NS, para t-Student).
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicién de la autoxidacién del pirogalol

CUMARINA % INHIBICION + ESM (1 mM)
7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina 46.86 + 1.11*
6,7-dihidroxicumarina 38,70 + 0.39%
6,7-dihidroxi-4-metilcumarina 223,13 4 1.05%*
7,8-dihidroxi-4-metilcumarina 0.35 + 0.98
7-hidroxi-6-glucosilcumarina -59.43 4 2,97%*
7-hidroxicumarina 6.51 + 1.68*
7-hidroxi-4-metilcumarina 4,07 + 1.65
7-hidroxi-6-metoxicumarina 47.45 + 0.70*
Acido 7-hidroxicumarfn- 15.01 £ 0.52%
4-acético
7-metoxicumarina -1.55 + 1.03
4-hidroxicumarina 6.62 + 0,32*
6,7-dimetoxicumarina -0.95 + 2.41
Acido cumarfn-3-carboxilico 0.43 + 0.18
7-metilcumarina -1.22 + 2.19
6-metilcumarina -1.59 + 1.56
7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina™ -5.25 + 1.91
7-amin-4-metilcumarina®® -4.21 + 2.19
7-dimetilamin- -4.49 + 3.93
4-metilcumarina®™)
7-dimetilamin -19.76 + 2.62

ciclopenta(C)cumarina®™

Compuestos de referencia:
- % Inh, (SOD 1.56 x 10? mg/m! = 5.86 U/ml) = 97.29 & 0.13*

- % Inh, (Miricetina 20 uM) = 69.59 + 1.23*
Los resultados muestran el valor de la media & ESM de seis ensayos.
El estudio estad(stico se hizo aplicando el test de la r de Student para muestras no

apareadas.
* Los resultados indican valores decrecientes significativamente, respecte de la

reaccién control (p < 0.01).
#* Indica valores crecientes significativamente, respecto de la reaccién control

{p < 0.01).
(=) Estas cumarinas han sido ensayadas a concentracién 0.1 mM porque a 1 mM

precipitan en la mezcla de reaccidn.
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RESULTADOS IN VITRO

1.1.2. NADH-fenazina metosulfato-O,-azul de nitrotetrazolio

Las cumarinas ensayadas por su inhibicion en la reduccién del NBT, y los resultados
obtenidos, aparecen en la Tabla 2.

La inhibicién maxima (85.62 + 0.10) de la reduccién del NBT por la SOD se alcanza
a concentraciones de la misma, mayores que en el sisterna de autoxidacidn del pirogalol.
Miricetina, al igual que SOD, ha mostrado menor actividad antioxidante en este sistema (58.38
+ 1.01) que en el anterior, a 20 uM, aunque el porcentaje de mdxima inhibicién (97.43 +
0.18) se ha alcanzado a concentracién de 0.1 mM.

Los resultados obtenidos sugieren la importancia de una funcién orto-dihidroxi en Ia
estructura de cumarina para la actividad scavenger (fraxetina, 4-metildafnetina, 4-metil-
esculetina y esculeting) (Fig. 2).

El bloqueo de un OH activo por glicosilacidén es desfavorable para la actividad
scavenger. Este fendmeno puede observarse comparando esculetina con esculina.

Las cumarinas monohidroxiladas mostraron menor potencia inhibitoria. La introduccién
de grupos metilo en 7-hidroxicumarinas, disminuye la potenbia de los compuestos resultantes.
Asf ocurre con 4-metilumbeliferona y 7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina. Por el contrario, la
introduccién de grupos 4cidos incrementa el efecto inhibitorio (dcido 7-hidroxicumarin-4-
acético).

Cumarinas metiladas, metoxiladas y con sustituyentes aminicos, respectivamente, se

comportaron de forma pro-oxidante.
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Fig. 2. Porcentaje de inhibicidn de la reduecidn del NBT.

(p < 0.01 en todos los casos para t-Student).
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Tabla 2. Porcentaje de inhibicién de la reduccién del NBT.

CUMARINA

9% INHIBICION (1mM)

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-metoxicumarina

Acido 7-hidroxicumarfn-
4-acético

7-metoxicumarina®™
4-hidroxicumarina
6,7-dimetoxicumarina‘™
Acido cumarfn-3-carboxflico
7-metilcumarina™
6-metilcumarina™

7-hidroxi-3,4,8-trimetil®
cumarina

7-amin-4-metilcumarina®®

7-dimetilamin-4-metil
cumarina®®’

7-dimetilaminciclopenta(C)
cumarina‘

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 4 1.01

-5.86 + 0.49%
22.02_+ 0.66
12,04_+ 0.99
22.56_+ 0.86
-10.07_+ 0.89*
-17.99_+ 0.15%
731 £ 0.35

-3.42 + 0.23*
-6.21 4 0.58%

-3.85 4 0.25%

Compuestos de referencia:

- % Inh. (SOD 3.23.10° mg/ml = 12.10 U/ml) = 85.62 £ 0.10
- % Inh. (Miricetina 0.1 mM) = 97.43 & 0,18

% Inh. (miricetina 20 uM ) = 58.88 1.01
Los resultados muestran el valor de la media + ESM de seis ensayos. El estudio

estadfstico se ha realizado aplicando el test de la f de Student para muestras no apareadas.
Todos los resultados indican valores decrecientes significativamente, respecto de la

reaccién control (p < 0.01).
* Indica valores crecientes significativamente, respecto del control (p < 0.01).

(=) Estas cumarinas se han ensayado a concentracién 0.1 mM ya que a 1 mM

precipitan en la cubeta de reaccion.
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RESULTADOS IN VITRO

1.2. Sistema generador de radical hidroxilo:
Acido ascérbico-hierro-EDTA

Los resultados de interaccién de estas cumarinas con el radical hidroxilo se presentan
en la Tabla 3.

A concentracién 1 mM del compuesto cumar(nico, la estimulacién de la generacidn de
‘OH por el sistema hierro-EDTA, fue inhibida (p < 0.05) tinicamente por tres cumarinas:
4-hidroxicumarina, escopoletina y dcido cumarin-3-carboxilico.

Para la actividad scavenger de radicales hidroxilo se han requerido, en general, dosis
mds elevadas de cumarina, 5 mM, (Fig. 3) que en los demds sistemas generadores de
radicales,

Casi todas las cumarinas mostraron ser significativamente mds potentes que el manitol,
conocido scavenger de radicales hidroxilo. Este fendmeno podrfa ser atribuido a que las

cumarinas sean efectivos agentes quelantes de hierro.
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Fig. 3. Porcentaje de inhibicién de la produccién de formaldehido a

concentracién 5 mM de cumarina (p < 0.05 en todos los casos para t-Studlent).
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicién de la produccién de formaldehido.

% INHIBICION

CUMARINA I mM 5mM
Fraxetina 298 4+ 3.71 34.80 + 0,37*
Esculetina 7.11 + 1.09 14,43 + 0.92%
4-metilesculetina 6.6 + 1.21 1575 + 0.32%
4-metildafnetina 7.01 £ 2.06 19,71 + 0.54%*
Esculina 3.15 + 1.32 15.02 + 1.46*
Umbeliferona 1.12 + 1.09 9.45 1 0.62*
4-metilumbeliferona 3,45+ 2.18 5.05 + 0.34*
Escopoletina 6.61 + 0.28% 16,85 + 1.42%
Ac. 7-hidroxi cumarfn-4-acético -1.61 4 0.97 4,76 + 0.61
‘7-metoxicumarina 2.79 4+ 0.57 4,76 4 0.33*
4-hidroxicumarina 16.35 + 1.15% 57.86 £ L.17*
6,7-dimetoxicumarina -1.87 £ 175 8.28 + 0,22%
Ac. cumarfn- 6.30 + 0.55* 15.38 + 0.62%*
3-carbox{lico
7-metilcumarina 038+ 1.24 10.77 + 0.47*
6-metilcumarina 1.88 + 1.42 7.18 & 0.27*%
7-hidroxi-3,4,8- -5.10 4 0.78 2.27 + 1.34
trimetilcumarina
7-amin-4-metil cumarina -2.45 + 1.30 6.59 + 2.44
T-dimetilamin- -7.10 + 1,65 NE
4-metilcumarina
7-dimetilamin -20.93 £ 9.53 NE

ciclopenta(c)cumarina

Compuesto de referencia:

% Inh. (Manitol 1 mM) = -0.13 + 1.63
% Inh. (Manitol 5 mM) = 11.56 + 0,70%

Los resultados muestran el valor de la media + ESM de seis ensayos.

NE, cumarina no ensayada a esa concentracidn porque precipita en la cube;a de

reaccion.

El estudio estadstico se ha realizado mediante el test de la ¢ de Student para muestras

no apareadas.

* Indica valores significativamente menores respecto del control (p < 0.05).
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RESULTADOS IN VITRO

1.3. Sistema generador de perdxido de hidrégeno:
NADPH-microsomas hepdticos

Los resultados de inhibicién de la formacidn de perdxido de hidrégene, a partir de
microsomas hepdticos, se muestran en la Tabla 4.

Las cumarinas, en general, disminuyeron la tasa de formacién del tiocianato férrico.
La sustitucién en las posiciones 6,7,8 en el nicleo de cumarina es una condicién estructural
favorable para la actividad scavenger.

4-metildafnetina y fraxetina son los compuestos con mayor capacidad inhibitoria, no
sélo por los porcentajes de inhibicién alcanzados, sino porque ademds fueron ensayados a
concentraciones mds bajas, al igual que esculina y umbeliferona, que el resto de las
cumarinas,

La introduccidn de sustituyentes metilo en las posiciones 3,4,8 no es desfavorable para
la actividad (Fig. 4).
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Tig. 4. Porcentaje de inhibicion de la produceién de peréxido de hidrégeno
(p < 0.05 en todos los casos para -Student).
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicién de la formacién de peréxido de hidrégeno.

CUMARINA % INHIBICION (1 mM)
7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina™ 77.07 + 0.98*
6,7-dihidroxicumarina 61.20 4 0,85*
6,7-dihidroxi-4-metilcumarina 61.75 £ 1.01*
7,8-dihidroxi-4-metilcumarina‘™ 91,08 + 0.76%
7-hidroxi-6-glucosilcumarina®™ 37.58 + 1.20%*
7-hidroxicumarina® 38.85 + 1,12%

7-hidroxi-4-metilcumarina

7-hidroxi-6-metoxicumarina

54.10 + 2.03*
45.36 + 0.89%

Acido 7-hidroxicumarfn-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%
Acido cumarfn-3-carboxflico 6.01 _i 2.30
7-metilcumarina 55.73 4+ 2.45%
6-metilcumarina 44,81 1+ 1.96%
7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina 77.05 + 2.54%
7-amin-4-metilcumarina 52.46 + 1.35*
7-dimetilamin-4-metilcumarina NE
7-dimetilaminciclopenta{c)cumarin 85.79 & 2.12%

Compuesto de referencia:

% Inh. (Catalasa bovina 1000 U/ml) = 83.24_i 0.68*
Los resultados muestran la media 4 ESM para tres ensayos.

NE, cumarina no ensayada porque a esa concentracién no es posible la lectura

espectrofotométrica.

El estudio estad(stico se ha realizado mediante el test de la ¢ de Student para muestras

no apareadas.
* Indica valores significativamente menores respecto de la reaccién control (p < 0.05).
(=) El ensayo para estas cumarinas se realizé a concentracién 0.1 mM, ya que a

1 mM precipitan en la mezcla de reaccidn,
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RESULTADOS IN VITRO

1.4. Peroxidacién lipidica microsomal:
Sistema gfcido ascérbico-catién ferroso

La habilidad de estas cumarinas para inhibir la peroxidacién lipfdica no enzimdtica en
microsomas hepéticos, inducida por el sistema dcido ascérbico/Fe?*, aparece en la Tabla 5.

Cumarinas con dos grupos hidroxilo libres poseen actividad inhibitoria significativa.
Nuestros resultados muestran que estos compuestos fendlicos tienen una buena actividad
quelante de hierro y por ello son capaces de eliminarlo del medio.

Fraxetina, esculetina, 4-metilesculetina y 4-metildafnetina son inhibidores selectivos
de la peroxidacién lipfdica hierro dependiente (mds potentes que el patrén utilizado, BHT)
debido a la formacién de complejos inertes de hierro.

El bloqueo de un grupo OH activo por metoxi o glicosilacién disminuye la potencia
inhibitoria (esculina, escopoletina).

La introduccién de un grupo amino en posicién 7 del esqueleto de cumarina, puede ser
una cualidad estructural favorable para la actividad inh ibitoria mostrada por tales compuestos,

como es el caso de la 7-dimetilamin-ciclopenta(c)cumarina (Fig. 5).
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Tig. 5.Porcentaje de inhibicién de la peroxidacién lipfdica.
{p < 0.05 en todos Jos casos para 1-Studenit).
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Tabla 5. Porcentaje de inhibicién de la peroxidacion lipfdica microsomal.

CUMARINA % INHIBICION (I mM)

7,8-dihidroxi-6-metoxicumarina 88.47 + 2.08
6,7-dihidroxicumarina 8491 £ 3.73
6,7-dihidroxi-4-metilcumarina 86.16 + 2.09
7,8-dihidroxi-4-metilcumarina 86.16 4+ 1,98
7-hidroxi-6-glucosilcumarina 11.05 + 1.02
7-hidroxicumarina 20.04 4+ 1.04
7-hidroxi-4-metilcumarina 2691 1 2.08
7-hidroxi-6-metoxicumarina 18,25 4+ 1.22
Acido 7-hidroxicumarfn-4-acético 6.50 + 2.01*
7-metoxicumarina 20.85 + 1.54
4-hidroxicumarina 12.70 + 1,56*
6,7-dimetoxicumarina 14.51 4+ 1.07
Acido cumarfn-3-carboxflico 9.23 + 0.69
7-metilcumarina 10.41 + 1.01
6-metilcumarina 4.92 + 1.76%
7-hidroxi-3,4,8-trimetilcumarina 15.62 + 1.45
7-amin-4-metilcumarina 14.78 + 0.98
7-dimetilamin-4-metilcumarina 22.64 + 2.00
2637 + 2.09

7dimetilaminciclopenta(c}cumarina

Compuesto de referencia:
% [ (BT | mM) = 81,02 £ 1.03*

Los resultados muestran la media + ESM para tres ensayos,
El estudio estadfstico se ha realizado mediante el test de la ¢ de Student para muestras

no apareadas.
Todos los resultados indican valores significativamente menores respecto de la reaccidn

control {p < 0.05).
* Tndica valores no significativos.

Finalmente, y a modo de resumen, exponemos los resultados obtenidos con las 19

cumarinas en los distintas sistemas generadores de EAO (Tabla 6).
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Tabla 6. Actividad scavenger de EAO de las cumarinas ensayadas.

