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1. Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. EL PROCESO DE ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento como proceso biologico se caracteriza por una disminucion en la
eficiencia de las funciones fisioldgicas. La capacidad de mantener la homeostasis
disminuye con la edad, aumentando el riesgo de numerosas enfermedades (como el
cancer, la degeneracion neuronal y las enfermedades cardiovasculares) e incrementando

progresivamente en conjunto las posibilidades de la muerte del individuo.

El proceso natural del envejecimiento se define por ser progresivo, irreversible y
finalmente mortal para el individuo (Strehler, 1962). Estos factores que causan el
envejecimiento paulatino del individuo estan presentes a lo largo de toda su vida, tanto
en la juventud como en la senectud. El envejecimiento es un proceso enddgeno vy el
incremento natural de éste no estd causado por procesos exdgenos, sin embargo,
muchos de estos procesos interactlan con causas exogenas que aumentan o disminuyen

sus efectos.

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y aldehidos lipidicos.

Especies reactivas de oxigeno y aldehidos

Radicales No Radicales
Hidroxilo (HO) Peroxido de hidrogeno H,0,
Superoxido (7)) Oxigeno singlete 0,
Perdxido lipidico (LOO") Hidroperoxido lipidico LOOH
Alcoxilo (RO) 4-Hidroxi-2-hexenal HHE
Peroxilo (ROO") 4-Hidroxi-2-nonenal HNE

Las evidencias consistentes indican que las especies reactivas de oxigeno (EROs) y
las especies reactivas del nitrogeno (ERNs) (Harman, 1972; Barja, 2004) son las
causantes basicas del progresivo incremento del envejecimiento celular (Sohal &
Weindruch, 1996; Beckman & Ames., 1998; Sanz et al., 2006). Las EROs son
producidas en condiciones fisioldgicas normales continuamente y sus efectos deletéreos

en diferentes macromoléculas bioldgicas causan dafios en tejidos post-mitoticos, ya sea



1. Introduccién

porque las células se ven irreversiblemente dafiadas o por la pérdida de la capacidad de
division de las mismas. Las EROs son producidas en el metabolismo normal de la
célula, como intermediarios o como productos finales de las reacciones de oxidacion
(Pryor, 1976). Ademas, también puede generarse estrés oxidativo en lugares externos a

la célula, por lo que deben ser tomadas en cuenta las EROs y ERNs externas e internas.

Las principales fuentes de EROs enddgenas son:

- La cadena de transporte electronico mitocondrial

- La cadena de transporte electronico microsomal

- Las células fagocitarias

- La activacion catalitica de diversos enzimas del metabolismo intermediario como la
hipoxantina y la xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamina oxidasa, ciclooxigenasa

y la lipooxigenasa (Beckman & Ames, 1998; Lindsay & Astley, 2002).

La mitocondria puede generar mas del 85% de las EROs en el tejido muscular
esquelético (Chance et al., 1979; Lindsay & Astley, 2002). La generacion a partir del O,
y del H,O esté alrededor del 2% del total del flujo de electrones en las mitocondrias de
células de rata (Ames et al., 1993; Beckman & Ames, 1998), y entre el 1-2% deriva del
O, consumido por el organismo que por dismutacién daré lugar a la formacion de otras
EROs (Halliwell, 1994; Halliwell, 1996; Mc Cor, 2000).

Las principales fuentes de EROs exdgenas son:

- Ambientales: Radiaciones (electromagnética, solar...), combustiones parciales

(gases de calefacciones, gases de tubos de escape, tabaco), ozono...
- Farmacologicas: Antibioticos, drogas... (etc).

-Nutricionales: Contaminaciones en los alimentos (metales pesados,

pesticidas...).

10



1. Introduccién

Las EROs causan oxidacién en biomoléculas tales como lipidos insaturados,
colesterol, glucidos, proteinas y &cidos nucleicos, las cuales son susceptibles de ser

atacadas in vivo por radicales libres (Figura 1).

LIPIDOS PROTEINAS DNA

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

PEROXIDACION  DEGRADACION Y DESACTIVACION MUTACION

DANO A LAS MEMBRANASY COMPONENTES CELULARES,
COMO LIPOPROTEINAS...

PROBLEMAS CARDIOVASCULARES CANCER

Figura 1.- Dafio producido en las biomoléculas por especies reactivas de oxigeno.

Los &cidos grasos poliinsaturados son muy susceptibles de ser dafiados por las EROs,
debido los dobles enlaces (tipo cis) que poseen, lo que los hace tremendamente

vulnerables a estos radicales.

Al producirse la peroxidacion lipidica, se producen las reacciones de iniciacion, de

propagacion y de terminacion (Figuras 2 y 3).

-Iniciacion, en la que una especie no radical adquiere ese caracter, bien ganando o

perdiendo un electrén o bien por ruptura homolitica a partir de un enlace covalente.

- Propagacion, en la que un radical reacciona con una especie no radical y esta

ultima adquiere ese caracter, con lo que la reaccion radical se perpetda.

-Terminacion, en la que reaccionan dos radicales para formar especies estables.

11
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ININCIACION

H4C — — o

¢ OH
H4
H3C\/\/_:\ — O
CH/WY
OH

|
H 30\/\/:\/\(:'—'/\/\/\0 "
[0}
Hac\/\/\ _ |
cH OH
PROPAGACION

R+0,—— 3 RO,

RO, +RH ——» RO,+R’

TERMINACION

2R ———> RR

2RO, ——> 0, + ROOR

2RO, +R° > ROOR

Figura 2.- Esquema de la peroxidacion lipidica.

También las proteinas son sensibles de ser atacadas por las EROs perdiendo éstas su

funcién en la célula y provocando su degradacion, ya sea por ruptura o escision o por

cambio en su susceptibilidad a los complejos proteoliticos.

La susceptibilidad de las proteinas a los dafios por las EROs depende de su estructura

como proteina, de su composicion en aminoacidos, y de su posicion en la célula

(accesibilidad de las EROs a los componentes proteicos). Hay aminoacidos mas

12
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susceptibles que otros, como la cisteina y la metionina (presentes en enzimas como la

lisozima o la pepsina, las cuales pierden actividad al dafiarse estos aminoacidos).

Estos dafios en las proteinas no son solo por oxidacion, sino también por la oxido-
reduccion de los grupos tiol, los cuales influyen en la estructura de la misma a distintos
niveles y ademéas en sus constantes de velocidad de reaccion, de union al ligando,

estabilidad a diferente temperatura, etc.

También se produce dafio en el DNA, como roturas, modificacion de bases,

pudiéndose producir mutaciones y carcinogénesis (Griffith et al., 1988).