CUMARINA Autox. Reduccién Oxidacién Formacién Peroxidac.
pirogalol NBT DMSO (SNC),Fe Lipfdica
(07 (07) (CH) (H0)

1 Fraxetina +++ ++++++ +++ +++++ ++++++
2 Esculetina +++ ++++++ ++ +++++ ++++++
3 4-metilesculetina - ++++++ ++ +++++ ++++++
4 4-metildafnetina - ++++++ ++ ++++++ ++++++
3 Esculina - ++ ++ +++ +

6 Umbeliferona + ++ + +++ ++

7 4-metilumbeliferona - - + +4+++ ++

8 Escopoletina +++ + ++ +++ ++

9 Ac. 7-OH-cumarin-4-acético + ++++ - +++ -

10 7-metoxicumarina - - + +4+++ ++

11 4-hidroxicumarina + +4+ 4+ + - -

12 6,7-dimetoxicumarina - + + ++ ++

13 Ac. cumarin-3-carboxilico - ++ ++ . +

14 7-metilcumarina - - + +++4 +

15 6-metilcumarina - - + e+t -

16 7-OH-3,4,8-trimetilcumarina - + - +++++ ++

17 7-amin-4-metilcumarina - - - 4 ++ +4+

18 T-dimetilamin-4-metilcumarina - - NE NE ++

19 7dimetilaminciclop(c)cumarina - - NE e+ +++ ++




2. DISCUSION DE RESULTADOS IN VITRO

La implicacién de las EAO en el dafio tisular y en el estrés oxidativo asociado al
envejecimiento, y por otro lado, las miltiples actividades bioldgicas que presentan las
cumarinas, nos ha sugerido el estudio previo de la actividad scavenger in vitro de estos

compuestos fendlicos.

Se ha estudiado la influencia de 19 cumarinas (de origen natural y sintético) en la
formacién y "captacién" de EAO (Tabla 6).

La actividad "captadora" de anién superéxido por parte de estas cumarinas, se ha
establecido siguiendo dos métodos,

Cumarinas con el grupo catecol (fraxetina y esculetina) disminuyeron significativamente
(p < 0.01) la concentracién de anién superéxido detectable, en ambos sistemas.

La accién scavenger de estas cumarinas fue mayor en el sisterna fenazina metosulfato
que en la autoxidacidn del pirogalol, a la misma concentracién de compuesto cumarfnico. Es
posible que sea debido a que en el primer caso se generan también otras especies de radicales
(Halliwell, 1989), mientras que en el segundo existe practicamente una generacién exclusiva
de anién superdxido (Marklund, 1974).

Algunas cumarinas mostraron propiedades pro-oxidantes en ambos sistemas, pudiendo
atribuirse al hecho de que sufran autoxidacién cuando son adicionadas a un medio de reaccién
acuoso (Kostyuk, 1989; Laughton, 1989).

La adicién de EDTA y hierro-EDTA incrementa la oxidacidn del dimetilsulféxido al
interaccionar con el radical hidroxilo (agente "captador” de radical hidroxilo) (Feierman,
1983). La inhibicién significativa de la oxidacidn del dimetilsulféxido en presencia de hierro-
EDTA requiere concentraciones elevadas de cumarina. Sin embargo, tres de ellas, a la
concentracién menor ensayada, 1 mM, mostraron inhibicidn significativa de la produccién de
formaldehfdo: 4-hidroxicumarina, escopoletina y dcido cumarfn-3-carboxflico. Estos resultados
podrfan ser atribuidos a las caracterfsticas estructurales de estas cumarinas que hacen posible

la quelacidn de iones hierro y asf competir con el EDTA.

Por otra parte, hemos ensayado la interaccion de estas cumarinas con el peréxido de
hidrégeno. Un posible mecanismo de accién de estos compuestos podrfa ser la conveniente
distribucidn electrénica derivada de su estructura qufmica, para reaccionar con el perdxido de
hidrégeno, o una suficiente solubilidad lipidica que facilita el acceso a las estructuras lipfdicas
y que disminuye la incorporacién de oxfgeno NADPH-dependiente a los microsomas hepdticos.
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DISCUSION DE RESULTADOS IN VITRO

La depleccion de NADPH hace a las células mds vulnerables al dafio oxidativo (Sasame,
1979). Ya que las cantidades de NADPH oxidado a NADP* disminuyen por adicién de
cumarinas en la mezcla de reaccién, se podrfa sugerir que estos compuestos resultarfan

efectivos antihepatotdxicos in vivo.

La sustitucién orto-dihidroxi en el ndcleo de cumarina (grupo catecol) parece ser
condicidn estructural para la actividad inhibidora de la peroxidacidn lipfdica, debido al efecto
quelante de iones hierro mediante la formacién de complejos inertes de hierro incapaces de
iniciar dicha peroxidacién, El bloqueo de un grupo OH activo por metoxilacién o glicosilacién
es desfavorable para la actividad. La relacién estructura-actividad de cumarinas metiladas
y metoxiladas es diferente a la de cumarinas hidroxiladas, lo que hace suponer un diferente
mecanismao de accidn.

La introduccién de grupos metilo y metoxilo implica un cambio en las caracterfsticas
estructurales antiperoxidativas, y una disminucién de la hidrofilia de la molécula que puede
favorecer el acceso a las estructuras lipfdicas microsomales. Asf, cumarinas metiladas y
metoxiladas pueden ser consideradas como inhibidores de la peroxidacidn lipidica no

enzimatica.

A partir de estos estudios in vitro, seleccionamos los compuestos cumarinicos que han
presentado mayor espectro de actividad inhibitoria en los distintos sistemas generadores de
radicales. Y, ya que la peroxidacién lipfdica es un fendmeno frecuente en la célula, y estd
relacionado con funciones fisiolégicas, turnover y patologfa de numerosos orgdnulos celulares,

es quizds el método de estudio de eleccidn para la seleccidn de las cumarinas.

La efectividad de fraxetina y esculetina como antioxidantes en los distintos ensayos
bajo distintas condiciones in vitro, nos sugiere proponer estas cumarinas como agentes
atractivos para una ulterior evaluacién clinica como antioxidantes. Es por ello necesario,
confirmar los resultados experimentales in vitro mediante estudios in vivo, que incluyan la
administracidn de estos compuestos cumarfnicos a animales de experimentacion.
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3. RESULTADOS IN VIVO

3.1, RESULTADOS DE COMPORTAMIENTO

A./ Test de 1a_cuerda

El fracaso del ratén para alcanzar uno de los polos de la cuerda, bien por cafda, bien
por no progresar lo suficiente hacia el extremo en el tiempo permitido de 1 min., es calificado
como negativo en dicha prueba. Entonces, se le da una segunda oportunidad.

Los resultados pueden expresarse como porcentaje de ratones que han alcanzado un
polo en una de las dos oportunidades ofrecidas en el mismo dfa. Sin embargo, con el fin de
minimizar 1a influencia favorable del peso corporal ligero en la calificacién, es més ventajoso
expresar los resultados como biomasa transportada. Este valor se halla dividiendo la suma
del peso corporal de todos los ratones que han sido calificados como positivos (+) en’ cada
grupo de edad y tratamiento, por el nimero total de ratones ensayados (incluyendo los que no

han tenido éxito en el test) de ese grupo.
BIOMASA TRANSPORTADA = peso (g) ratones (+)/n® total de ratones

Esta prueba se ha realizado una vez por semana, durante los 35 dfas de tratamiento.
Los valores de biomasa transportada obtenidos para cada grupo de edad y tratamiento

en las cinco semanas consecutivas, se indican a continuacidn en las siguientes tablas:

- Las tablas 1-3 permiten conocer las variaciones en la biomasa transportada
dependientes del tratamiento y de la semana en que s realiza el test, para un mismo

grupo de edad.

- Las tablas 4-8 expresan las variaciones en funcién de la edad y del tratamiento.
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RESULTADOS IN VIVO

bla 1. Biomasa transportada.- Ratones C57BL/6J 12 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE 12 MESES

1 28 32 4% 52
SEMANA  SEMANA  SEMANA  SEMANA  SEMANA
CONTROL 21.862 26.823 21.269 28.892 24,023
FRAXETINA ~ 22.473 23.033 23.713 25.867 27.940
ESCULETINA  18.689 21.211 28.000 25.167 25.656
BHT 17.460 19.950 20.380 22.650 22,650

Para ANOVA de dos vias, existen diferencias significativas (p < 0.05) dependientes

| tiempo (de la semana) pero no del tratamiento (Fig. 1).
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Fig. 1. Biomasa transportada en las distintas semanas en que se realiza el test.

Ratén C57TBL/6] de 12 meses.
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RESULTADGS IN VIVO

-

Tabla 2. Biomasa transportada.- Ratones C57BL/6J 18 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE 18 MESES

18 20 32 47 52

SEMANA  SEMANA  SEMANA  SEMANA  SEMANA

CONTROL 16.393 20.800 27.167 25.058 24,580
FRAXETINA  12.090 18.780 23.978 22.000 22.820
ESCULETINA  29.230 29.180 29.180 29.180 29.180
BHT 17.800 30.100 24,100 27.100 26.778

Para ANOVA de dos vfas, existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos y entre las sucesivas semanas, a p < 0.05 (Fig. 2).
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Fig. 2. Biomasa transportada en las distintas semanas en que se realiza el test.

Ratén CSTBL/6] de 18 meses.
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RESULTADOS IN VIVO

Tabla 3. Biomasa transportada.- Ratones CS57BL/6] 21 meses.

BIOMASA TRANSPORTADA - EDAD DE 21 MESES

{a 72 32 43 52
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
BHT 12.240 15.000 21.340 21.290 21.290

Para ANOVA de dos vfas, existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos a p < 0.01, y entre las distintas semanas a p < 0,05 (Fig. 3).
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Fig. 3. Biomasa transportada en las distintas semanas en que 5¢ realiza el test.

Ratén C57BL/6] de 21 mes,
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RESULTADOS IN YIVO

s

Tabla 4. Biomasa transportada,- Ratones C57BL/6J 12 semana.

— BIOMASA TRANSPORTADA - PRIMERA SEMANA DEL TEST
- 12 MESES 18 MESES 21 MESES
~ CONTROL 21.862 16,393 23.210
FRAXETINA 22473 12.090 18.350
ESCULETINA 18.689 29.230 14.767
BHT 17.460 17.800 12.240

Para ANOVA de dos vfas, no existen diferencias significativas entre los distintos
tratamientos ni entre los tres grupos de edad ap < 0.05 (Fig. 4).
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Tig. 4. Biomasa transportada en la 1* semana del test para cada una de las edadea.
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RESULTADOS IN VIVO

Tabla §. Biomasa transportada.- Ratones C57BL/6J 2% 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 30.100 15.000

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos ni entre los tres grupos de edad ap < 0.05 (Fig. 5).
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Biomasa transportada en la 2* semana del test para cada una de las edades.
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RESULTADQS IN YIVO

Tabla 6. Biomasa transportada,.- Ratones C57BL/6J 32 semana.

BIOMASA TRANSPORTADA - TERCERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 21,269 27.167 22.930
FRAXETINA 23.713 23.978 27.000
ESCULETINA | 28.000 29.180 25.833
BHT 20.380 24,100 21.340

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos ni entre los tres grupos de edad ap < 0.05 (Fig. 6).
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RESULTADOS IN VIVO

Tabla 7. Biomasa transportada.- Ratones C57BL/6] 4* semana.

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 vias, no existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos ni entre [os tres grupos de edad ap < 0.05 (Fig. 7).
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Fig. 7. Biomasa transportada en la 4° semana del test para cada upa de las edades.
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RESULTADOS IN YIVO

Tabla 8. Biomasa transportada.~ Ratones C57BL/6J 5 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
BHT 22.800 26.778 21.290

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas entre los distintos

tratamientos ni entre los tres grupos de edad a p < 0.05 (Fig. 8).
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RESULTADOS IN VIVO

Tabla 9. Biomasa transportada (X + ESM). Ratones CSTBL/6J 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+0.010** 22.848 + 2.687
BHT 20.618+0.968** 25.176 + 2.075* 18.232 £ 1.933

Los tesultados expresan la media aritmética + el error estdndar medio de los valores

de biomasa transportada (para n = 12 ratones) obtenidos en las cinco semanas (Fig. 9).
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,y ¥*p < 0.01.
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Fig. 9 Biomasa transportada (X + ESM) para cada una de las edades,
(*p < 0.05, ¥ p < 0,01, para el test de Newman-Keuls).

106



RESULTADGS IN VIVO

El estudio estadfstico mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) indica efectividad
de estos compuestos respecto del control, a [a edad de 18 meses para esculetina y BHT, como
viene expresado por la media aritmética 3 error estdndar medio. A la edad de 12 y 21 meses
no se aprecia influencia manifiesta de estos compuestos en la vitalidad de los animales,
evaluada por el ensayo de su vigor y coordinacién muscular,

Considerando cada semana independientermente, no se¢ encuentran variaciones
significativas ni en cuanto a la edad ni en cuanto al tratamiento,

Mediante una comparacién muiltiple, hemos encontrado sélo algunas diferencias
signicativas para un mismo tratamiento en funcidn de la edad. Comparando la edad de 12
frente a [a de 18 meses, los animales control y los tratados con fraxetina experimentan un
descenso en la biomasa transportada (p < 0.05), mientras que los tratados con esculetina y
BHT experimentan un aumento en la misma (p < 0.05) a la edad mayor. Sin embargo, entre
los 12 y 21 meses, no hay variaciones significativas para un mismo tratamiento,

Por tanto, la efectividad de estos compuestos en el test de la cuerda se hace notable

a una edad madura, sin llegar a la senescencia.

En este estudio estadfstico del comportamiento en el test de la cuerda hemos obtenido

los siguientes resultados, considerando primero cada edad independientemente:

Edad 12 meses

- Existen diferencias significativas de cada uno de los tratamientos respecto del control,

especialmente en el caso del BHT.

- Los animales tratados con fraxetina experimentan un pequefio aumento, no significativo, en
la biomasa transportada respecto del lote control (Mann-Whitney U (13, 12) = 12, p =
0.500). '
- Los tratamientos con esculetina (Mann-Whitney U (10, 15) = 10, p = 0.345) y BHT
(Mann-Whitney U (4, 21) = 4, p = 0.048) hacen descender los valores de biomasa
transportada respecto del control, pero de forma significativa sélo en el segundo caso.
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RESULTADOS IN VIVO

ad 18 meses

Ixisten diferencias significativas de cada uno de los tratamientos respecto del control,

stacando esculetina.

o8 animales tratados con fraxetina no experimentan variacidn significativa en la biomasa
nsportada respecto del lote control (Mann-Whitney U (7, 18) =17, p = 0.155).

Jo§ tratamientos con esculetina (Mann-Whitney U (25, 0) = 0, p = 0.004) y BHT (Mann-
titney U (16, 9) = 9, p = (.274) producen un incremento los valores de biomasa

nsportada respecto del control, significativo sélo en el primer caso.

lad 21 meses

Ixisten diferencias significativas de cada uno de los tratamientos respecto del control,

quefias para fraxetina y esculetina, e importantes en el caso de BHT.

08 tratamientos con fraxetina (Mann-Whitney U (12, 13) = 12,p = 0.500) y esculetina
[ann-Whitney U (12, 13) = 12, p = 0.500) no hacen variar la biomasa transportada
specto del lote control. Solamente BHT {Mann-Whitney U (0, 25) = 0, p = 0.004) proveca

a disminucidn significativa.

En el estudio comparativo de las tres edades, siguiendo a Mann-Whitney, se obtienen

; siguientes resultados, considerando cada compuesto independientemente:

mitrol

_os animales control experimentan un descenso a la edad de 18 meses respecto de lade 12
[ann-Whitney U (10, 15) = 10, p = 0.345), pero no es significativo.

A la edades de 12 y 21 meses, los resultados obtenidos en la biomasa transportada son
fcticamente iguales, ya que no existen diferencias si gnificativas entre ellos (Mann-Whitney

(12, 13) = 12, p = 0.500).
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RESULTADOS IN VIVO

- A la edad de 21 meses se produce un incremento respecto de la edad de 18 meses (Mann-
Whitney U (15, 10) = 10, p = 0.345), pero no es significativo.

Fraxetina

- Los resultados obtenidos en la biomasa transportada sufren un descenso a las edades de 18
y 21 meses respecto de la de 12 (Mann-Whitney U (4, 21) = 4, p = 0.048) (Mann-Whitney
U (12, 13) = 12, p = 0.500), significativo sélo en el primer caso.

- Sin embargo, se produce un aumento a los 21 meses respecto a la edad de 18 meses (Mann-
Whitney U (17, 8) = 8, p = 0.210), pero no significativo.

Esculetina

- Se han encontrado diferencias significativas comparando las edades de 12 y 18 meses, 12y

21 meses, y 18 y 21 meses; siendo mayores entre 12 y 18 meses.

- En el tratamiento con esculetina se aprecia un aumento en la biomasa transportada a los 18
meses respecto de los 12 (Mann-Whitney U (25, 0) = 0, p = 0.004).

- La edad de 21 meses experimenta un descenso en la biomasa transportada, respecto de 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). Este descenso es significativo en el segundo caso.

BHT

- Se han encontrado diferencias significativas comparando las edades de 12 y 18 meses, 12y

21 meses, y 18 y 21 meses; siendo mayores entre 18 y 21 meses.

- En el tratamiento con BHT se aprecia un aumento significativo en la biomasa transportada
a los 18 meses respecto de los 12 (Mann-Whitney U (21, 4) = 4, p = 0.048).

- La edad de 21 meses experimenta un descenso en la biomasa transportada, respecto de la de
12 (Mann-Whitney U (9, 16) = 9, p = 0.274) y de la de 18 meses (Mann-Whitney U (3, 22)
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=3, p = 0.028).

Los tratamientos con esculetina y BHT producen un incremento en los valores de
Ia biomasa transportada a los 18 meses respecto de la edad de 12, a diferencia de los
animales control, que experimentan un descenso de la misma. Los animales tratados con
fraxetina experimentan un aumento a los 21 meses respecto de los de 18 meses, al igual que

el control.
Las diferencias de biomasa transportada entre grupos de edad, son mayores entre 108

12 y 18 meses.

Los resultados globales obtenidos en el test de la cuerda podrfan resumirse como se

indica a continuacidén:

1. Los animales que no reciben tratamiento experimentan con la edad un descenso en

la biomasa transportada, aunque no de forma significativa.

2 Fraxetina hace descender con la edad los resultados de biomasa transportada, sobre

todo a los 18 meses,

3 Los animales tratados con esculetina experimentan un incremento importante en la
biomasa transportada a los 18 meses. Tambi€n se comporta as{ el BHT,
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B.f Test de! cilindro rotatorio (rota-rod)

Esta prueba se ha realizado una vez por semana, durante los 35 dias de tratamiento.

La estimacidn de la coordinacién motora de ios distintos grupos de edad y tratamiento
se expresa como el tiempo (segundos) de permanencia del animal sobre e! cilindro rotatorio.
Los resultados obtenidos se muestran en las tablas siguientes. A partir de ellas podemos

conocer las variaciones en la coordinacidn motora:

- Las tablas 1-3 perniten conocer las variaciones en la coordinacidn motora dependientes
del tratamiento y de la semana en que se realiza el test, para un mismo grupo de edad.

- Las tablas 4-8 expresan las variaciones en funcign de Ia edad y del tratamiento.

Tabla 1. Tiempo de permanencia (s).- Ratones C57BL/6J 12 meses.

TIEMPQ DE PERMANENCIA (segundos) - EDAD DE 12 MESES

1 a 2 4 3 a 43 5 a
SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 16.5+4.3 17.6+5.3 13.243.1 15.945.2 5.34+1.0
FRAXETINA 16.7+4.5 42.948.6 8.31+0.7 10.3+£1.7 95}_1.4
ESCULETINA 6.561+2.0 11.5+2.8 6,101+1.0 62+1.5 10£3.5

BHT 15.5+8.2 8.0+1.16 12.7+3.5 11.24+1.9 5.240.7

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los

tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vias, existen diferencias significativas (p < 0.05) dependientes
del tiempo (de la semana) pero no del tratamiento.
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Tabla 2, Tiempe de permanencia (s).- Ratones C57BL/6) 18 meses,

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - EDAD DE 18 MESES

1 a 23 3 a 4 a 5 a
SEMANA  SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 17.743.2 8.6+2.3 4,6+1.2 6.61+1.9 34+ 2.1
FRAXETINA 23.345.9 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+4.7 4.84+1.3

BHT 45+2.1 7.6+3.4 10.3+4.1 7.1+2.9 3.8+1.1

Los resultados se expresan como la media aritmética + ef error estdndar medio de los
tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA dé dos vfas, no existen diferencias significativas (p < 0.05)
dependientes del tiempo (de la semana) y del tratamiento,

Tabla 3. Tiempo de permanencia (s).- Ratones C57BL/6J 21 meses.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - EDAD DE 21 MESES

1 a 2 a 3 a 4 a 5 a
SEMANA  SEMANA SEMANA SEMANA SEMANA

CONTROL 12.0+4.2 12.34£5.4 13.61£3.8 3.61+2.4 5.11+4.2

FRAXETINA 3.9+3.9 5.4+4.5 6.843.1 4.3£2.0 3.1423
ESCULETINA 5.5+2.6 4.6+1.8 8.744.3 3.612.1 2.5+2.2
BHT 16.6+4.0 17.2+5.6 13.1+4.7 7.614.2 5.0+3.4

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los
tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vfas, existen diferencias significativas {p < 0.01) dependientes
del tiempo (de la semana)} y del tratamiento.

El tiempo de permanecia bajo el tratamiento con BHT aumenta significativamente
respecto del control en la primera, segunda y cuarta semana del test.
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Fraxetina no varfa significativamente su efecto a lo largo de las cinco semanas. Es
menor significativamente respecto del control en las tres primeras semanas.

Esculetina se comporta similarmente a fraxetina, aunque presenta un pico significativo
respecto de esta en la tercera semana.

Tabla 4. Tiempo de permanencia (s).- Ratones CS7BL/6J 1? semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - PRIMERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 16.5 + 4.3 177 £ 3.2 12.0 £ 4.2
FRAXETINA 16,7 + 4.5 232+ 359 39 +£39
ESCULETINA 6.56 + 2.0 6.0 + 2.1 55 +2.6
BHT 15.5 + 8.2 4.5 + 2.1 16.16 + 4.0

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los
tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas dependientes de la edad
y del tratamiento.

Tabla 5. Tiempo de permanencia (s).- Ratones CSTBL/6J 22 semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - SEGUNDA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 17.6 + 3.3 8.6 +2.3 123+ 5.4
FRAXETINA 429 1 8.6 328+ 95 5.4 +45
ESCULETINA 1.5 + 2.8 13.2 + 2.4 4.6+ 1.8
BHT 8.0 + 1.16 7.6 + 3.4 17.2 £ 5.6

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los
tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vfas, existen diferencias significativas dependientes de la edad
(p < 0.03) y del tratamiento (p < 0.05).
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Tabla 6. Tiempo de permanencia {s).- Ratones C57BL/6J 3* semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - TERCERA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 13.2 £ 3.1 4.6+ 12 13.6 £ 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 £43
BHT 12.7 £ 35 10.3 + 4.1 13.1 + 4.7

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los

tiempos de permanencia en el disco rotatorioc para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vfas, no existen diferencias significativas dependientes de la edad

y del tratamiento.

Tabla 7. Tiempo de permanencia (s).- Ratones C57BL/6] 47 semana.,

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - CUARTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 159 £ 5.2 6.6 +- 1.9 3.6 +2.4
FRAXETINA 103 + 1.7 18.0 + 4.9 43 + 2.0
ESCULETINA 6.2+ 1.5 242 + 4.7 3.6 +2.1
BHT 112 + 1.9 7.1 + 2.9 7.6 +4.2

Los resultados se expresan como la media aritmética + el error estdndar medio de los

tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas dependientes de la edad

y del tratamiento.
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Tabla 8, Tiempo de permanencia (s).- Ratones C57BL/6J 5* semana.

TIEMPO DE PERMANENCIA (segundos) - QUINTA SEMANA DEL TEST

12 MESES 18 MESES 21 MESES

CONTROL 53+ 1.0 3.4 £ 2.1 5.1+4.2
FRAXETINA 95+ 1.4 10.8 + 3.3 3.1+23
ESCULETINA 10.0 & 3.5 48 + 1.3 25422
BHT 5.2 + 0.7 38+ 1.1 5.0+ 3.4

Los resultados se expresan como la media aritmética 3 el error estdndar medio de los

tiempos de permanencia en el disco rotatorio para n = 12 animales.

Para ANOVA de dos vias, no existen diferencias significativas dependientes de la edad

y dei tratamiento,

Podemos concluir de la ANOVA, a partir de estos resultados que nos ha proporcionado
el test del cilindro rotatorio, que tanto fraxetina como esculstina no exhiben modificaciones
significativas en la coordinacién motora de ratones a las tres edades consideradas.

Las diferencias mds sobresalientes dependen de la semana en que se realiza el test,

pero no de la edad ni del tratamiento.

A continuacién, y con el fin de obtener la mayor informacién posible a partir de
nuestros resultados, hemos realizado el estudio estadfstico comportamental mediante la U de
Mann-Whitney.

En el estudio independiente de cada grupo de edad, se ha evaluado cada uno de los

tratamientos en relacién a su controf para cada semana del test rota-rod:

12 meses

Sélo en la quinta semana del test se observa un incremento significativo en el tiempo de
permanencia de los animales tratados con fraxetina respecto de su control (Mann-Whitney U
(84, 21) = 24, p < 0,050).
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18 meses

e observan aumentos en el tiempo de permanencia producidos por esculetina, en la primera,
fercera, y cuarta semana del test en relacién al control respectivo: (Mann-Whitney U (32, 18)
= 19, p < 0.020), (Mann-Whitney U (39, 11) = 11, p = 0.100) y (Mann-Whitney U (43.5,
6.5) = 8, p < 0.050). Sin embargo, en fa segunda semana del test, sélo fraxetina.hace
aumentar el tiempo de permanencia respecto del control (Mann-Whitney U (68, 22) = 24, p
< 0.100).

21 meses

El tiempo de permanecia debido a los distintos tratamientos experimenta descensos respecto
del control, que son significativos en la primera semana para fraxetina (Mann-Whitney U (20,
60) = 20, p = 0.100), en la segunda para esculetina (Mann-Whitney U (22, 78) = 23, p <
0.050), y en la tercera y quinta para fraxetina (Mann-Whi.they U (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 <
0.100 y U (6.5, 83.5) = §, P < 0.002). Exclusivamente, BHT hace incrementar el tiempo
de permanencia en relacién a su control en la cuarta semana del test (Mann-Whitney U (84.5,
15.5) = 19, p < 0.020).

Aplicando también el test estadfstico de la U de Mann-Whitney a cada grupo de edad,
hemos obtenido la siguiente informacién, considerando cada tratamiento independientemente

seguin la semana del test rota-rod.

12 meses

- Control. Se observan descensos significativos en el tiempo de permanencia de los animales
control, en la quinta semana del test respecto de la primera (Mann-Whitney U (12.5, 43.5) =
13, p < 0.047), de la segunda (Mann-Whitney U (10, 46) = 10, p = 0.020), de la tercera
(Mann-Whitney U (7.5, 48.5) = 8, p < 0.010), y de la cuarta (Mann-Whitney U (15.5, 40.5)
= 16, p < 0.095).

- Fraxetina, El tratamiento con fraxetina hace experimentar un incremento en el tiempo de
permanencia de los animales en la segunda semana del test respecto de la primera (Mann-
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Whitney U (173, 52) = 56, p < 0.020), Cuando se comparan la primera con Ia tercera,
cuarta y quinta semanas, no se aprecian variaciones significativas en el tiempo de permanencia.
3i se han encontrado descensos significativos entre la segunda y tercera semana (Mann-
Whitney U (7.5, 217.5) = 40, p < 0,002), entre la segunda y la cuarta (Mann-Whitney U
(20.5, 204.5) = 40, p < 0.002), y entre la segunda y la quinta (Mann-Whitney U (19, 206)
= 40, p < 0.002).

- Esculetina. S6lo se han encontrado diferencias significativas en la segunda semana respecto
de la primera (Mann-Whitney U (60.5, 20.5) = 21, p < 0.100) en que se aprecia un
incremento en el tiempo de permanencia. Haciendo todas las posibles combinaciones entre

semanas, no se han visto diferencias significativas en dichas comparaciones.

- BHT, Este tratamiento no produce variacién en el tiempo de permanencia en la segunda
semana respecto de la primera. Se aprecian descensos en la quinta semana respecto de 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-Whitney U (23.5, 76.5) = 27, p < 0.100).

18 meses

- Control. Se encuentran descensos significativos en la quinta semana respecto de 1a primera
(Mann-Whitney U (4, 21) = 4, p = 0.048), de la segunda (Mann-Whitney U (6.5, 18.5) =
7, p < 0.100), vy de la cuarta (Mann-Whitney U (6.5, 18.5) = 7, p < 0.100).

- Fraxetina. No hay variaciones significativas entre las distintas semanas del test.

- Esculetina. Se producen incrementos significativos en la tercera semana respecto de la
primera (Mann-Whitney U (84.5, 15.5) = 19, p < 0.020) y de la segunda (Mann-Whitney
U (76, 24) = 27, p < 0.100), y en la cuarta respecto de la primera (Mann-Whitney U (83,
17) = 19, p < 0.020) y de la segunda (Mann-Whitney U ( 74, 26} = 27, p < 0.100). Sin
embargo, en la quinta semana se producen descensos significativos respecto de la tercera
(Mann-Whitney U (8, 92) = 10, p < 0.002) y de la cuarta (Mann-Whitney U (9.5, 90.3) =
10, p < 0.002).

- BHT. Se observan aumentos significativos en la tercera semana respecto de la primera
(Mann-Whitney U (89, 11) = 19, p < 0.020), y de la segunda (Mann-Whitney U (74.5,
25.5) = 27, p < 0.100). También desde Ia primera a la cuarta semana (Mann-Whitney U (74,
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26) = 27, p < 0.100). Sin embargo, al igual que en el caso de esculetina, tiene lugar un
descenso significativo en la quinta semana respecto de la tercera (Mann-Whitney U (5.5, 84.5)
=8, p < 0.002), y de la cuarta (Mann-Whitney U (16.5, 73.5) = 20, p < 0.050).