Propagadores Productos finales
A A ?"0 OH
= /MO RNO R\n/§o Icu, o /\H
OH o CH CsHii ™ H
LIPIDOS (PUFA)|—p> 2Alkenals  4-Hydroxy-2-alkenals  Ketoaldehydes #H NH k. ak
(CH2)a 0 (CH2)4 0 (CH2)4 0
/ woNH—CH—Cow  wNH—CH—Clw  swNH—CH —Cew
PROTEINAS MDA-Lysine -Lysi -Lysi
,- iy Ay P ySin€ e HNE-Lysine  FDP-Lysine
Acrolein Crotonaldehyde 2-Hexenal §
HiC (CH2)3COOH
* s (et ‘ ="
X0 \/\/\'/\/% | (CHz)e—N )\/ CoH
\ /\oc\/\ 4 o) NH (%)TO \A /\/ 11
OH

4-Hydroxy-2-hexenal 4-Hydroxy-2-nonenal

($th 0

e WA=CH —Coee Levuglandin E2-derived
CARBOHIDRATOS Hexanoyl-Lysine
o PN WO yi-Lys protein bound pyrrole
o o]
Glyoxal ~ Malondialdehyde 4-0x0-2(E)-nonenal B coon CooH Tl “aper
CHy CHy—CH N N
NH NH e “n‘
(CHk o CHh o Y
~NH~CH—C o NH—CH—C e e Lysing = ~~Lysing~
CML CEL GOLD MOLD

Figura 3. Esquema quimico de las rutas de la formacién de lipo-oxidacién avanzada y
productos finales detectados en las proteinas de los tejidos. Todos los componentes son
derivados de residuos proteicos de lisina y arginina. Componentes similares son formados en
reacciones con otros grupos nucleéfilos de proteinas, asi como en DNA y otros
aminofosfolipidos. Los propagadores generalmente tienen estructuras de aldehidos reactivos (A)
y lipidos con peroxidacién especifica en grupos aldehido (B). Los productos finales muestran
una estructura general de avanzada lipoxidacion (A) y también avanzada glico- y lipoxidacion
(Hulbert et al., 2007).
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La lesion en el ADN se acompafia de la activacion de la poli (ADP)-ribosa sintetasa,
encargada de la polimerizacion de residuos de ADP-ribosa a partir de NAD". Esto esta
relacionado con la caida de nucleétidos adenosinicos y el aumento del Ca** intracelular
(Sies, 1986; Starke et al., 1986; Halliwell, 1988).

Ademaés, junto con la activacion de la poli (ADP)-ribosa sintetasa, se produce un
aumento en la demanda de NADPH®, debido a la oxidacion del glutation reducido
(GSH) utilizado como cofactor en la metabolizacién del H,O,, catalizada ésta por la

GPy (glutation peroxidasa).
2 Glutation + H,0O, =Glutation disulfuro + 2 H,0

La disminucién de las concentraciones intracelulares de NAD(H), NADP(H), GSH y
ATP llevan a la célula a la incapacidad de mantener bajos los niveles de calcio, lo cual a
su vez induce la liberacion citosélica de iones metélicos, contribuyendo asi a la

propagacion de especies reactivas y a la destruccién celular (Halliwell, 1988).
1.2. DEFENSAS FRENTE AL ESTRES OXIDATIVO

Aunque a niveles bajos, los radicales libres pueden ser beneficiosos (mediadores de
la activacion o la proliferacion, o como medio de defensa frente a las infecciones...), los
niveles altos pueden resultar toxicos, ocasionando dafio celular. Ante este dafio, los
seres vivos han desarrollado diferentes mecanismos defensivos, los cuales actdan

eliminando o neutralizando estos radicales libres.

Un antioxidante es cualquier molécula en cuya presencia, o a baja concentracion, se
ve impedida la oxidacion de un sustrato oxidable (Halliwell & Gutterigde, 1989). Los
sistemas antioxidantes pueden ser de diferente naturaleza. En general se dividen en dos

grandes categorias: enzimaticos y no enzimaticos.
1.2.1. Defensa enzimatica

Donde se incluyen enzimas como la superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT)
o la glutation peroxidasa (GPy). En la Figura 4 se muestran las reacciones donde acttan

estas enzimas antioxidantes.

14



1. Introduccién
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Figura 4.- Esquema de la generacién de EROs y defensa antioxidante enzimatica.

Superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation recductasa
(GR), glutation reducido (GSH) y glutation oxidado (GSSG).

Tambien se encarga de la defensa antioxidante regenerando el glutation reducido la

NADPH-quinona 6xido reductasa (DT diaforasa):

Q"‘ 2" +2H+ DT diaforasa > QHZ

1.2.1.1. Superoxido dismutasa (1.15.1.1)

La superoxido dismutasa cataliza la conversion de O, a un producto menos
agresivo, el H,O,, que es convertido en H,O, por la catalasa (CAT) y la glutation
peroxidasa (GPx) (Griendling & Ushio-Fukai, 2000).

Las tres isoenzimas identificadas hasta ahora de la superéxido dismutasa son: la
superdéxido dismutasa 1 (SOD1) homodimérica y citosolica con cofactores Cu/Zn; la
superdxido dismutasa 2 (SOD2) homotetramérica y localizada en la mitocondria con
cofactor Mn; y la superédxido dismutasa 3 (SOD3) unida al proteoglicano, y por lo tanto
extracelular, con cofactores Cu/Zn (Fridovich, 1997). En humanos, los genes se
encuentran localizados en los cromosomas 21, 6 y 4, respectivamente (21922.1, 6¢925.3
y 4p15.3-p15.1).
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1.2.1.2. Catalasa (1.11.1.6)

La catalasa es una enzima que pertenece a la categoria de las oxidorreductasas y
cataliza la descomposicion del peréxido de hidrégeno (H,O;) en O, y H,O (Aebi, 1984).
Esta enzima utiliza como cofactor al grupo hemo y al Mn. Se presenta en forma de

homotetramero y se localiza en los peroxisomas.
2 H,0, «— 2H,0 + 0O,
1.2.1.3. Glutation peroxidasa (1.11.1.9)

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reaccidon que convierte el H,O, en H,0,
utilizando el poder reductor del glutation, pasando éste de glutation reducido a glutation

oxidado.
2 GSH + H,0, <~ GSSG +2H,0

La glutation peroxidasa tiene como principal funcion proteger al organismo del
efecto degradante de los hidroperdxidos formados de forma enddgena. En vertebrados
se conocen cuatro isoformas: la citosolica (GPx-1), la gastrointestinal (GPx-Gl), la

isoforma que se secreta en el plasma (GPx-P) y la isoforma epididimal (GPx-EP).
En humanos, las isoformas conocidas son:

GPx-1. Un homotetramero que se sitla en el citosol de los eritrocitos, tiene la

funcién de proteger a la hemoglobina de la peroxidacion.

GPx-2. Se situa en el citosol de las celular hepaticas y del tracto gastrointestinal en
forma de homotetramero. Tiene como fin la detoxificacidn de hidroperdxidos organicos

que se han ingerido.

GPx-3. Se secreta al plasma y tiene como funcion proteger a las células y enzimas de

la peroxidacion producida por estrés oxidativo, hidroper6xidos y peroxidos organicos.

GPx-5. Se secreta en el epididimo con el fin de proteger la membrana de los

espermatozoides.

GPx-6. Se expresa y secreta en el epitelio olfativo.
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Existen otras isoformas tanto secretadas como de membrana (Mannervik, 1985).

1.2.1.4. Glutation reductasa (1.6.4.2)

La glutation reductasa es una flavoenzima homodimérica que utiliza como cofactor
nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH) y cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH), el cual serd utilizado por la
glutation peroxidasa (GPx) para reducir el peréxido de hidrégeno (H,O;) y los
lipoperdxidos (L-OOH), los cuales son elementos toxicos.

GSSG + NADPH « 2GSH + NADP

Tiene la funcién de regenerar el poder reductor y mantener las enzimas
antioxidantes, funcionando gracias al aporte de glutatién reducido (GSH) ante un estrés
oxidativo. EI GSH también regenera a las vitaminas C (acido ascérbico) y E (o-
tocoferol). Se encuentra en todos los organismos aerébicos asi como en algunas plantas
superiores por lo que aparenta ser una enzima quasi universal (Pompella et al., 2003).

1.2.2. Defensa no enzimatica

La defensa no enzimatica, en general, estd compuesta por diversas moléculas
antioxidantes de diferente procedencia e indole en cuanto a su comportamiento en el
agua se refiere, encontrandose moléculas hidrofilicas, y otras mas lipofilicas (Seifried,
et al., 2007). Ejemplos de estas moléculas son B-caroteno, ferritina, ceruloplasmina,
selenio, manganeso, ubiquinona, zinc, y acido drico. Entre las moléculas hidrofilicas

podemos destacar vitaminas C y E, glutation (GSH), polifenoles,.. .etc.
1.2.2.1. Glutation

El glutation (GSH) (y-Glu-CysH-Gly) es el mayor componente antioxidante de la
célula, tanto endégeno como exogeno. Estd compuesto por tres aminoécidos (cisteina,
glicina y acido glutamico). Su origen es bastante antiguo ya que esta presente en células

animales y vegetales.

Es capaz de reaccionar con radicales hidroxilo, peroxido y superoxido, siendo

también capaz de reaccionar con a-tocoferol, y reparar el DNA dafiado.
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Figura 5.- Estructura quimica del glutatién oxidado (GSSG)

Es absorbido de la dieta y también puede ser sintetizado en la célula. Puede ademas
actuar como pro-oxidante (GS’), pero antes reacciona con otra molécula igual,
produciendo glutation oxidado (GSSG), pudiendo reducirse éste a GSH gracias a la
enzima glutation reductasa, necesitando para ello NADPH (Pompella et al., 2003).

El glutation es un substrato tanto en reacciones de conjugacion como de reduccion,
catalizadas por enzimas glutation S-transferasas en el citosol, en los microsomas y en
las mitocondrias. Sin embargo, también es capaz de participar en la conjugacion no
enzimatica con algunos productos quimicos, como es el caso de la n-acetil-p-
benzoquinona imina (NAPQI) y el citocromo Pys, reactivo en higado (McConnachie et
al., 2007).

1.2.2.2. Acido ascérbico

La vitamina C es un potente antioxidante, que actda disminuyendo el estrés oxidativo
en cooperacién con el glutation, es ademas un substrato para la ascorbato-peroxidasa,
asi como un cofactor enzimatico para la biosintesis de importantes bio-moléculas
(Noctor & Foyer, 1998). Esta vitamina actda como agente donador de electrones para 8
enzimas diferentes y, en general, interviene en la sintesis del colageno (Kishimoto et al.,
2013) (lo que la convierte en un nutriente esencial para el desarrollo y mantenimiento de
tejidos en cicatrizacion, vasos sanguineos, y cartilago), carnitina (Jacob & Pianalto,
1997), algunas hormonas (norepinefrina a partir de dopamina, a través de la enzima
dopamina-p-hidroxilasa) (May et al., 2013), aminoacidos (tirosina), elastina y

fibronectina (Eyre et al., 1984). Ofrece ademas proteccion frente a infecciones, cancer
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(Enwonwu & Meeks, 1995) y enfermedades degenerativas (como arteriosclerosis,
Alzheimer...). Posee también, al parecer, la capacidad de frenar el crecimiento virico
(Madhusudana et al., 2004).

HO

Figura 6.- Estructura quimica del &cido ascoérbico (vitamina C).

Sin embargo, la vitamina C se convierte en oxidante cuando se administra en dosis
altas, especialmente en presencia de Fe’* y Cu®" (reaccién de Fenton y reaccion de
Haber-Weiss) (Halliwell & Gutteridge, 2007). El ascérbico, junto con el Fe**, se
convierte en hidroascorbico y Fe?*y éste, junto con peréxido de hidrégeno para volver a

Fe** y dar lugar a OH + OH" en el proceso.
Reaccion de Fenton
Fe” + H,0, —— > Fe*"+ OH+OH
Reaccion de Haber-Weiss
0" +H,0, —— 9, +H,0+OH

El ascorbico, neutraliza los radicales libres, pasando a dehidroascorbato, que
mediante la dehidroascorbato reductasa, y el gasto de glutation, vuelve a convertirse en

ascorbico.

Otro ejemplo seria la vitamina E. Se conocen ocho tocoferoles y un tocotrienol con
actividad de vitamina E aunque se considera que el alfa (a) tocoferol (5, 7, 8-trimetil
tocol) es el tocoferol de mayor importancia, puesto que constituye alrededor de 90% de
lo tocoferoles en tejidos de animales, y muestra la mayor actividad bioldgica en casi
todos los sistemas de biovaloracion. El isomerismo 6ptico influye sobre la actividad; las

formas D son mas activas que las L. Una de las caracteristicas quimicas de importancia
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de los tocoferoles es que son agentes de oxidorreduccion, que bajo algunas
circunstancias, actian como antioxidantes, y esto al parecer es la base de casi todos los
efectos de la vitamina E, si no todos. Los tocoferoles se deterioran con lentitud cuando

guedan expuestos al aire o0 a la luz ultravioleta (Reiter et al., 2007).
1.2.2.3. Polifenoles. Flavonoides

Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas e incluyen una gran
variedad de estructuras quimicas, desde moléculas simples, tales como &cidos fenolicos,
a compuestos altamente polimerizados, como los taninos condensados. Los flavonoides
son una familia de polifenoles con estructura quimica definida, que tienen una
estructura bésica de dos anillos arométicos (anillos A y B) vinculados a través de tres
atomos de carbono, que con frecuencia forman un heterociclo oxigenado (anillo C)
(Figura 7). Diferentes regimenes de hidroxilos y/o grupos carbonilo, y dobles enlaces
carbono-carbono en la estructura basica, definen los diferentes grupos de flavonoides,
como se muestra en la Figura 7 (Crozier et al., 2009). Los beneficios de los flavonoides
en la salud humana se han atribuido a su capacidad potencial de disminuir las
concentraciones de radicales libres en los sistemas biologicos.