21 meses

- Control. Descensos significativos en la cuarta semana en relacién a la primera (Mann-
Whitney U (18, 62) = 20, p < 0.100), a la segunda (Mann-Whitney U (14, 86) = 19,p <
0.002), y a la tercera (Mann-Whitney U (2, 98) = 10, p < 0.002). También se producen
descensos significativos en la quinta semana en relacién a la segunda (Mann-Whitney U (27,
73) = 27, p = 0.100), y a la tercera (Mann-Whitney U (5.5, 94.5) = 10, p < 0.002).

- Fraxetina. Aumento significativo en la tercera semana respecto de la primera (Mann-
Whitney U (76.5, 23.5) = 27, p < 0.100). Descenso en la quinta semana respecto de la
tercera (Mann-Whitney U (10, 90) = 10, p = 0.002). '

- Esculetina. En la comparacién cronoldgica entre semanas de menor a mayor, se aprecian
descensos en el tiempo de permanencia: primera y cuarta (U @3, 77) = 23, p = 0.050);
primera y quinta (U (12.5, 77.5) = 16, p < 0.020); segunda y cuarta (U (22, 78) = 23,

p < 0.050); segunda y quinta (U (12.5, 77.5) = 16, p < 0.020); tercera y cuarta (U (15,5,
84.5) = 19, p < 0.020), tercera y quinta (U (7, 83) = 8, p < 0.002).

- BHT. Descensos significativos en la quinta semana en relacién a 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 < 0.050), y a la cuarta (U (26.5, 73.5) = 27, p < 0.100).

Se puede concluir de este estudio:

- A los 12 meses, fraxetina y esculetina hacen experimentar un incremento en el tiempo de

permanencia de los animales en la segunda semana del test respecto de la primera.

- A los 18 meses, con esculetina y BHT se producen incrementos significativos en la tercera

semana respecto de la primera y de la segunda.

- A los 21 meses, con fraxetina se observa un aumento significativo en la tercera semana

respecto de la primera.
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C./ Test de evitacidp pasiva

Esta prueba se ha realizado al final del tratamiento, en los dfas siguientes 36, 37 y 41,
Los tiempos de latencia para entrar en la cdmara oscura, tanto del dfa de aprendizaje

como a las 24 y 120 horas del mismo, respectivamente, se indican en las siguientes tablas para

¢ada grupo de edad y tratamiento.

Tabla 1. Tiempo de latencia en el test de evitacidn pasiva a la edad de 12 meses.

TIEMPO DE LATENCIA (segundos) - 12 MESES

DIA 1° 24 HORAS 120 HORAS

CONTROL 12.750 + 2,390 239.917 + 25.347 218.083 + 29.049
FRAXETINA 11.800 + 3.560 245.800 + 23,625 165.800 + 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 resultados expresan la media aritmética del tiempo de latencia -+ el ecror esténdar
medio para n = 12 ratones, obtenidos en el dfa de aprendizaje, a las 24 y 120 horas,

respectivamente.

El estudio estadistico de comparacién mailtiple indica diferencias significativas en los
tiempos de latencia (p < 0.01) entre el dfa de aprendizaje v a las 24 horas, y entre el dfa 1°
y alas 120 horas después, para todos los tratamientos. No ocurre asf cuando se comparan los

valores de latencia a las 24 y 120 horas en todos los tratamientos,

El dfa de aprendizaje no se aprecian diferencias entre los tratamientos.

A las 24 haras, las variaciones aparecen entre esculetina y BHT {p < 0.05), con el
mayor tiempo de latencia para el segundo. Estas diferencias son superiores a las [20 horas

(p < 0.01), y ademds esculetina experimenta un descenso significativo respecto del control
P < 0.05).
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En el andlisis de la varianza de una vfa, para la edad de 12 meses, no hay diferencias
entre las medias a p < 0.05 en el dfa de aprendizaje. Sf 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 evitacién pasiva a la edad de 12 meses.

Tabla 2. Tiempo de latencia en el test de evitacién pasiva a la edad de 18 meses.

TIEMPO DE LATENCIA (segundos) - 18 MESES

DiA 1° 24 HORAS 120 HORAS
CONTROL 33.083 +13.061 257.000 + 29.085 210.500 + 34.204
FRAXETINA 11.778 + 2.165 192,445 + 44.422 201,889 + 28.333
ESCULETINA 8.167 + 2.149 277.917 + 22.083 256.750 & 20.561
BHT 13.500 + 3.756 283.333 + 16.667 298.556 + 1.444

Los resultados expresan la media aritmética del tiempo de latencia + el error estandar
medio para n = 12 ratones, obtenidos en el difa de aprendizaje, a las 24 y 120 horas,
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respectivamente.

El estudio estadfstico de comparacién multiple indica diferencias significativas en los
tiempos de latencia (p < 0.01} entre el dfa de aprendizaje y a [as 24 horas, y entre el dfa 1°
y a las 120 horas después, para todos los tratamientos. No ocurre asf cuando se comparan los
valores de latencia a las 24 y 120 horas en todos los tratamientos.

El dfa de aprendizaje no se aprecian diferencias entre los tratamientos.

A las 24 horas, las variaciones aparecen para esculetina, BHT y control respecto de
fraxetina (p < 0.05), con el mayor tiempo de latencia para BHT y esculetina. A las 120 horas
s¢ produce un incremento importante de BHT respecto del control y de fraxetina (p < 0.01).

En el andlisis de la varianza de una vfa, 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. Sf existen a las 24 y
120 horas del test (p < 0.01) (Fig. 2).
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Fig. 2.Tiempo de latencia en el test de evitacién pasiva a la edad de 18 meses.
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Tabla 3. Tiempo de latencia en el test de evitacidn pasiva a la edad de 21 meses,

TIEMPO DE LATENCIA (segundos) - 21 MESES

DIA 1° 24 HORAS 120 HORAS
CONTROL 12.667 + 2.911 216.300 - 42.659 138,900 + 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 4 2.338 283,600 + 16.400 266.300 + 20.993

Los resultados expresan la media aritmética del tiempo de latencia + el error estdndar
medio para n = 12 ratones, obtenidos en el dfa de aprendizaje, a las 24 y 120 horas,
respectivamente,

El estudio estadfstico de comparacidn miltiple indica diferencias significativas en los
tiempos de latencia (p < 0.01) entre el dfa de aprendizaje y a las 24 horas, y entre el dfa 1°
y a las 120 horas después, para todos los tratamientos. Para un mismo tratamiento no existen
diferencias significativas entre las 24 y 120 horas después del test. Esculetina y BHT aumentan
los tiempos de latencia de forma importante respecto del control a las 120 horas del test (p <
0,01). En el an4lisis de la varianza de una via, 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. S{ existen a las 24 y
120 horas del test (p < 0.01) (Fig. 3).
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Fig, 3. Tiempo de latencia en el test de evitacidn pasiva a la edad de 21 meses.

122



RESULTADOS IN VIVO

En el estudio estadfstico del comportamiento en el test de evitacién pasiva, realizado
mediante la U de Mann-Whitney, hemos obtenido los siguientes resultados, considerando

primero cada edad independientemente:

Edad 12 meses

- Para un mismo dfa no hay diferencias significativas entre los tratamientos, excepto a las 24
horas en que esculetina desciende respecto del control (Mann-Whitney U (27, 81) = 30, p <
0.100).

- Para un mismo tratamiento hay diferencias significativas entre el dfa de aprendizaje y a las
24 horas, entre el dfa 1° y a (as 120 horas siguientes, pero no entre las 24 y 120 horas.

Edad 18 meses

- No hay diferencias entre los tratamientos considerados en un mismo dfa, excepto el dfa 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 < 0.100), y de esculetina (Mann-Whitney U (13,
131) = 13, p < 0.002).

- Para un mismo tratamiento, hay diferencias significativas entre ¢l dfa de aprendizaje y las
24 horas, y entre el dfa 1° y las 120 horas. No ocurre asf cuando se comparan las 24 con las

120 horas después del test,

Edad 21 meses

- El dfa de aprendizaje, unicamente fraxetina experimenta descensos significativos respecto del
control (Mann-Whitney U (24, 65) = 24, p = 0.100).

- A las 24 horas de! test, el tiempo de latencia respecte 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 evitacidén pasiva
respecto de los animales no tratados, para fraxetina (Mann-Whitney U (67.5, 27) = 27, p =
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RESULTADOS IN VIVO

{.100), esculetina (Mann-Whitney U (75, 15) = 16, p < 0.050), y BHT (Mann-Whitney U
(6.5, 23) = 23, p = 0.050).

- Hay diferencias significativas para un mismo tratamiento entre el dfa de aprendizaje y las 24
horas, entre el dfa 1° y las 120 horas después del test, pero no cuando se comparan las 24 y
120 horas, excepto para fraxetina que experimenta un descenso significativo (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 dfa de aprendizaje, se encuentran diferencias entre los 12 y 18 meses {Mann-Whitney U
(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 horas del test, no aparecen diferencias con la edad.

- A las 120 horas del test es notable el descenso en el tiempo de latencia de la edad de 21
meses respecto de la de 12 (Mann-Whitney U (34, 79.5) = 34, p = G.100).

Fraxetina
- No existen diferencias significativas entre las distintas edades el dfa de aprendizaje.

- A las 24 horas, el grupo de 21 meses experimenta un incremento respecto del de 12 meses
(Mann-Whitney U (99, 44) = 44, p = 0.100) y respecto del de 18 meses (Mann-Whitney U
(38.5, 24) = 24, p = 0.100).

- A las 120 horas no hay diferencias con la edad en la respuesta, con el tratamiento con

fraxetina,

124



RESULTADOS IN VIVO

Esculetina

- El dfa de aprendizaje esculetina experimenta un aumento en la latencia a los 21 meses en
comparacién con la edad de 12 meses (Mann-Whitney U (68.5, 12.5) = 14, p < 0.020), y
con la de 18 meses (Mann-Whitney U (96, 12) = 12,p = 0.002).

- A las 24 horas del test, esculetina aumenta el tiempo de latencia con la edad, hay diferencias
significativas entre los 12 y 18 meses (Mann-Whitney U (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 con la edad. Hay
variaciones entre los 12 y 18 meses (Mann-Whitney U (103, 5) = 12, p < 0.002), y entre
los 12 y 21 meses (Mann-Whitney U@®L 0 =7,p < 0.002).

BHT

- El dfa primero no hay diferencias en la respuesta asociadas a la edad.

- A las 24 horas del aprendizaje tampoco la edad influye significativamente en el tiempo de

latencia para entrar en la cdmara oscura.

- Lo mismo hay que decir a las 120 horas posteriores al test.
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Los resultados globales obtenidos en la prueba de evitacién pasiva podrfan resumirse

como se indica a continuacidn:

1. Los animales que no reciben tratamiento experimentan con la edad un descenso en
la latencia que es significativo a las 120 horas del test, entre los 12 y 21 meses.

2. Fraxetina produce aumentos en el tiempo de latencia variables con la edad, a las 24
horas después del aprendizaje, entre los 12 y 21, y entre los 18 y 21 meses.

3. Los incrementos en los tiempos de latencia bajo el tratamiento con esculetina son
mds notables con el aumento de la edad, sobre todo a las 120 horas después del

aprendizaje.

4. El efecto de BHT en el test de evitacidn pasiva no parece estar determinado por la
edad. Aumenta los tiempos de latencia respecto de su control a todas las edades, a las
24 y 120 horas para los 12 y 18 meses, y s6lo a las 120 horas para los 21 meses.
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RESULTADOS DE MEDIDA DE ANTIOXIDANTES Y DANO TISULAR

1iGADO

r Actividad enzimdtica

Se ha medido la actividad enzimdtica especffica de las cinco principales enzimas
xidantes, y de la citocromo c¢ oxidasa (COX), en los diferentes grupos de animales para
uno de los tratamientos estudiados (Tablas 1, 2, 3, 4,5, y 6).

Los resultados que aparecen en las tablas expresan la media aritmética + error
dar para n = 12 animales de cada grupo de edad y tratamiento.

Dichos resultados equivalen a unidades de medida / min. mg de protefna: SOD (U},

(umol H,0,), GPx total y GPx-Se (nmol NADPH), GR (nmol NADPH) y COX (gmol

romo ¢ oxidado).
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RESULTADOS IN VIVO

Tabla 1. Actividad enzimdtica especifica de Superdxido dismutasa (SOD} en higado.

TRATAMIENTO

SUPEROXIDO DISMUTASA - HIGADO

(U / mg protefna)

12 MESES

18 MESES

21 MESES

CONTROL
FRAXETINA
ESCULETINA

BHT

16.840 + 2.656
13.260 + 2.433
11.254 + 1.810
8.309 + 2.3238

12.461 + 1.646
10.068 + 1.190
10.087 1 1.633
9.934 + 1.396

13.833 + 1.828
12.305 + 2.014
13.799 + 1.035
8.841 1 0.876*

Las diferencias significativas entre Jos distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como *p < 0.05.

La SOD no varfa con el aumento de 1a edad cuando los animales no reciben tratamiento
y cuando son tratados con fraxetina y esculetina, Sin embargo, con BHT se produce un
descenso respecto del control a las tres edades, que es significativo a la edad de 21 meses

(Fig. 1).
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Tabla 2. Actividad enzimdtica especffica de Catalasa (CAT) en higado.

CATALASA - HIGADO
(zmoles H,0, / min . mg protefna)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 78.678 + 12.374 59,812 + 7.319 62.641 £ 9.029
FRAXETINA 71.109 + 15.061 53.989 + 6.992 31.591+3.082**

ESCULETINA 88.650 + 31.360
BHT 36,993 + 12.976

58.454 + 10,277 31.569+3.038%*

50.001 £4.797* 46.680+2.7715%*

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican com

o *¥p < 0.05,y **p < 0.01,

La actividad de la CAT hepdtica desciende de forma importante con la edad cuando
los animales son tratados con fraxetina y esculetina. En los animales control no se producen

cambios significativos con la edad. En el tra

tamiento con BHT, los valores descienden para

un mismo grupo de edad respecto del control, pero no de forma significativa a la edad de 12

meses (Fig. 2).
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Fig. 2. Actividad CAT en hfgado, (* p < 0.05, **p < 0.01).
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Tabla 3. Actividad enzimdtica especifica de Glutation peroxidasa total (GPx) en higado.

GLUTATION PEROXIDASA TOTAL - HIGADO
{nmoles NADPH / min . mg protefna)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 594.302 + 46.201 416.490 1 38.522 352,436 + 42,236
FRAXETINA 317.610 + 55.123 324,480 + 37.214 244.139 + 31.988
ESCULETINA 549.370 + 59.004 381.416 + 46.977 409.805 + 50.329
BHT 242.778 + 22.551 396.533 + 42.136 390.312 4 28.979*

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.

A la edad de 21 meses, la GPx total hepdtica disminuyd con respecto a los animales
de 12 meses, excepto cuando fueron tratados con BHT, que aumentd significativamente. Para
los demds tratamientos, las variaciones dentro de su grupo de edad no fueron significativas

{Fig. 3).
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Tabla 4. Actividad enzimdtica especffica de Glutation peroxidasa (GPx-Se) en higado.