Esta capacidad podria ser posible teniendo en cuenta que los polifenoles tienen
estructuras quimicas que permiten la eliminacion de los radicales libres y la quelacion
de metales con actividad redox. Algunos flavonoides pueden proporcionar beneficios en
situaciones patologicas asociadas con una alta produccion de radicales libres, por
ejemplo, en la hipertension o enfermedades cardiovasculares (Corti et al., 2009,
Galleano et al., 2009). Sin embargo, los mecanismos fisiol6gicos que asocian las
caracteristicas quimicas antioxidantes de los polifenoles con los efectos sobre la salud
son todavia objeto de debate (Fraga, 2007, Halliwell, 2007, Galleano et al., 2009).
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Figura 7.- Estructura bésica y diferentes subfamilias de flavonoides

La mayoria de los flavonoides ingeridos son metabolizados por las enzimas
intestinales y las hepaticas, y estan presentes en forma de metabolitos en sangre y otros
tejidos (Cook & Samman, 1996, Walle, 2004).

Los flavonoides actian como antioxidantes al romper la cadena de reacciones de
propagacion de los radicales libres. La oxidacién lipidica es un evento importante en la
oxidacion de los sistemas bioldgicos y se produce como una reaccion en cadena de la
participacion de los lipidos (LH) y oxigeno molecular como sustratos, y metales como
catalizadores (Figura 8A). La inhibicion de la reaccion en cadena de la oxidacion de los
lipidos (Figura 8B), puede ser considerada como uno de los mecanismos mas
importantes que explican las acciones antioxidantes de los flavonoides. En general, los
antioxidantes que rompen la cadena (AH) inhiben o retardan la oxidacion de los lipidos
al interferir con la cadena de reacciones de propagacion. Como se muestra en las
reacciones 2 y 3 (Figura 8B), los flavonoides (FOH) deben donar atomos de hidrogeno
a los lipidos (L) o radicales perdxidos de lipidos (LOO:) para obstaculizar la
propagacion de la oxidacion lipidica.
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Iniciacién A | iniciacién B
LH— Le LH — Le (reaccioni)
Propagacion Propagacion
Le + O, — LOO. Le__ O, _ LOO- (reaccion2)
FOH
LH +FO- (reaccion2’)
LOOe + LH — LOOH + Le LOOs ___LH | LOOH + Le (reaccion3)
FOH
LOOH + FOe (reaccion3’)
Terminacion Terminacion
Le + LOOe — Productos no radicales Le + LOOe — Productos no radicales
Le + L» — Productos no radicales Le + Le — Productos no radicales
LOOse + LOOs — Productos no radicales LOOse + LOOe« — Productos no radicales
Le + FO* — Productos no radicales
LOOe + FO+ — Productos no radicales
2 FOes — Productos no radicales

Figura 8. Los flavonoides interfieren en la cadena de reacciones de la oxidacion lipidica.
Las reacciones secuenciales de oxidacion lipidica cambian en ausencia (A) o presencia de
flavonoides (FOH) actuando como antioxidantes (B). LH molécula lipidica, L- radical lipidico,
LOO:- radical perdxido lipidico, LOOH hidroperoéxido lipidico, FOH flavonoide, A antioxidante
derivado de la reaccién con un radical libre (oxidado), FO- flavonoide derivado de la reaccion
con un radical libre (oxidado) (Galleano et al., 2010).

Los productos de estas reacciones no son especies radicales, es decir, son el lipido
original (LH), o el hidroperéxido lipidico correspondiente (LOOH), y el radical
derivado del flavonoide antioxidante (A- o FO:) (Figura 8). La eficacia de los FOH
como antioxidantes que rompen la cadena de propagaciones oxidativas, se asocia
basicamente con dos condiciones termodinamicas: Primero, que se produzca la reaccion
entre L- o LOO- y FOH, siendo esta energeticamente favorable, y segundo, la
estabilidad adecuada del radical resultante (FO:), debiendo ser éste relativamente no

reactivo (Jovanovic et al., 1994).

También se ha sugerido la posibilidad de que algunos flavonoides puedan ser pro-
oxidantes (Halliwell, 2008). Tal actividad pro-oxidante supuestamente esti basada en
una suma de reacciones complejas que implica la reaccion entre FOH y O, produciendo
O,--, seguida de la reacciéon entre un segundo FOH y O, produciendo H,0,. La

primera reaccion, es decir, la autooxidacion de FOH, se puede producir en determinadas
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condiciones (Nakayama et al., 1995 Miura et al, 1998), aunque es
termodinamicamente desfavorable (E°’ de O, / O,-=-330 mV (Wardman, 1989), o -160
mV (Sawyer et al., 1981). Por el contrario, la segunda reaccion es energéticamente
favorable (E*’ de O, / H,O, = 940 mV (Buettner, 1993), pero dado que la segunda
reaccion estd condicionada por la primera de autooxidacion de FOH, tiene una
posibilidad muy baja de que se produzca en gran medida en condiciones fisioldgicas.

Una de las propiedades méas importantes de los polifenoles es su accion como
antioxidantes mediante la quelacion de metales. La tasa de descomposicidn espontanea
del H,O,y de los hidroperdxidos de los lipidos para generar el radical hidroxilo (-OH),
los radicales peroxilo (LOO:), o radicales alcoxilo (LO:), es muy lenta. Sin embargo, en
presencia de ciertos metales que pueden actuar como catalizadores, esta tasa se
incrementa y puede llegar a ser relevante en los sistemas bioldgicos. El Fe y el Cu son
ejemplos de metales que tienen mas de un estado redox que pueden catalizar la
formacion de radicales. En consecuencia, la retencion de Fe y/o Cu para la prevencién
de la formacion de radicales libres, catalizada por estos metales se considera una
estrategia antioxidante (Guo et al., 1996; Brown et al., 1998; Morel et al., 1998).

En términos generales, la mitad catecol de las moléculas de flavonoides poseen una
alta afinidad por los iones metalicos. Ademas, las propiedades electronicas del sistema
de anillos de los flavonoides hacen buenas uniones para los electrones de los elementos
del cuarto periodo, como por ejemplo, el Fe (Havsteen, 1983). Un parametro
fundamental para analizar la capacidad de los flavonoides de quelar un metal es la
constante de estabilidad (Kst) para el complejo flavonoide-metal. Curiosamente, se ha
visto que los metales unidos a los flavonoides pueden tener actividad superoxido
dismutasa (Kostyuk et al., 2004). Los autores consideran que esta actividad puede
explicar que ciertos flavonoides muestren una capacidad antioxidante mas alta de la

esperada, debido a la accidn de estos metales secuestrados.

Las interacciones con los lipidos y las proteinas de membrana son eventos que
pueden mediar en algunos efectos biologicos y antioxidantes de los flavonoides. Hay
observaciones que demuestran que ciertos flavonoides ejercen efectos bioldgicos a pesar
de que no son internalizados por las células (Erlejman et al., 2006 y 2008, Verstraeten
et al., 2008).

23



1. Introduccién

Los flavonoides son generalmente moléculas anfifilicas, pero los diferentes
sustituyentes en su estructura quimica dan, a cada uno de los flavonoides, caracteristicas
fisicas particulares. En general, los flavonoides a nivel celular pueden interactuar con
los lipidos en la superficie de la bicapa (adsorcion), y/o insertarse en la bicapa e
interactuar con las cadenas hidrofébicas de los lipidos. Las interacciones directas de los
flavonoides con los lipidos pueden alterar las propiedades fisicas de la membrana y/o
modular diferentes eventos bioldgicos asociados a la membrana, incluyendo la actividad
de enzimas asociadas a ésta, las interacciones ligando-receptor, de iones y/o de los
flujos de metabolitos, y en la modulacion de la transduccion de sefiales (Galleano et al.,
2010).

Ademas, aln encontrandose insertos en la bicapa lipidica, los flavonoides podrian
unirse a moléculas que se encuentren en las proximidades como por ejemplo L., LOO,
y otros radicales liposolubles. Los flavonoides podrian reaccionar con los radicales
libres y prevenir una diseminacion méas amplia de reacciones de estos radicales, que
podrian causar dafio en la membrana y/o modificar funciones de la misma si no se
neutralizaran. Los datos experimentales sobre las caracteristicas termodindmicas que

rigen las interacciones lipido-flavonoides son limitados.

La adsorcion a la superficie de las membranas podria proporcionar un mecanismo
plausible para la prevencion de la oxidacion de los lipidos por los flavonoides. Trabajos
con liposomas compuestos de fosfatidilcolina y fosfatidilserina, demuestran que la (-)-
epicatequina (EC) se adsorbe a oligdbmeros de la superficie del liposoma e inhibe la
oxidacion lipidica inducida por oxidantes hidrofobos (Verstraeten et al., 2003). La
fuerza de las interacciones establecidas entre los oligdmeros de EC y la superficie de la
membrana depende mucho de la naturaleza quimica de los grupos polares de los
fosfolipidos, siguiendo el orden de galactolipidos > fosfatidilcolina > fosfatidilserina
(Oteiza et al., 2005). A través de este tipo de interacciones, los flavonoides podrian

quedar adheridos a la superficie celular y ejercer sus efectos protectores locales.

Las caracteristicas estructurales también son factores relevantes en el
comportamiento de las interacciones lipido-flavonoides. La EC y (-)-epigalocatequina
(EGC) interactian con la 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina con constantes de
afinidad (K,) de 1,86 x 10° M y 1,33 x 10® M, respectivamente (Kamihira et al.,
2008). Esto indica que un grupo hidroxilo adicional en el anillo B no afecta a la
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interaccion. A partir de estos resultados se puede concluir que la interaccion de los
flavonoides con las membranas depende del nimero y de las posiciones de los grupos
hidroxilo presentes en la molécula de los flavonoides, y que probablemente se debe a su

facilidad para formar puentes de hidrégeno (Galleano et al., 2010).

Los flavonoides interaccionan también con las proteinas, y estas interacciones son
complejas como se puede esperar de la gran variedad de flavonoides y proteinas que se
encuentran en la naturaleza. De manera similar a las evidencias publicadas de las
interacciones entre lipidos y flavonoides, la mayoria de los estudios termodinamicos se
han realizado con proteinas individualmente. El estudio de estas interacciones se basa,
generalmente, en la caracterizacion de interacciones quimicas directas de los
flavonoides con las proteinas, o en las consecuencias funcionales de estas interacciones,
como por ejemplo, la actividad de la enzima y la funcién del ligando/receptor (Galleano
etal., 2010).

1.3. FACTOR DE TRANSCRIPCION NRF2

El factor de transcripcion Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (NRF2),
también conocido como Nfe2l2, regula el estado redox de la célula. Estd modulado por
una compleja red transcripcional/epigenética y postrasducional que garantiza que su
actividad se incremente durante la perturbacion redox, la inflamacion, la estimulacion
del factor de crecimiento y los flujos de nutrientes/energia, permitiendo de ese modo al

factor orquestar repuestas adaptativas a diversas formas de estrés.

Por otro lado, mediando la induccién estimulada por estrés de los genes antioxidantes
y detoxificantes, el NRF2 contribuye a la adaptacion promoviendo la expresion de
genes reparadores y la degradacion de macromoléculas dafiadas, afiadiendo ademas la
modulacion del metabolismo intermediario. En el ultimo caso, el NRF2 inhibe la
lipogénesis, promueve la B-oxidacion de los acidos grasos, facilita el flujo a través del
ciclo de las pentosas fosfato, incrementa la regeneracion de NADPH vy la biosintesis de
purinas; estas observaciones sugieren que este factor reprograma directamente el

metabolismo durante una situacion de estrés.

El NRF2 es una proteina cap n’collar (CNC), con una regién basica de leucinas en

forma de cremallera (bZIP), que actia como factor de transcripcion que influencia

25



1. Introduccién

fuertemente la resistencia intrinseca frente al estrés oxidativo y controla una respuesta
adaptativa frente a varios factores ambientales estresantes. Este factor activa los
elementos de repuesta antioxidantes (ARE), los cuales son objeto de estudio en la

actualidad.

El NRF2 se codifica en el gen nfe2l2 localizado en el cromosoma 2 del ser humano.
Tedricamente, el peso molecular del NRF2 es de 66 kDa (Paek et al., 2012). Este factor,
en asociacion con small Maf y proteinas de la familia Jun, forma un complejo
transcripcional aguas arriba (Abbas et al., 2011; Jeong et al., 2012; Lu & Holmgren,
2014). En este estado de heterodimero el NRF2 se une a la secuencia ARE del ADN y
regula la expresion de los genes que poseen dicha secuencia y que codifican enzimas
detoxificantes, asi como las bien conocidas enzimas antioxidantes que incrementan la
principal defensa del sistema (junto con los antioxidantes) contra el estrés oxidativo
(Lee et al., 2003; Thimmulappa et al., 2002).