GLUTATION PEROXIDASA (GPx-Se) - HIGADO
{gmoles H,0, / min . mg protefha)

TRATAMIENTO 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 4 24.917*

BHT 166.522 4+ 14.347 360.441 + 41.206 374.143 + 42,994

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupe de edad se indican como * p < 0.05.

La actividad de la GPx-Se dependiente disminuye desde la edad de 12 a la de 21
meses, excepto en el tratamiento con BHT, que aumenta, Para la edad de 12 meses, los niveles
de GPx-Se experimentan un descenso notable respecto del control, pero no a los 18 y 21
meses (Fig. 4). Esta disminucién quizds sea en favor de la GPx no Se dependiente.
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Tabla 5. Actividad enzimdtica especifica de Glutation reductasa (GR) en hfgado,

GLUTATION REDUCTASA - HIGADO

(nmoles NADPH / min . mg protefna)

TRATAMIENTO 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 + 2.096
ESCULETINA 24,193 + 2.276* 16.217 + 2.013 16.179 + 3.011
BHT 27.051 + 2.,397* 19.324 + 1.836* 19.906 + 3.217

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.

La actividad GR disminuye con la edad. En el grupo de 12 meses, BHT, fraxetina y
esculetina, incrementan su actividad significativamente respecto del control. También se
comporta asf BHT a los 18 meses, aunque el incremento es menor. A la edad de 21 meses no
se producen variaciones significativas entre los distintos tratamientos (Fig. 5).
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Tabla 6. Actividad enzimdtica especffica de Citocromo ¢ oxidasa (COX) en higado.

CITOCROMO C OXIDASA - RIGADO

(umoles CIT C ox. / mg protefna)

TRATAMIENTO 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 + 0.0022*
ESCULETINA 0.0983 £ 0.0217 0.0593 + 0.0072 0.0396 £ 0.0041
BHT 0.0714 + 0.0121 0.0515 £ 0.0059 0.0471 + 0.0034*

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control
(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < 0.01.

La actividad COX hepdtica disminuye con la edad. Sélo en el grupo de edad de 21

meses se han detectado descensos significativos en la actividad con el tratamiento con fraxetina

y BHT, respecto del contro! (Fig. 6).
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A.2./ Sistema del glutation

Los niveles de glutation reducido y oxidado, respectivamente, se indican en las tablas

7y8.

Tabla 7. Concentracion de glutation reducido en higado,

GSH (umol/g tejido) - HIGADO

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 3.555 + 0,309 3.612 1 0.418 4,211 + 0.491
FRAXETINA 4.383 £ 0,425% 3.259 + 0.393 2.827 3 0.259*
ESCULETINA 5.220 + 0.497% 3.645 + 0.426 3.121 1 0.247*
BHT 2.609 + 0.249% 3.367 + 0.374 4.787 + 0.523

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < 0,01.

Tabla 8. Concentracidn de glutation oxidado en hfgado,

GSSG (umol/g tejido) - HIGADO

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 0.097 + 0.009 0.115 + 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

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

{no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < .01,
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La concentracién de glutation reducido a la edad de {2 meses ha aumentado en los
tratamientos con fraxetina y esculetina respecto del control, sin embargo, ha disminuido con
BHT.

A los 18 meses, los niveles de glutation reducido no varfan con los distintos
tratamientos. En los animales mds viejos, se produce el efecto contrario al que tiene lugar en
los de 12 meses, los niveles de glutation reducido disminuyen con fraxetina y esculetina, y
aumentan con BHT, aunque no significativamente (Fig. 7).
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Los niveles de glutation oxidado aumentan con la edad, A los 12 y 18 meses, los
valores obtenidos con los tratamientos de fraxetina y BHT son menores respecto del control,
Ne asf para esculetina, cuyo valor es mayor significativamente respecto del control a los 12

meses,
Los tratamientos con fraxetina y esculetina a ia edad de 21 meses hacen descender los

valores de glutation oxidado significativamente respecto del control,
El glutation oxidado no experimenta cambios con la edad, cuando los animales son

tratados con esculetina (Fig. 8).
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A.3./ Estrés oxidativo tisular

El dafio tisular se puede expresar como el fndice de estrés oxidativo que resulta del
cociente GSSG / GSH (Tabla 9), o como la concentracién de sustancias reactivas al dcido
tiobarbitdrico (TBA) (Tabla 10).

Tabla 9. Tasa de glutation oxidado / glutation reducido en hfgado.

ESTRES OXIDATIVO - HIGADO
(GSSG / GSH)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES .
CONTROL 0.0273 4 0.0025 0.0319 + 0.0031 0.0494 + 0.0044
FRAXETINA 0.0198 + 0.0019* 0.0301 + 0.0039 0.0396 + 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 t 0.0056

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como *p < 0.0

El fndice de estrés oxidativo expresado por el cociente GSSG/GSH se ve incrementado

cen la edad.
A la edad de 12 meses, este fndice desciende de forma importante para los tratamientos

con BHT, fraxetina y esculetina.
A los 18 meses, dicho fndice no varfa bajo el tratamiento con estas cumarinas, excepto

BHT que experimenta un descenso dos veces menor que a los 12 meses.

En el grupo de edad de 21 meses, fraxetina y esculetina hacen descender de forma

importante los valores del fndice de estrés oxidativo respecte del control. BHT pierde su

efectividad a esta edad para asemejarse al control (Fig. 9.
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Fig, 9. Tasa GSSG/GSH en higada, (¥ p < 0.01),

Tabla 10. Concentracién de TBArs in vivo (t incubacidn = 0 min) e in vitro (t incubacién =

30 min), en hfgado.

ESTRES OXIDATIVO (nM MDA /g tejido) - HIGADO

12 MESES 18 MESES 21 MESES
TRTTO 0 min 30 min 0 min 30 min 0 min 30 min
C 25671 7894130 357493 9564230 21065  947+300
F 208475 7334106 384486 9611219 222481 10154255
E 202483 7434156 3424108 10024250 235490 9504206

BHT 216469  726+£100 298462 9064195 307473 11164207

TRTTO= tratamiento, C = control, F = fraxetina, E = esculetina

Noe existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo
control (no tratado), para un mismo grupe de edad.
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RESULTADOS IN VIVO

Los niveles endégenos de sustancias TBA positivas in vive no han sufrido diferencias
significativas (ANOVA) en funcién de la edad y del tratamiento (Fig. 10). Asimismo, la
concentracién de estas sustancias producto de la peroxidacién (TBA in vitro), no experimentd
modificaciones entre los distintos grupos de edad, y en los distintos tratamientos respecto al
control (Fig. 11).
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Fig. 10. Coneentracidn de TBArs in vivo en higado.
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B./ CORTEZA CEREBRAL

B.1.7 Actividad enzimdtica

Se ha medido la actividad enzimdtica especffica de las cinco principales enzimas
antioxidantes, y de la citocromo c oxidasa (COX), en los diferentes grupos de animales para

cada uno de los tratamientos estudiados (Tablas 11, 12, 13, 14, 15,y 16).

Los resultados que aparecen en las tablas expresan la media aritmética + error
estdndar para n = |2 animales de cada grupo de edad y tratamiento,

Dichos resultados equivalen a unidades de medida / min, mg de protefna: SOD (U),
CAT (umol H,0,), GPx total y GPx-Se (nmol NADPH), GR (nmol NADPH) y COX (umol

citocromo ¢ oxidado).
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Tabla 11. Actividad enzimdtica especffica de Superéxido dismutasa (SOD) en corteza cerebral.

SUPEROXIDO DISMUTASA - CEREBRO
(U / mg protefna)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 3.357 £ 0.342 3.706 + 0.29%4 3.557 + 0.121
FRAXETINA 4.242 1 0.126* 3.719 + 0.417 3.926 + 0.409
ESCULETINA 5.655 £ 0.595%* 4,905 + 0.442* 4.582 4 0.205%*

BHT 6.512 £ 0.540%* 4.511 & 0.497 2.282 + 0.374%

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, y **p < 0.01.

La actividad SOD permanece constante desde los 12 hasta los 21 meses, cuando los
animales no reciben tratamiento. Sin embargo, desciende moderadamente cuando son tratados
con fraxetina y esculetina, y de forma mds marcada con BHT. En el grupo de 12 meses se
aprecia un incremento de la actividad respecto del control con los tres tratarnientos, en el
orden BHT, esculetina y fraxetina. Sin embargo, a los 18 meses sélo esculetina permanece

superior al control. En el grupo de 21 meses, BHT ¥y esculetina experimentan cambios

importantes respecto al control, el primero descendiendo y el segundo aumentando (Fig. 12).
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Tabla 12. Actividad enzimatica especifica de Catalasa (CAT) en corteza cerebral.

CATALASA - CEREBRO
{umoles H,0, / min . mg prote{na)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 3.491 £ 0.192 2.317 4 0.258 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 existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo

control (no tratado), para un 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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Fig, 13, Actividad CAT en cerebro.
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Tabla 13. Actividad enzimdtica especffica de Glutation peroxidasa total (GPx) en cerebro,

GLUTATION PEROXIDASA TOTAL - CEREBRO
(nmoles NADPH / min . mg protefna)

TRATAMIENTO 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 4 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 esculetina produjercn aumentos considerables en la actividad GPx
total a la edad de 12 meses. En los otros grupos de edad no existen variaciones significativas
dependientes del tratamiento y dependientes de la edad. Cuando los animales no reciben
tratamiento, la actividad GPx total no experimenta modificaciones con la edad (Fig. 14).
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Tabla 14. Actividad enzimdtica especffica de Giutation peroxidasa Se dependiente (GPx-Se)

en corteza cerebral,

TRATAMIENTO

GLUTATION PEROXIDASA (GPx-Se) - CEREBRO
(nmoies NADPH / min . mg protefna)

12 MESES

18 MESES

21 MESES

CONTROL
FRAXETINA
ESCULETINA

BHT

19.949 + 1.950
25.014 + 1.949*
21.385 + 1.770*
20.664 £ 1.907*

17.952 + 2.103
20.344 + 2.055
18.867 1 1.954
20.036 £ 2.991

18.537 + 2.805
17.304 + 2.131
18.876 1 2,791
15,783 1 1.887

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control

(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < (.03,

La actividad de este enzima no varfa significativamente con la edad, Tampoco con el

tratamiento, excepto a los 12 meses, con el mayor incremento debido a fraxetina. Esculetina
y BHT sdlo experimentan un aumento moderado respecto al control (Fig. 15).
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Tabla 15. Actividad enzimdtica especifica de Glutation reductasa (GR) en corteza cerebral,

GLUTATION REDUCTASA - CEREBRO
(nmoles NADPH / min . mg protefna)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 6.255 + 1.7112 5.082 + 1.962 6.922 £ 1.620
FRAXETINA 7.391 + 1.554 6.661 1 1.703 7.012 £ 2.827
ESCULETINA 6.008 + 1.699 7.942 + 2.023 8.815 + 2.707
BHT 7.119 4 1.002 7.532 + 1,997 6.824 + 1.108

No existen diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo

control (no tratado), para un mismo grupo de edad a p < 0.05.

La actividad GR de cerebro permanecidé invariable con la edad y el tratamiento
(Fig, 16).
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Tabla 16. Actividad enzimdtica especffica de Citocromo ¢ oxidasa (COX) en corteza cerebral.

CITOCROMO C OXIDASA - CEREBRO
{(umoles CIT C ox. / mg protelna)

TRATAMIENTO 12 MESES I8 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 4 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 + 0.001[**

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, y **p < 0.01.

La actividad COX no experimenta variaciones con la edad cuando los animales no
reciben tratamiento. A la edad de 12 meses se vio incrementada su actividad con BHT y
esculetina, A los 18 y 21 meses, la actividad experimenta un descenso moderado con BHT.
Fraxetina y esculetina incrementan los niveles de COX con €l aumento de la edad

(Fig. 17).
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B.2./ Sistema del glutation

Los niveles de glutation reducido y oxidado, respectivamente, se indican en las tablas
17y 18,

Tabla {7, Concentracién de glutation reducido en cerebro.

GSH (umol/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 4 0.078
BHT 0.20f + 0.019* 0.195 + 0.06% 0.211 £ 0.065

Tabla 18. Concentracién de glutation oxidado en cerebro.

GSSG (umol/g 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 + 0.0081 0.0778 + 0.0080
ESCULETINA 0.0254 £ 0.0023* 0.0712 + 0.0058 0.0802 + 0.0069
BHT 0.0216 + 0.0019* 0.0575 + 0.0052 0.0849 + 0.0074

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto del grupo control
(no tratado), para un mismo grupe de edad se indican como * p < 0.03.

La concentracién de glutation reducido ha disminuido moderadamente de los 12 a los
18 meses. Sin embargo, no ha variado significativamente de tos I8 alos 21 meses. Tampoco
se han encontrado diferencias significativas entre los distintos tratamientos para cada grupo de

edad (Fig. 18).
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GLUTATION REDUCIDO
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Fig. 18, Concentracién GSH en cerebro (* p < 0.05).

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
observado descensos significativos de todos los tratamientos respecto del control (no tratado),
y también en el caso de BHT a los 18 meses (Fig. 19).
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B.3.7 Estrés oxidativo tisular

El daiflo tisular se puede expresar como el (ndice de estrés oxidativo que resulta del
cociente GSSG / GSH (Tabla 19}, o como la concentracién de sustancias reactivas al dcido
tiobarbitdrico (TBA) (Tabla 20).

Tabla 19. Tasa de glutation oxidado / glutation reducido en corteza cerebral.

ESTRES OXIDATIVO - CEREBRO
(GSSG /GSH)

TRATAMIENTO 12 MESES 18 MESES 21 MESES
CONTROL 0.149 + 0.013 0.301 £ 0.039 0.395 + 0.045
FRAXETINA 0.086 + 0.008* 0.315 4 0.033 0.336 + 0.04!
ESCULETINA 0.090 £ 0.009* 0.298 + 0.035 0.350  0.052
BHT 0,107 + 0.009* 0.295 4 0.040 0.402 + 0.049

Las diferencias significativas entre los distintos tratamientos respecto de! grupo control
(no tratado), para un mismo grupo de edad se indican como * p < 0.03.

El fndice de estrés oxidativo expresado por el cociente GSSG/GSH, ha aumentado
significativamente con la edad, de los 12 a los 18 meses. En el grupo de 12 meses, los
distintos tratamientos descienden el {ndice de estrés de forma importante respecto del control
(no tratado), con los menores valores para fraxetina y esculetina en comparacién con BHT

{Fig. 20).

ESTRES OTIDA T
2390 | 69

o
st "
FDAD tmbresl

Fig. 20, Tasa de GSSG/GSH en corvbro (* p < 0.03).
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Tabla 20, Concentracién de TBArs in vivo (t incubacidn = O min) e in vitro (¢ incubacidn =
30 min), en corteza cerebral.