En condiciones de estado redox normales, el NRF2 esta presente en el citoplasma de
la célula y promueve solamente niveles de expresion basal de enzimas citoprotectoras.
El NRF2 actia como un factor de trasncripcion activador cuando penetra en el nicleo.
El factor NRF2 tiene dos sitios o moléculas a las se puede unir, a) un represor
citoplasmatico Kelch like ECH asociado a la proteina 1 (KEAPL), el cual regula la
estabilidad del NRF2 en el citoplasma en condiciones normales de estado redox
(Hawkes et al., 2014), y b) la secuencia ARE, la cual es una zona aguas arriba de unién

a genes citoprotectores presentes en el nacleo (Mitsuishi et al., 2012).

El KEAP1 actta como represor de NRF2. En el citoplasma, el complejo KEAP1-
NRF2 es ubiquitinado por el complejo Cullin 3 (Cul3)-KEAP1 ubiquitina ligasa hasta
su degradacién en el proteosoma (Hou et al., 2012; Shin et al., 2007; Singh et al.,
2013). Este represor, mediante la ubiquitinacion del dominio E3 ligasa en su
composicion estructural, mantiene regularmente la expresion basal del NRF2 en el
citoplasma por poliubiquitinacion. Ademés, el KEAP1 también ayuda en la
trasportacion del NRF2 al proteosoma en la célula, para su degradacién y reciclado.
Hasta ahora, el KEAP1 ha sido identificado en humanos, ratas y ratones (Hawkes et al.,
2014; Hayes et al., 2010; Kwak et al., 2002).
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Es importante comprender los mecanismos por los cuales el KEAP1 posee la
sensibilidad a las condiciones de estado redox normales y de estrés oxidativo, lo que da
la capacidad de regular la supresion/represion del NRF2. EI KEAP1 es una proteina con
un citoesqueleto rico en tioles. Modificaciones en estos tioles le hace perder su
capacidad de actividad ubiquitina ligasa (mediante la via de la ruta de ubiquitinacién),
asi como cambios en la actividad del complejo Cullin 3 (Cul3)-KEAPL1 ubiquitina
ligasa. Consecuentemente, el complejo Cul3-E3 se separa de KEApl y no permite la

degradacion del NRF2, por lo que éste se estabiliza en el citoplasma.

La posicion citoplasméatica del complejo NRF2-KEAP1 estd regulada por NES
(Nucleus Export Secuence) que trasnporta y mantiene al completjo fuera del nucleo, y
que permanece sin modificar en un estado redox normal. Bajo condiciones de estrés
oxidativo, NES es modificado, resultando en la pérdida de asociacién de NRF2-KEAP1
(Chowdhry et al., 2013; Rada et al., 2012; Suzuki et al., 2000). Una vez que el NRF2 se
separa de su supresor (tanto KEAP1 como el complejo ubiquitin Cul3-E3 ligasa), este

factor se transloca hacia el nacleo (Lu et al., 2011).

El NRF2 translocado al nucleo recluta a la proteina small muscle aponeurotic
fibrosarcoma (sMaf). El heterodimero NRF2-sMaf se une entonces a la secuencia ARE.
Se promueve la expresion de los genes que posean esta secuencia, diferenciandose a
priori dos tipos de genes, genes que codifican enzimas antioxidantes, y genes que
codifican enzimas de fase Il o detoxificantes. Entre las primeras enzimas se cuentan la
catalasa (CAT), la superoxido dismutasa (SOD), la glutation reductasa (GR), la
glutation peroxidasa (GPx), y, entre las segundas, se incluyen los genes que codifican
enzimas como hemo oxigenasa (HO1), NAD(P)H: quinona oxidoreductasa 1 (NQO1),
glutation trasnferasa (GST). Las enzimas de fase Il se encargaran de la detoxificacion de
sustancias toxicas que provoquen dafio y estrés celular, metabolizandolas y
neutralizandolas. Las enzimas antioxidantes evitaran y repararan los dafios provocados

por estas sustancias toxicas y el estrés oxidativo causado por las mismas.

1.4.EL TE BLANCO

Desde hace siglos se conocen las propiedades beneficiosas del té, y es ahora cuando
se van redescubriendo dichas propiedades terapéuticas. El té es una infusion a base de
hojas extraidas de la planta denominada Camelia sinensis, que puede ser usado en la
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prevencion de enfermedades como el céncer, las cardiopatias y enfermedades
neurodegenerativas (Jacob, 1995; Duthie et al., 2000; Serafini et al., 2002; Erba et al.,
2002; Koo & Cho, 2004). El té blanco se diferencia del té verde en el método de
procesamiento (tiempo de fermentacidn) y en el momento de recogida de la planta, ya
que el té blanco esta hecho a partir de brotes y hojas etioladas y no de hojas ya abiertas,
como ocurre en el té verde. Se ha descrito que la ingesta de té verde, de té blanco o de
infusiones de Pelargonium purpureum tiene efectos antioxidantes en plasma y también

en algunos érganos, como corazon y pulmon (Koutelidakis et al., 2009).

Pocos estudios con té blanco han sido realizados con el objetivo de medir tanto el
incremento de la capacidad antioxidante en tejidos y en 6rganos como el efecto sobre la
dieta in vivo (Paganga & Rice-Evans., 1997; Serafini et al., 2000). Es una hipétesis
razonable que el incremento de la capacidad antioxidante en los 6rganos y en los tejidos
puede ocurrir como consecuencia del consumo de alimentos y de hierbas ricas en

compuestos antioxidantes.

El té contiene varios tipos de moléculas: vitaminas, purinas, amino4cidos, cafeina,
aceites volatiles, minerales y polifenoles. Los efectos beneficiosos de esta bebida son
debidos a una clase de polifenoles, los flavonoides, en los cuales se incluyen las
catequinas, que muestran una elevada capacidad antioxidante. Son creados por el
metabolismo propio de la planta, dandose una gran cantidad de estructuras fendélicas que
tienen propiedades bioldgicas Unicas, considerandose los principales responsables de la
mayoria de los efectos beneficiosos atribuidos al té. Los polifenoles del té presentan una
alta capacidad de capturar radicales libres, llegando a ser en algunos casos, 5 veces mas

efectivos que la vitamina C o la vitamina E.

Las principales catequinas del té blanco y verde (Figura 9) son: catequina (C),
epigalocatequina galato (EGCG), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina (EGC) y
epicatequina (EC).
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Figura 9.- Estructura molecular de algunas de las catequinas presentes en el té.

Se han detectado compuestos fendlicos del té incorporados a las células de diferentes
tejidos como cerebro, corazén, rifidn, bazo, pancreas y 6rganos reproductores en rata y
raton (de Boer et al., 2005; Crozier et al., 2009). Estos compuestos fenolicos, después
de la absorcién, son transferidos a través de la sangre a diferentes 6rganos (Scalbert et
al., 2002). Los flavonoides del té estan compuestos principalmente por catequinas,
como la (-) epicatequina y (+) catequina, esta Gltima se ha visto que tiene una alta tasa
de absorcion, siendo considerado el principal agente terapéutico (Hackett et al., 1983).
Sin embargo, el resto de los flavonoides del té, ain mostrando una alta actividad in vivo,
han resultado tener poca biodisponibilidad, tanto en ratas (Chen et al., 1997) como en

humanos (Yang et al., 1998).

Por otra parte, Tenore et al, (2015) mas recientemente ha estudiado la
biodisponibilidad tres de los tipos mas relevantes de té: el té verde, el té negro y el té
blanco. Este trabajo observo que el té blanco analizado poseia una mayor cantidad de
catequinas que los otros dos tipos de te estudiados (Figura 10). Ademas, se observé una

mayor biodisponibilidad en saliva, mucosa gastrica y tejido intestinal, asi como una
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mayor absorcién en un modelo de cultivo celular de céelulas Caco-2 (Figuras 11, 12, 13
y 14). Estos datos indican que el té blanco supera tanto en cantidad de polifenoles como
en biodisponibilidad de los mismos al té verde y negro, asi como una mayor absorcion y

trasporte en plasma (Tabla 2).

Todavia no se han descrito con precision todas las rutas en las que el té actla de
manera beneficiosa, pero se han propuesto las siguientes: busqueda de especies
reactivas de oxigeno y su neutralizacion (Wiseman et al., 1997), modificacion de
senderos de transduccion de sefial, puntos de control del ciclo celular y apoptosis
(Ahmad et al., 1997; Paschka & Butler, 1998; Li et al., 2000), y la induccion de varias
actividades de enzimas relacionadas con el metabolismo de drogas y desintoxicacion de
agentes cancerigenos (Khan et al., 1992; Chen et al., 1996). A través de estos
mecanismos, el té ha demostrado tener excelentes propiedades quimio-protectoras (Lou
et al., 1999) en modelos de cancer de piel, pulmén (Zhang et al., 2000), es6fago (Wang
et al., 1995) y gastrointestinal (Xu et al., 1996; Hernaez et al., 1998).
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Figura 10.- Perfil de polifenoles de muestras de té. El contenido en polifenoles esta
expresado como el valor de la media (mg/g de peso seco de hojas de té) + Desviacion
estandandar (n=5). Las medias tienen diferencias significativas segun el test de Tukey-Kramer
de comparacion multiple (P>0.05). C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-
epicatequina galato; EGC: (-)-epigalocatetquina; EGCG: (-)-epicalocatequina galato; GC: (-)-
galocatequina; CG: (-)-catequina galato (Tenore et al., 2015).
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Los grupos di- o tri-hidroxilo confieren a la estructura de las catequinas su alta
capacidad antioxidante. En el caso de EGCG y ECG presentan tres grupos hidroxilo en
el anillo extra (galato) que incrementa esta capacidad. Asi, las catequinas son capaces
de reaccionar con las EROS como el radical superdxido, oxigeno singlete, radical
hidroxilo, radical peréxido, oxido nitrico, didéxido de nitrogeno y peroxinitrito. La
estructura polifendlica del anillo B permite una deslocalizacion electrénica,

confiriéndole una alta capacidad para neutralizar radicales libres (Yang, 2009).

Como se indica en la Figura 10, el contenido de las diferentes catequinas varia
dependiendo del tipo de té. Por tanto, se observa una mayor o menor efectividad de la
capacidad antioxidante segun la variedad de té, ya que debido a su origen y al
procesamiento recibido, contienen diferentes proporciones de polifenoles, siendo muy
importante la cantidad de EGCG.
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Figura 11.- Biodisponibilidad de los polifenoles de muestras de té en la saliva. El contenido
en polifenoles esta expresado como el valor de la media (mg/g de peso seco de hojas de té) +
Desviacién estandar (n=5). Las medias tienen diferencias significativas segun el test de Tukey-
Kramer de comparacion multiple (P>0.05). C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-
epicatequina galato; EGC: (-)-epigalocatetquina; EGCG: (-)-epicalocatequina galato; GC: (-)-
galocatequina; CG: (-)-catequina galato (Tenore et al., 2015).
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Figura 12.- Biodisponibilidad gastrica de los polifenoles de muestras de té. El contenido en

polifenoles estad expresado como el valor de la media (mg/g de peso seco de hojas de té) +

Desviacion estandar (n=5). Las medias tienen diferencias significativas segun el test de Tukey-

Kramer de comparacion multiple (P>0.05). C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-

epicatequina galato; EGC: (-)-epigalocatetquina; EGCG: (-)-epicalocatequina galato; GC: (-)-

galocatequina; CG: (-)-catequina galato (Tenore et al., 2015).
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Figura 13.- Biodisponibilidad intestinal de los polifenoles de muestras de té. EI contenido en

polifenoles esta expresado como el valor de la media (mg/g de peso seco de hojas de té) +

Desviacion estandar (n=5). Las medias tienen diferencias significativas segun el test de Tukey-

Kramer de comparacion multiple (P>0.05). C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-

epicatequina galato; EGC: (-)-epigalocatetquina; EGCG: (-)-epicalocatequina galato; GC: (-)-

galocatequina; CG: (-)-catequina galato (Tenore et al., 2015).
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Figura 14.- Viabilidad de los polifenoles de muestras de té evaluada usando una linea
celular Caco-2 como modelo de absorcion en el intestino delgado. EI contenido en polifenoles
estd expresado como el valor de la media (mg/g de peso seco de hojas de té) + Desviacion
Estandar (n=5). Las medias tienen diferencias significativas segun el test de Tukey-Kramer de
comparacion multiple (P>0.05). C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-epicatequina
galato; EGC: (-)-epigalocatetquina; EGCG: (-)-epicalocatequina galato; GC: (-)-galocatequing;
CG: (-)-catequina galato (Tenore et al., 2015).
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Figura 15.- Contenido total de flavonoides y de compuestos no flavonoides a diferentes
temperaturas, y tras succesivas extracciones (hasta 3) en el té blanco (WT), té verde (GT), té
Oolong (OT) y té negro (BT) (Horzi¢ et al., 2009).
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Tabla 2.- Porcentajes de biodisponibilidad de los componentes polifenoles del té unidos a
proteinas plasmaticas. Los datos se expresan como la media + Desviacion Estandandar (n=5).
Las medias tienen diferencias significativas segln el test de Tukey-Kramer de comparacion
multiple (P>0.05) (Tenore et al., 2015).