ESTRES OXIDATIVO (nM MDA /g tejido) - CEREBRO

i2 MESES 18 MESES 21 MESES

TTMO 0 min 30 min 0 min 30 min 0 min 30 min

C 370+385 1430£191 411479 18064357 274+ 64  1643+278
F 317491 1379+£170 379490 16931401 424480 1790134}
E 321480 13584186  432+97 17891308 376£99 17191491
BHT 326+ 98 13844215 397489 17014433 3t10+79  1661+301

TTMO = tratamiento, C = control, F = fraxetina, E = esculetina

No exiten diferencias significativas entre fos distintos tratamientos respecto del grupo
control (no tratado), para un mismo grupo de edad a p < 0.05.

La concentracién endégena de sustancias reactivas al TBA in vivo (Fig. 21) no sufrié
cambios significativos con la edad y el tipo de tratamiento, al igual que el TBA in vitro
(Fig. 22).
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Cerabro
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No se han encontrado diferencias significativas comparando las dos muestras

biolégicas, higado y cerebro, en la tasa de sustancias TBA positivas i vive. Sin embargo, la

estimulacién de la peroxidacién tisular provoca niveles mis elevados de sustancias reactivas

al TBA en el cerebro,
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En sintesis, los resultados globales obtenidos en las determinaciones bioqufmicas, se

indican a continuacidn:

Higado

- SOD, CAT, GSH y TBArs (in vivo e in vitro} no varfan con la edad cuando los
animales no reciben tratamiento. Sin embargo, mientras GPx total, GPx-Se, GR y
COX disminuyen con la edad, GSSG y GSSG/GSH aumentan.

- El tratamiento de los animales con BHT produce depleccién de la SOD a la edad de
12 y 18 meses, pero sélo significativamente a los 21 meses, respecto del control. Con
fraxetina y esculetina, se producen también descensos en la SOD a las tres edades,

pero no de forma significativa.

- La actividad CAT experimenta descensos signiﬁczﬁivos con fraxetina, esculetina y
BHT a los 21 meses, respecto de su control. También desciende con BHT a los 18

meses.

- GPx total experimenta incrementos con el tratamiento de BHT a los 21 meses,
respecto del control, Con fraxetina y esculetina, dicha actividad disminuye con la edad

pero no significativamente.

- GPx-Se desciende bajo el tratamiento con fraxetina, esculetina y BHT a los 12
meses, respecto del control. Sin embargo, aumenta con la edad en el tratamiento con
BHT.

- GR aumenta cuando los animales son tratados con fraxetina, esculetina y BHT a

los 12 meses, respecto del control.

- COX desciende a los 21 meses con ta administracién de fraxetina, esculetina (no

significativamente) y BHT, respecto del control.

- GSH aumenta a los 12 meses con la administracidn de fraxetina y esculetina, y
disminuye con la de BHT, respecto del control. A los 21 meses disminuye con
fraxetina y esculetina, y aumenta con BHT (no significativamente), respecto del

control.
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- GSSG disminuye a los 12 y 18 meses con el tratamiento con fraxetina y BHT, y

a los 21 meses con fraxetina y esculetina, respecto del control.

- GSSG/GSH desciende a los 12 meses con la administracién de fraxetina, esculetina
y BHT, a los 18 meses con BHT, y a los 21 meses con fraxetina y esculetina,

- TBArs in vivo e in vitro no han sufrido diferencias significativas en funcidn de la

edad y del tratamiento.

Cercbro

- SOD, CAT, GPx total, GPx-Se, GR, COX, GSH y TBArs (in vive e in vitro) no
varfan con la edad cuando los animales no reciben tratamiento. Por el contrario, GSSG
y GSSG/GSH se ven incrementados con la edad.

- La SOD aumenta a los 12 meses cuando los animales son tratados con [raxetina,
esculetina y BHT, también a los 18 y 21 meses con esculetina. Sin embargo, a los
21 meses desciende con el tratamiento de BHT.

- CAT no varfa ni con la edad ni con el tratamiento,

- GPx total aumenta a los 12 meses con la administracién a los animales de fraxetina,

esculetina y BHT, respecto del control.

- GPx-Se experimenta incrementos a los 12 meses cuando los animales reciben

fraxetina, csculetina y BHT,
- GR no varfa ni con la edad ni con el tratamiento.

- COX se incrementa a los 12 meses con la administracidn a los animales de BHT y
esculetina. Sin embargo, desciende con BHT a los 18 y 21 meses.

- GSH no varfa ni con la edad ni con el tratamiento. GSH aumenta a los 12 meses con
la administracién de fraxetina y esculetina, y disminuye con BHT, respecto del

controel.
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- GSSG disminuye a los 12 meses con fraxetina, esculetina y BHT, y a los 18 meses
disminuye con BHT, respecto del control,

- GSSG/GSH disminuye a los 12 meses con fraxetina, esculetina, y sobre todo, con
BHT, respecto de! control.

- TBArs in vivo e in virro no han sufrido diferencias significativas en funcidn de la
edad y del tratamiento.

A la vista de esta sntesis, los marcadores hepdticos de estrés oxidativo parecen mds
susceptibles de variacidn que los de corteza cerebral, mediante la administracidn de
antioxidantes exdgenos.

En el reajuste que sufren los antioxidantes enddgenos, se produce un efecto
compensatorio entre los mismos que finalmente da lugar a una disminucién en el {ndice de
estrés oxidativo GSSG/GSH. En hfgado, la manipulacién farmacoldgica es mds sobresaliente
a las edades mds extremas. En corteza cerebral, el srafus oxidante/antioxidante sufre las

mayores variaciones significativas a la edad de 12 meses.
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4.1. DISCUSION DE RESULTADOS DE COMPORTAMIENTO

Los tests de comportamiento especialmente designados para la investigacién con
roedores, pueden ser de gran valor para gerontGlogos experimentales que emplean nutrientes
o férmacos intentando retardar la senescencia. En este sentido, los compuestos que nosotros
hemos estudiado pueden considerarse ambas cosas: son firmacos, que por las dosis
administradas, tienen calidad de nutrientes,

Sin embargo, aunque ciertas funciones comportamentales especfficas son deterioradas
con la edad, otros comportamientos no se ven afectados. Por ello, es necesario primero
caracterizar los déficits en el comportamiento mds sobresalientes que se producen con el
aumento de la edad, para elegir los tests mds 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 ratén,

La determinacién de la vitalidad y decline neuromuscular dependiente de Ia edad y
del tratamiento con fraxetina, esculetina y BHT, se ha llevado a cabo mediante el test de la
cuerda disefiado por Miquel J. y Blasco M. (1978a).

Dado que la senescencia se ve acompaiiada por un descenso en el peso corporal de la
mayorfa de los ratones de una poblacidn, y que los de peso medio o ligero son mejores atletas
que los de peso mayor de la misma edad, hemos visto apropiado hacer un andlisis de la
distribucién de! peso corporal. Por tanto, la simple valoracién del test como porcentaje de
ratones capaces de trasladarse hacia un polo en el tiempo establecido, sin referencia a su peso
corporal, no expresa una estimacién completa e fntegra de la extensién real del grado de
deterioro muscular sufrido por los animales de distinta edad y tratamiento, Por esta razon,
hemos expresado los resultados como biomasa transportada, minimizando asf la influencia
favorable del peso corporal ligero.

Por otro lado, se ha mostrado que la utilizacién de oxfgeno total de los ratones macho
C57BL/6] comienza a disminuir aproximadamente a partir de los 12 meses (Harrison, 1982).
Esto puede estar relacionado con la dificultad en la ejecucidn del test. Es posible, siguiendo
esta consideracién, que la efectividad de la esculetina y del BHT se haga notar con el
comienzo del declinar neuromuscular, como lo expresan nuestros resultados en 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 evaluacién del vigor y coordinacién muscular, pudiera conocerse mejor comenzando con
el tratamiento de los animales desde los 12 meses hasta el final de la vida. Sin embargo,
nuestros resultados nos proporcionan una informacién aproximada sobre el perfodo de vida del
ratén en el que estos compuestos hacen notar sus efectos. Y ademds hay que decir, que nuestro
propésito en el planteamiento de este trabajo, no era conocer los efectos de estos compuestos
en el seguimiento del comportamiento del ratén 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 ratén puede ser
evaluado el decline fisioldgico en una poblacién de animales viejos, cuando précticamente toda
la cohorte estd adn viva. En favor de la utilidad del test de la cuerda, Miquel (1978a) ha
comprobado que en ratones control y tratados con antioxidantes, |a supervivencia media es un
dato que se obtiene varios meses después del descenso en ¢l 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 modificacidn de la tasa de envejecimiento. Ademds,
la determinacién predictiva del envejecimiento por esta técnica puede proporcionar datos mds
concluyentes sobre los efectos beneficiosos o perjudiciales de un tratamiento farmacolégico o

nutricional que un andlisis de cinéticas de mortalidad.

Entre los tests de comportamiento més adecuados para nuestro studio, el presente test
de la cuerda fue seleccionado como prioritario a la vista de la bibliograffa (Miquel, 1978a,
Dean, 1981). Y aunque se deberfan apreciar descensos més notables en 1a ejecucién por parte
del ratén 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 (ejecucidn en
disco rotatorio, actividad exploratoria y aprendizaje) (Wax, 1975; Elfas, 1975; Eleftheriou,
1975), se fundamenta en el hecho de que el estrés que sufre el animal por estar asentado sobre
una cuerda, puede movilizar sus reservas vitales, que se ven incrementadas bajo circunstancias
adversas. Esto puede estar en concordancia con el concepto de que las diferencias entre
individuos jévenes y viejos, tratados y no tratados, lleguen a ser mis evidentes cuando tienen

que ejecutar una prueba por encima de sus reservas fisiolégicas.

Desérdenes en la funcién motora se han atribuido a las EAO, responsables de la

es de gran interés evaluar el

degeneracién selectiva de las neuronas motoras. Por ello,
rota-rod, que valore

comportamiento animal mediante una técnica sencilla, como el test del

dicha funcién.
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En la evaluacién de la coordinacién motora de los animales, mediante la prueba en
el cilindro rotatorio (rota-rod), no hemos encontrado diferencias importantes en los tiempos
de permanencia para los distintos grupos de edad y tratamiento. Unicamente se ha observado
incrementos significativos en la segunda semana con el tratamiento de fraxetina y esculetina,
a la edad de 12 meses; en la tercera semana con esculetina y BHT, a los 18 meses; y también
en la tercera semana con fraxetina, a los 21 meses. Sin embargo, los animales control de cada
grupo de edad, o bien experimentan descensos en el tiempo de permanencia, a medida que se
repite el test, o bien no se observan variaciones significativas entre las distintas semanas. De
cualquier forma, los resultados obtenidos a partir de los tratamientos con los productos en
estudio, no expresan un modo de comportamiento definido que los caracterice. Quizds, para
este estudio, dicho test no posee la suficiente sensibilidad para estimar las modificaciones que
se producen en la coordinacién motora dependientes de esta manipulacién farmacoldgica, y
asimismo, del deterioro asociado a la edad. Su utilidad estard, mds bien, enfocada a evaluar
la accién de farmacos, depresivos o antidepresivos (Hassert, 1961), cuyo efecto en los
animales de experimentacion es muy sobresaliente y evidente. Por tanto, el test del rota-rod

no nos parece una técnica especialmente sensible en estudios gerontoldgicos.

Al igual que la mayorfa de los sistemas del organismo, el sistema nervioso central
(SNC) sufre degeneracidn significativa con la edad produciendo deterioro funcional. Y entre
una de sus manifestaciones destaca una cierta incapacidad de los animales en el aprendizaje
y en la memoria para evitar un estfmulo nocivo mediante inhibicién de una respuesta que
normalmente tiene lugar con una elevada probabilidad. La evaluacion de la alteracidn de esta
conducta es la que fundamenta el test de evitacién pasiva, utilizado en Farmacologfa y
Neurobiologfa para el estudio de fdrmacos que modifican la funcién de fa memoria, o que
producen mejora marginal y/o selectiva en ciertos pacientes geridtricos. Ademds, en favor de
la utilidad de este test para nuestro trabajo, hay que decir que, en estudios comportamentales
dependientes de la edad con ratones C37BL/6] (Dean, 1981), el déficit mds preciso y
sobresaliente se observé en el test de evitacion pasiva, en el que los ratones viejos mostraron
tiempos de latencia significativamente mds cortos que los jovenes para pasar al interior de la
cdmara oscura de shock.

Los resultados de nuestras experiencias con los animales control, en la respuesta de
evitacién pasiva, se aproximan al estudio citado anteriormente, es decir, experimentan con la
edad un descenso en el tiempo de latencia, que es significativo a las 120 horas del test. El
tratamiento con fraxetina, sin embargo, produce aumentos en ¢l tiempo de latencia variables
con la edad a las 24 horas después del aprendizaje, entre los 12 y 21, y entre los 18y 21
meses. Los incrementos en los tiempos de latencia bajo el tratamiento con esculetina son m4s
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notables con el aumento de la edad, sobre todo a las 120 horas después del aprendizaje. El
efecto de BHT, por el contrario, no parece estar determinado por la edad, sin embargo
aumenta los tiempos de latencia respecto de su control a todas las edades, a las 24 y 120 horas
para los 12 y 18 meses, y sélo a las 120 horas para los 21 meses,

En la comparacién de estos tres compuestos, y a la vista de los valeres obtenidos en
el tiempo de latencia, podrfamos decir que, fraxetina produce una facilitacién en el aprendizaje
de la prueba (incrementa significativamente el tiempo de retencién a las 24 horas después del
test); esculetina no sélo mejora la adquisicién de la prueba (24 horas) sino que facilita su
recuerdo (120 horas) al igual que BHT. Mientras las cumarinas parecen ejercer sus efectos
més favorables con el avance de la senescencia, BHT se muestra eficaz a las tres edades
consideradas.

Por otro lado, los cambios en la fisiologfa cerebral (y por tanto comportamental)
dependientes de la edad pueden estar asociados con el dafio oxidativo, es decir, con la
oxidacién de sus protefnas, por ejemplo, y puede ser un determinante critico de la funcién
cerebral (Ames, 1993; Harman, 1993). Y asf, se ha comprobado que el tratamiento crénico
de animales viejos con compuestos scaverger causa un descenso en los niveles de protefna
oxidada y un aumento en la glutamina sintetasa (GS)(se encuentra disminuida en animales
viejos). Sin embargo, cuando cede el tratamiento, la concentracidn de protena oxidada y de
GS vuelven al nivel anterior al tratamiento. En los animales jévenes, por el contrario, no se
observa modificacidn significativa (Carney, 1991). A la vista de estas experiencias, y con la
estimacion de resultados que hemos hecho en el test de evitacién, cabrfa la posibilidad de
atribuir a fraxetina y esculetina los mencionados efectos scavenger en la prevencién del dafio
oxidativo proteico, teniendo en cuenta que ciertas regiones del cerebro tiemen grandes
concentraciones de hierro (metal cataliticamente implicado en la produccién de especies
radicalarias de oxfgeno) (Ames, 1993; Yu, 1994) y que estos compuestos tienen capacidad
guelante del mismo. Por tanto, el incremento asociado a la edad en la vulnerabilidad del tejido
cerebral a la oxidacién, puede ser disminuido por compuestos antioxidantes, como son los que
ocupan nuestra investigacidn,

La facilitacién en el aprendizaje podrfa también atribuirse al efecto tSnico ejercido por
estas cumarinas en la actividad cortical que se ve disminufda en la senescencia (Petkov, 1987).
En este sentido, se ha comprobado que el BHT disminuye los efectos de una deficiencia de
colina en los sistemas hepdtico, renal y cardiovascular, particularmente por la disminucidn de
las lesiones en estos tejidos (proteccién frente al dafio oxidativo), y por el descenso que
produce en la colinesterasa (Branen, 1975). Estos efectos son correlativos con los resultados
que hemos obtenido en la metodologfa comportamental (evitacidn pasiva), pues los déficits de
colina (Bartus, 1980; Nishizawa, 1991} se manifiestan en un deterioro en comportamientos que
precisan memoria y retencion de eventos. La facilitacién en la retencidn y, por tanto, el
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aumento del tiempo de latencia en la evitacidn pasiva, en los animales tratados con fraxetina
y esculetina, podrfa transcurrir por un mecanismo similar al BHT. Esta accién, si cabe, de
nuestros compuestos fendlicos, podria llevarse a cabo por una proteccién de receptores
colinérgicos (Ma, 1993) frente a la oxidacidn proteica (Ames, 1993).

Aunque mds adelante hablemos de las modificaciones en los niveles de antioxidantes
enzimdticos, viene al caso mencionar la relacién que se puede establecer entre el
comportamiento animal y la concentracién de antioxidantes endégenos por manipulacidn
farmacolégica. Y asf, se ha puesto de manifiesto una mejora en la memoria de monos vigjos,
estad(sticamente significativa, por el tratamiento con el antioxidante centrofenoxina (Dean,
1981), el cual produce un incremento en la actividad de la glutation reductasa de cerebro de
rata (Khanna, 1992),

Parece razonable, por tanto, establecer una asociacién entre los efectos de las
cumarinas estudiadas en los tests de comportamiento y las determinaclones bioqufmicas

obtenidas.
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4.2. DISCUSION DE RESULTADOS DE LA MEDIDA DE ANTIOXIDANTES Y DEL
DANO TISULAR

El objetivo de este trabajo in vitro, a partir de muestras bioldgicas, hfgado y corteza
cerebral, pretende contribuir al conocimiento sobre las EAQ y peroxidacidn tisular como
factores implicados en el envejecimiento, y el papel controvertido de los antioxidantes en dicho
proceso. Con esta pauta, se ha llevado a cabe la determinacién de las principales defensas
antioxidantes enddégenas y de la peroxidacién lipfdica, como indicadores del grado de estrés
oxidativa asociado al envejecimiento, en ratones macho C57BL/6J de 12, 18 y 21 meses,

tratados con fraxetina, esculetina, y BHT.

En estudios in vivo (roedores, Drosophila) realizados con antioxidantes de origen
natural y sintético, se ha comprobado un incremento en la expectativa de vida media, pero
no de la vida mdxima, es decir, un retraso en el proceso de envejecimiento sin modificacién
de! mismo (Harman, 1961; 1968; 1969; 1978; 1981; Comfort, 1971). Sin embargo, estos
trabajos se destinaron exclusivamente a medir la expectativa de vida, y no se reforzaron con
el exdmen de pardmetros fisioldgicos y del sratus oxidativo de los animales tratados con
antioxidantes, como una funcién de 13 edad (Yu, 1994).

Por otro lado, algunas investigaciones (Ross, 1969; Harman, 1993) han intentado
establecer una relacién entre la expectativa de vida del animal de experimentacidn, y los
niveles de actividad enzimdtica de diversos érganos, por modificacién de alguno de los
ingredientes de la dieta, o por reduccidn caldrica. Con estas referencias y las mencionadas
anteriormente acerca del incremento en la longevidad por medio de dietas antioxidantes
(Harman, 1961; 1968; 1969; 1978; 1981; Comfort, 1971), hemos estudiado los cambios
experimentados en los principales antioxidantes enddgenos (asociados con la edad) y el grado
de dafio tisular, en hfgado y corteza cerebral, de ratones C57BL/6] de diferentes edades, por
administracién crénica de fraxetina y esculetina, Como patrén de referencia se ha utilizado el
butil-hidroxitolueno (BHT) (Sgaragli, 1993; Kaneko, 1994), cuyos efectos toxicos son
virtualmente ausentes tanto en roedores como en primates tratados crénicamente con una dosis
de 50 mg/Kg o menor (Branen, 1975). Este compuesto, asf como el butil-hidroxianisol (BHA),
previene la oxidacién de lfpidos por donacidn de un hidrégeno a las EAQ. En la seleccidn del
patrén cabfa la posibilidad de emplear BHA, antioxidante también ampliamente utilizado como
aditivo alimentario, pero debido a su mayor velocidad de excrecion del organismo animal
(Cha, 1982), nos inclinamos por ¢l primero. También nos parecfa razonable el uso de BHT
perque la ingestion crénica del mismo tiene efectos peneficiosos cuando la vitamina E estd
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disminufda o es escasa, y porque medifica la toxicidad aguda de muchos metabolitos
mutigenos y carcindgenos mediante un incremento en las enzimas que metabolizan frmacos
{Cha, 1982). El BHT acuia similarmente a la vitamina E en la dieta preventiva de
reticulocitosis y encefalomalacia en pollos (Marco, 1961; Machlin, 1960); en la prevencidn
de la oxidacién de la grasa hepdtica de mono; en la prevencién de hfgado graso, etc.

Es muy probable, como ocurre con el BHT, que la administracién exégena de
cumarinas produzca un reajuste en los niveles lip{dicos, y en los antioxidantes enddgenos
{Branen, 1975; LeBlanc, 1993).

Los cambios que nosotros hemos observado en los defensas antioxidantes y en el grado
de dafio tisular, son moderados respecto al grupo control no tratado, ya que las dosis de
cumarina administrada son relativamente bajas, y equivalen a las recomendadas en una dieta
diaria con BHT (Branen, 1975). La eleccién de esta dosis y los cambios observados son
congruentes con los estudios de Ross (1969), en los que observd que la expectativa de vida
era menor y la incidencia de tumores y otras enfermedades era mayor en las ratas, cuando en
sus dietas se inclufan ingredientes que provocaban un cambio muy notable en la actividad de
diversos enzimas. Es mds, se ha comprobado que los niveles muy incrementados de SOD en
ratones transgénicos tienen un efecto deletéreo (Harman, 1993; Meléndez, 1993).

Por otro lado, estas cumarinas no se incluyen en el pienso ni en la bebida de los
animales, cuya ingesta es ad libinum, s$ino que son administradas vfa oral mediante sonda
gdstrica. Esto supone una dosificacién bastante segura durante el tiempo de tratamiento. Los
estudios realizados hasta el momento con otros antioxidantes (BHT, BHA, 2-
mercaptoetilamina, etoxiquina, etc.) incluyen dichos compuestos en la comida o bebida del
animal, y por ello, la dosis que ingiere cada individuo sélo puede calcularse con aproximacidn,
Con estas dietas semisintéticas se ha hecho evidente una pérdida de pesay de grasa carporal
en el animal (Comfort, 1971), atribuible a dos posibles factores principalmente, bien a la dieta
antioxidante per sé, o bien a un descenso progresivo en la ingesta que resulta desagradable al
animal con el nuevo componente porque modifica las caracterfsticas organolépticas de la dieta.
La causa podrfa ser mds ficilmente conocida con nuestra metodologfa. Y asf, las variaciones
de peso y de antioxidantes endégenos secfan atribuibles directamente al mecanismo por el que

puestos fendlicos. Podrfa tener relacion con el proceso que tiena lugar

actdan estos com
niveles de

mediante la restriccién caldrica, ya que con elfa se han obtenide en ratas vicjas,
nzimd4tica similares a los de ratas jévenes, incluso incrementos en la expectativa de
aproximadamente del 50% (Ames, 1993; Harman, 1993). La restriccidn
por {anto ¢l consumo de oxigeno, es
rdgeno

actividad e
vida media y mdxima,
caldrica que disminuye la tasa metabdlica y,

responsable en definitiva de un menor nivel de produccién de perdxido de hid
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mitocondrial (Ames, 1993). Ademds, las EAO constituyen una clase importante de agentes
que estimulan la divisién celular, por eso, la disminucidn de la tasa metabdlica hace mads
eficiente la reparacién del DNA, y por tanto, es un factor de proteccién frente al dafio
oxidativo del mismo, El paralelismo entre la restriccidn caldrica y la administracién de
antioxidantes se podrfa establecer por el hecho de que éstos con su accibn scavenger de EAO
disminuyen la mitosis celular (Ames, 1993),

Si la tasa metabdlica es directamente proporcional a la produccién de radicales libres
de oxfgeno e hidroperdxidos y al estrés oxidativo consecuente, parece [6gico que las defensas
antioxidantes estén asociadas con ¢l potencial metabdélico (ox(geno total consumido durante
la vida; variable con la edad y la especie animal) (Sohal, 1993b), y también con un aporte
exdégeno de antioxidantes (Harman, 1993). Y asf, la disminucidn de algunos antioxidantes
endégenos y el incremento de otros, con la administracién de cumarinas y BHT (Rahimtula,
1982), podrfa explicarse por un mecanismo de supercompensacion y reajuste, que se
expresa, finalmente, en una capacidad antioxidante global mayor (Harman, 1993). Este
fenémeno compensatorio en los niveles de antioxidantes, lo hemos sugerido porque, en
roedores y Musca domestica se ha encontrado una correlacin positiva entre fa vida media y
la induccién de SOD, GSH y GR cuando se produce depleccidn farmacoldgica de CAT

{Lépez-Torres, 1993b).

Los cambios que nosotros hemos encontrado en los niveles enddgenos de antioxidantes
y de productos de reaccién de radicales libres de oxfgeno, relacionados con la edad (Vertechy,
1993) y el tratamiento, parecen selectivos y variables en ambos tejidos, describiéndose también
diferencias entre especies (Pérez-Campo, 1993; Ldpez-Torres, 1993a). Hay que tener en
cuenta la gran varibilidad interindividual que hemos observado en un tejido determinado
procedente de un mismo grupo de edad y tratamiento, pese al hecho de haber utilizado una
raza de ratén consangufnea. Esta varibilidad se aprecia a la vista de los resultados, cuyo error
estdndar es bastante importante y no permite encontrar, en muchos casos, diferencias
sighificativas entre poblaciones distintas, cuando se realiza el andlisis de la varianza.
degmuchos casos, diferencias significativas entre poblaciones distintas, cuando se realiza el

andlisis de la varianza,

Las deficiencias cerebrales que se producen con la madurez y la senescencia, estdn m4s
relacionadas con el fracaso de las funciones metabdlicas para adaptarse al envejecimiento, que
con una insuficiencia en el flujo sangufneo (Benzi, 1979). Investigaciones sobre el efecto de
f4rmacos en el metabolismo cerebral utilizan modelos de hipoxia (hipoxia hipdxica, anémica
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o isquémica) y evalian a nivel cerebral las modificaciones experimentadas por sustratos,
intermediarios de la glucolisis, intermediarios del ciclo del dcido carboxflico, mediadores
energéticos, etc. Pero estos estudios se han de completar con el desarrollo de modelos
crénicos, como el presente, que estudien los cambios naturales dependientes de la madurez y
senescencia del metabolismo cerebral mediante la evaluacién de actividades enzimdticas y otros
pardmetros bioqufmicos como una expresién de ia regulacién farmacoldgica,

Previamente a la discusién de los resultadas obtenidos en las medidas de antioxidantes
y dafio tisular en cerebro, es preciso tener en cuenta una serie de cuestiones. Algunas 4reas
importantes del cerebro pueden sufrir distinto ajuste biogufmico como consecuencia del
tratamiento farmacoldgico debido a la heterogeneidad funcional y anatdmica de este érgano.
Y aunque hayamos sido extremadamente cuidadosos en el aislamiento de Ja corteza cerebral
del tejido restante, hay que contar con el error de manipulacién en la estimacién de los
pardmetros bioqufmicos.

La naturaleza de las moléculas de antioxidantes enddgenos no cambia con la edad, pero
s sus propiedades de induccién (Benzi, 1979). Los cambios dependientes de la edad que
sufren éstos, condicionan las respuestas al estfmulo farmacolégico. La eleccidn de un
tratamiento de cinco semanas la hemos hecho en funcién de 1a respuesta farmacoldgics, ya que
se ha observado con diferentes formacos, que ésta es muy notoria tras las primeras cuatro
semanas. Y asf, después de 12 semanas de tratamiento, €sta es menos evidente (Benzi, 1979).
La respuesta enzimdtica a un tratamiento crdnico puede ser cualitativamente similar a la de un
tratamiento agudo, combinando adecuadamente los factores dosis-tiempo (Benzi, 1979). Dosis
elevadas producen un efecto en la actividad enzimdtica inmediato, sin embargo dosis discretas
en un tratamiento diario durante un largo tiempo exhiben efecto similar pero con un tiempo
mayor de latencia (Benzi, 1979). Esta aproximacidn puede ser de gran validez para predecir
las acciones de fraxetina y esculetina sobre los pardmetros biogufmicos considerados, durante
distintos perfodos de tiempo mds o menos prolongados, y salvar asf, las limitaciones del

estudio que hemos llevado a cabo.

La relacién GSSG/GSH, ampliamente reconocida como un indicador del estado rédox
s tejidos & las distintas

cienta de GSSG/GSH
ue en el control, ha

de los tejidos, se ve modificada por fraxetina y esculeting en ambo
edades, respecto del control, también en el tratamiento con BHT, El co
experimentado por BHT en corteza cerebral, significativamente menor q
sido aun mds pequefio con fraxetina y esculetina. Se podrfa encontrar explicacién en el
aumento de la actividad de la glutation reductasa (GR), sin embargo, sélo hemod apreciado

incrementos significativos de dicho enzima en hfgado, mayores con las cumarinas que con
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BHT (Sharma, 1993). Esta induccién del enzima GR, también se ha comprobado con otros
antioxidantes como BHA, propil galato, alfa-tocoferol, centrofenoxina (Khanna, 1992), y
lobenzarit disédico (4-cloro-2,2-iminodibenzoato disédico) (Armesto, 1993). Esta actividad
incrementada puede representar un mecanismo de proteccién celular que mantiene el poder
reductor requerido para defender al organismo del dafio oxidativo. Y en definitiva puedan
comportarse como agentes que inhiban o reviertan la depleccidn del glutation asociada a
estados de estrés o degenerativos (Joyeux, 1990; Pay4, 1993b; Armesto, 1993). Es probable
que estos compuestos, también las cumarinas, induzcan modificacién en la conformacidn
enzimdtica sin ningtin cambio covalente (Khanna, 1992). Siguiendo esta idea, el descenso
experimentado por ciertos enzimas en nuestro estudio, podrfa ser debido a una inhibicién no
competitiva ejercida por estos compuestos fendlicos. Algunos enzimas que precisan de iones
metdlicos para su actividad, son inhibidos no competitivamente por agentes capaces de unirse
al metal esencial (Lehninger, 1984). Asf ocurre, por ¢j., con el quelante EDTA que se une
reversiblemente al Mg2* y a otros cationes divalentes, inhibiendo de un modo no competitive
a las enzimas que precisan de tales iones para su actividad (Lehninger, 1984). Estas
cumarinas, in vive, podrfan actuar como quelantes del hierro (GPx y catalasa requieren
hierro), que es un factor primordial en la peroxidacién liptdica. Esta inhibicién no competitiva
del enzima, si es que este es el mecanismo, es reversible, es decir, los niveles de actividad
enzimdtica retornan a los valores normales cuando cede el tratamiento y el compuesto va
siendo eliminado. En este sentido, se ha comprobado que las modificaciones enzimdaticas
producidas en roedores por el tratamiento crénico con BHT, ceden cuando se suspende su
administracién (Branen, 1975). Por ello, serfa preciso que el aporte exdgeno de antioxidantes

se realizara de forma crénica.

La ausencia de cambios en la actividad de la GPx total hepdtica, en funcién de la edad
y del tratamiento con tas respectivas cumarinas, unido al descenso que provocan en la GPx-Se
dependiente, sugiere que fa actividad que realmente aumenta corresponde a la GPx no selenio
dependiente. La actividad GPx no selenio dependiente es debida realmente a fa presencia de
algunos tipos de glutation transferasas (Paglia, 1967; Lawrence, 1976), Como indican nuesiros
resultados, BHT ha incrementado ambas actividades, dependiente y no dependiente de selenio.
En concordancia con estos resultados, la bibliograffa describe una actividad incrementada de
glutation S-transferasa en rata y ratdn tratados con BHT y BHA (Cha, 1982). El mecanismo
por el cual inducen esta actividad adn no se conoce, pero €3 posible que se produzcan
cantidades elevadas de radicales libres estables de BHA y BHT como consecuencia de la
donacién de hidrégeno, cuya concentracin elevada estimule la formacidn de glutation y de
dicho enzima. Estahipdtesis se apoya en el hallazgo de metabolitos radicalarios lbres estables,

En esta lfea, fraxetina y esculetina poseen una estructura quimica con grupos fendlicos
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capaces de formar especies activas estables, al igual que BHT y BHA. Por tanto, esta accion
que supone un aumento en la concentracién de los sitemas enzimdticos detoxificadores
inherentes en las células vivas, confiere una proteccién tisular frente a agentes tdxicos y

carcindgenos.

La actividad COX es un {ndice de la capacidad aerdébica mdxima de los animales.
La actividad en higado disminuye con la edad en los animales control, que no reciben
tratamiento, sin embargo, en cerebro no varfa significativamente. Estos resultados conflrman
los estudios realizados con insectos y mamfferos, en los que se ha hecho evidente un decline
en la actividad COX con el aumento de Ia edad (Sohal, 1993s). Estes hallazgos sugieren que
1a capacidad maxima de consumo de ox(geno (no la basal) y de generacién de radicales libres
pudiera disminuir en los animales con ¢l avance de la edad. Sin embargo, se ha hecho evidente
que la inhibicién parcial de la COX puede incrementar la produccidn de perdxido de hidrdgeno
mitocondrial (Sohal, 1993a). Este bloqueo parcial del flujo de electrones altera los potenciales
reductores de algunos transportadores electrénicos y favorece su autoxidacidn y consecuente
generacién de anién superéxido (Sohal, 1993a). Por tanto, parece que las consecuencias que
se derivan del descenso en la COX son controvertidas. Por tanto, el descenso en esta actividad
enzimdtica con el aumento de la edad, puede transcurrir por un mecanismo distinto al que se
produce con la inhibicién parcial de dicho enzima.

En higado, sdlo en el grupo de 21 meses, hemos detectado descensos significativos en

la actividad con el tratamiento de fraxetina y BHT, respecto del control, Sin embargo, en

cerebro, fraxetina y esculetina producen incrementos importantes a las tres edades

consideradas. Quizds, estos resultados de actividad incrementada en corteza cerebral, expliquen

Ia accién favorecedora de estas cumarinas en el flujo electrénico de la cadena mitocondrial en

un tejido donde la produccién de EAQ es mayor que en higado.

Los resultados de las medidas de antioxidantes endégenos en higado pueden discutirse

del siguiente modo:

- La depleccién significativa de SOD y CAT a los 21 meses, en los animales tratados con
BHT podrfa ser contrarrestada por un aumento en la concentracidn de G5l yen la

actividad GPx total, y por un descenso en I3 COX.

por fraxetina y esculeting, pueden ser

- Los descensos en la CAT a los 21 meses produgidos
oxidativo GSSG/GSH, y en la COX.

compensados con un descenso en el fndice de estrés
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- El descenso en la GPx-Se a los 12 meses bajo el tratamiento con fraxetina, esculetina y
BHT, podrfa estar relacionado con el incremento producido en la actividad GR, y como
consecuencia, con la disminucién en el indice GSSG/GSH.

Del mismo modo, los resultados de las medidas de antioxidantes en corteza cerebral,

podrfan explicarse como sigue:

- El incremento en la COX a los 12 meses bajo el tratamiento con fraxetina, esculetina y
BHT, respecto del control, puede ser concordante con un aumento en la SOD, GPx total,
GPx-Se, y como consecuencia, una disminucién en la tasa GSSG/GSH.

- La depleccién de SOD a los 21 meses bajo el tratamiento con BHT, respecto de su control,

podrfa reajustarse con el decline observado en la COX.,

- El descenso en la concentracién de GSSG a los 18 meses en los animales tratados con

BHT, respecto de su control, es paralelo a un descenso en la actividad COX,

En nuestro estudio, la concentracién enddgena de sustancias reactivas al TBA in vivo
para hfgado y cerebro, no cambié en funcién de la edad y del tratamiento, indicativo de que
no se ha producido una acumulacidn de productos de peroxidacidn en los animales de 18 y 21
meses respecto de los de 12, ni en los control (no tratados) respecto de los tratados. En
trabajos realizados con rata y Rana perezi (Barja de Quiroga, 1990), tampoco se cbtuvieron
variaciones en el TBA in vive, con la edad.

Conviene tener presente, que a pesar de la gran sensibilidad del test del TBA, su
especificidad es muy baja, es decir, alrededor de un 90% de los valores del TBA in vive no
corresponden a MDA (malondialdehfdo) sino a otros compuestos relacionados (por €.,
hidroperdxidos) o no (por ej., glucosa) con la peroxidacién lipfdica (Sohal, 1990).

Por el contrario, cuando la peroxidacidn es inducida in vitro, se genera una tasa
elevada de malondialdehfdo e hidroperdxidos. Y de este moda, en los resultados que se
obtienen del test, la contribucién de otras sustancias relacionadas con la peroxidacidn lipfdica
es menor. Los ensayos del TBA pueden estimar con precisién la concentracion de productos
peroxidativos en muestras bioldgicas sélo después de su estimulacién in vifro, mientras que
los valores in vivo serfan algo controvertidos como indicadores del grado de peroxidacion en
los distintos grupos de edad y tratamiento. Sin embargo, a pesar de la especificidad del TBA

in vitro, éste no determina el dafio oxidativo presente in vivo, sino la sensibilidad adicional
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inducida in vitro.

Comparando ambos 6rganos, el cerebro mostré niveles de peroxidacidn tisular mucho
mds elevados que el higado, Este alto nivel de peroxidacién del cerebro se puede atribuir a la
composicién de sus células, a su alto contenido en #cidos grasos poliinsaturados y en hierro
(Carney, 1991; Nisticd, 1992), y a su continua generacién de radicales libres por la actividad
oxidativa mitocondrial y de metabolitos oxidativos derivados de varias funciones como las
metabdlicas especfficas (catabolismo de catecolaminas).

Hay que sefialar que el valor del TBA In vitro depende mucho de la presencia de
antioxidantes lipfdicos (vitamina E) y de la grasa insaturada de la dieta (Ldpez-Torres, 1993a;
1993b). Nuestros compuestos fendlicos junto con el patrdn, no hacen descender la tasa de
productos TBA positivos in vitro, quizd por sus caracterfsticas farmacocinéticas, que no les
proporcionan la liposolubilidad adecuada para su acceso y acumulacién en el érgano.

El glutation, uno de los tres principales antioxidantes enddgenos, presenta niveles
superiores en higado que en cerebro, En todos los casos se han obtenido valores inferiores de
glutation oxidado (GSSG) en relacién a la forma reducida.

Los resultados obtenidos en nuestras determinaciones, tanto del glutation reducido
como del oxidado, han sido inferiores a los revisados en la bibliograffa (Cha, 1979; 1982).
Esto no es sorprendente si se tiene en cuenta que muchos de esos estudios se han llevado a
cabo con algunas diferencias en la metodologfa, y en las condiciones de mantenimiento de los
animales en el laboratorio, entre otras razones. Sin embargo, los valores del fndice de estrés
oxidativo que expresa el cociente GSSG/GSH si pueden ser comparables a otros estudios (Cha,
1979; 1982). Lo fundamental no es tanto conocer con exactitud las tasas de glutation oxidado
y reducido, sino la refacién entre ambas, que es lo que realmente expresa el grado de turnover
o reciclaje que experimenta el glutation asf como el estado rédox celular.

Por otra lado, destacando la importancia de este antioxidante no enzimdtico, se ha visto
que la susceptibilidad a la depleccién del glutation aumenta en los animales con la edad (Vogt,
1993), como (ndice del estrés oxidative. Por tanto, las diferencias en la homeostasis del
glutation estdn asociadas a la edad, y ello contribuye a las patologfas y cambios observados
en el envejecimiento (Vifia, 1989; Sastre, 1992; Vogt, 1993).

En las presentes experiencias, BHT, fraxetina y esculetina reducen el estrés oxidativo
en higado y cerebro a los 12 meses, mientras que a la edad de 21 meses sélo parecen efectivas
las cumarinas sefialadas. Estos valores se pueden atribuir a una estimulacidn en [a reduccién
de! glutation oxidado o, a una estimulacién en la sfniesis de glutation a partir de precursores
de la dieta o de aminodcidos producto de a degradacion de protefnas, que producen niveles

de glutation reducido mayores que el control.
A la edad de 21 meses, en higado, estas cumarinas hacen mds patente su posible efecto
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hepatoprotector, quizd porque a esta edad la depleccién de glutation es mds acusada, Es
sorprendente, en consonancia con los resultados de estas experiencias, c6mo estos compuestos
en modelos in vitro de intoxicacién hepética por xenobidticos (Joyeux, 1990; Payd, 1993b),
tienen efecto hepatoprotector. Quizds por ello, su accidn parece més evidente en el hfgado de
animal viejo, cuya degeneracién se asemeja mds, aunque relativamente, a una intoxicacién
aguda. Sin embargo, la efectividad de estos compuestos en animales de edad avanzada no
retorna el fndice de estrés al equivalente de un animal joven (12 meses). Esto puede indicar
que dichos compuestos actdan protegiendo y previniendo el dafio por peroxidacién mediante
el mantenimiento del estado rédox celufar cuando se ve disminuido (Payd, 1993b; Vifia, 1989).

Mientras el test del TBA expresa la susceptibilidad de un tgjido al daiio por
peroxidacién tisular, el cociente GSSG/GSH indica el grade de proteccidn celular, Quiz4 el
segundo es mds apropiado en el estudio farmacol6gico, como es nuestro €aso, y el primero
es m4s til para el estudio de la fisiologfa de un tejido. De cualquier forma, los diferentes
modos de determinar el estrés oxidativo pueden ser ttiles para tener una comprensién mds

amplia de la peroxidacién de un tejido determinado.

Finalmente, los resultados de nuestras experiencias nos levan a interpretar que el
envejecimiento per sé no hace descender de forma general los antioxidantes enddgenos, y ho
incrementa la peroxidacidn lipfdica (Rodrfguez-Mart(nez, 1992). Ademds, la disminucidn que
hemos observado en los niveles de un antioxidante endégeno por la administracién de
cumarinas y BHT, no indica un aumento en la vulnerabilidad del tejido, sino un reajuste
compensatorio respecto a los demds sistemas antioxidantes cuyo efecto global ha sido
asegurar el estado rédox celular mediante un descenso en Ia tasa GSSG/GSH. Sin
embargo, se ha comprobado que el incremento global en la capacidad antioxidante por la
administracién exégena de formacos, favorece la resistencia a factores que causan la muerte,
aumentando la vida media pero no la expectativa de vida méxima (Lépez-Torres, 1993b),
queriendo decir que el cardcter progresivo del dafio tendrfa que explicarse por Otros
mecanismos distintos a los que propone la teorfa de radicales libres,

Son necesarias ulteriores investigaciones con fraxetina y esculetina, in vitro (cultivos
celulares, etc.) e in vivo (ensayo de diversas dosis, conocer acciones mds especificas, conocer
la influencia del ejercicio exhaustivo en los niveles de glutation, etc.) que constituya un soporte
importante para su aplicacidn en procesos degenerativos asociados a la edad. Estos
compuestos, por fanto, se presentan prometedores a la Farmacologfa experimental, y

posteriormente, clinica.
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Las conclusiones del presente trabajo son las siguientes:

1. En el estudio in vitro sobre la capacidad de 19 cumarinas (de origen natural y sintético) en
la "captacién" de EAO, se han seleccionado fraxetina y esculetina como efectivos

antioxidantes, para su posterior ensayo in vivo,

2, La efectividad de esculetina en el test de la cuerda se hace notable a una edad madura, con
el comienzo del declinar neuromuscular, sin llegar a la senescencia, como lo indican los

valores de la biomasa transportada, que aumentan a los 18 meses.

3. En la prueba del cilindro rotatorio, no se han encontrado diferencias importantes en los
tiempos de permanencia para los distintos grupos de edad y tratamiento. Este test no es lo
suficientemente sensible para estimar las modificaciones que se producen en la coordinacién
motora dependientes de estos tratamientos farmacoldgicos, y asimismo, del deterioro asociado

a la edad.

4. A partir de los efectos observados con los distintos tratamientos en la respuesta de evitacion
pasiva, concluimos que, las dos cumarinas podrfan favorecer el aprendizaje de la prueba y,

esculetina, ademds, facilitarfa su recuerdo,

5. Nuestras experiencias en ratén macho C57BL/6J nos permiten interpretar que el deterioro
dependiente de la edad, per s¢é, no hace descender de forma general las enzimas antioxidantes,
pero sf incrementa el indice de estrés oxidativo, tanto en higado como en cerebro, como lo

expresa el aumento de la tasa GSSG/GSH.

6. Con la administracién de fraxetina y esculetina, la disminucidn de algunas enzimas
antioxidantes enddgenas, como la SOD, y el incremento de otras, como la GR, podrfa
explicarse por un mecanismo de supercompensacion y reajuste, que se expresa, finalmente,
en una capacidad antioxidante global mayor mediante un descenso en la tasa GSSG/GSH.

7. La actividad antioxidante in vitro de fraxetina y esculetina, los efectos beneficiosos
observados en el comportamiento animal, sobre todo con esculetina, y los descensos
importantes en el (ndice de estrés oxidativa GSSG/GSH, nos permiten calificar a estos

compuestos como agentes potenciales en la prevencidn del estrés oxidativo dependiente de la

edad.
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