HSA HDL LDL VLDL
C 0.5+0.1 0.1+0.2 0.1+0.2 nd
EC 0.6+0.4 0.2+0.1 0.2+0.3 nd
ECG 38.1+0.9 38.7+1.6 18.7+0.8 0.4+0.5
EGC 0.6+0.2 0.2+0.3 0.2+0.1 nd
EGCG 39.2+0.9 37.6+1.6 16.9+0.8 0.5+0.5
GC 0.5+0.3 0.2+0.1 0.1+0.2 nd
CG 39.7+¢1.5 36.8+1.4 17.9+0.9 0.4+0.3

C: (+)-catequina; EC: (-)-epicatequina; ECG: (-)-epicatequina galato; EGC: (-)-epigalocatequina;
EGCG: (-)-epigalocatequina galato; GC: (-)-galocatequina; CG: (-)-catequina galato; HSA: albumina de
suero humana; HDL.: lipoproteinas de alta densidad; LDL: lipoproteinas de baja densidad; VLDL.:

lipoproteinas de muy baja densidad; nd: no detectado

En los dltimos afios, varios grupos de investigadores han profundizado en las
diferencias de composicion que presenta el té debido a los distintos procesamientos a
los que se le somete. En la Figura 15 se muestran las principales diferencias en la
composicion de los 4 tipos de té mas consumidos. Independientemente de la
temperatura a la que se realice la extraccion, el studio de Horzi¢ et al. (2009) mostro
unos valores de contenido total en polifenoles, en general, menores en el té blanco,

siendo el té verde el que presenta una mayor cantidad de polifenoles y flavonoides.

Concretando aun mas, EGCG es la catequina mas abundante en los 4 tipos de té,
siendo el té verde el que presenta mayor cantidad de ésta y del resto de catequinas,
mientras que el té blanco presenta los niveles mas bajos para todas ellas (en este
estudio). El té negro es el que presenta un mayor contenido en acidos fenélicos. Todos
los tipos de té presentan ciertas cantidades de cafeina, disminuyendo su contenido en el

siguiente orden: té blanco > té oolong > té verde > té negro (Horzi¢ et al., 2009).

Por otro lado, en el trabajo realizado por Tenore et al. (2015) mas recientemente, es
el té blanco, en general, el que posee una mayor biodisponibilidad (Figuras 10, 11, 12,
13 & 14).
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Hay distintas maneras de observar los efectos protectores del té frente al estrés
oxidativo. El presente estudio se ha centrado en los efectos protectores del te blanco
ante un estrés oxidativo agudo, siendo el modelo representativo de situaciones puntuales
de alto estrés oxidativo (como infartos...). Para ello, es necesario un agente altamente

oxidante, capaz de simular las caracteristicas del estrés oxidativo agudo.
1.5. LA ADRIAMICINA

La adriamicina (ADR) es un antibiético aislado de la bacteria Streptomyces peucetis
a comienzos de los afios 60. También se conoce como doxorubicina y es una guinona
del grupo de las antraciclinas que se caracteriza por una estructura tetraciclica unida a
un residuo de azlcar (DeGraff et al., 1994). La ADR es capaz de generar una gran
variedad de radicales libres in vivo y en esto radica la importancia de su accion
citotoxica (Halliwell & Gutteridge, 1989), accion que ha sido usada clinicamente en el
tratamiento del cancer. Ha demostrado tener actividad terapéutica frente a varias clases
de tumores, como el de mama, sarcoma de Kaposi, carcinoma de eséfago, linfoma
Hodgkings y linfoma no Hodgkings, y otros carcinomas de vejiga y tiroides. Sin
embargo, ha resultado tener efectos secundarios graves, tanto agudos (nauseas, vomitos,
mielosupresion, arritmias...), los cuales son tratables clinicamente y son reversibles,
como cronicos (cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca), los cuales son irreversibles y
con mal pronoéstico, pudiendo quedar latentes durante afios. Estos prondsticos sélo se
dan en pacientes que han recibido grandes dosis prolongadas (500 mg/m?) (Wiernik &
Dutcher, 1992; Murphy et al., 1995; Wallace, 2003, Lipshultz et al., 2006).

OH

Figura 16.- Estructura quimica de la adriamicina.
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La adriamicina (Figura 16) pertenece a una clase de antraciclinas que exhibe una
potente actividad antitumoral, presumiblemente por la capacidad de unirse directamente
al DNA vy de insertarse entre los pares de bases y formar enlaces entre éstos y otras
partes de la doble hélice. Ademas, se ha sugerido que la ADR interactla, quizas
exclusivamente, con la mitocondria (Figura 17) debido a su cese de funciones (Jung &
Reszka, 2001). Los efectos citotdxicos de las antraciclinas se han atribuido a la
acumulacién de éstas en los lipidos de la membrana mitocondrial y la actividad redox
inherente produce un dafio en las uniones membranales entre las proteinas y las
enzimas. Esta actividad especifica en la mitocondria se ha correlacionado con una alta
afinidad de esta molécula a los fosfolipidos y a la cardiolipina que son especificos de la
membrana mitocondrial. Interacciona con el complejo | de la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria en su proceso de metabolizacion, produciendo asi su
potente efecto tdxico a nivel mitocondrial. La toxicidad de la adriamicina est& asociada
a los pardmetros de estrés oxidativo, que incluyen la oxidacion de lipidos, proteina y
material genético. Se han llevado a cabo numerosas investigaciones para crear
sustancias con menos efectos secundarios (sobre todo menos efectos toxicos en el
corazon), probandose numerosos andlogos y derivados estructurales. Aun asi, la
doxorubicina sigue siendo el agente mas utilizado (Weiss, 1992). Se han intentado
distintas maneras de disminuir la toxicidad de la adriamicina, alguna de éstas se
llevaban a cabo introduciendo el agente antineoplasico en liposomas, con el fin de
disminuir la exposicion del agente al entorno (Booser & Hortobahyi, 1994). También se
han realizado pruebas mezclando la adriamicina con otro agente que disminuya sus
efectos cardiotoxicos, como por ejemplo la adicion de dextrazoxano, un farmaco que
elimina el exceso de radicales libres, produciéndose una disminucion de casos de

trastornos cardiacos, ya que no provoca tantos dafios en el corazén (Weiss, 1992).

Con este ultimo caso, se crea la hipotesis de reducir los efectos secundarios de la
adriamicina, administrando antioxidantes que neutralicen la accion de los radicales
libres producidos por ella (van Acker et al., 2001; Zhan et al., 2005). Los estudios
demuestran que los flavonoides se localizan en las proximidades de la superficie de la
membrana lipidica y consiguen captar los radicales libres, previniendo asi la
peroxidacién lipidica de la misma expuesta a las EROs en fase acuosa (Terao et al.,
1994).
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Figura 17.- Mecanismo de inhibicion de la funcion mitocondrial por la adriamicina.

Asi pues, la aplicacion clinica de la adriamicina ha sido restringida por sus efectos
cardiotdxicos y nefrotoxicos. Oz & Ilhan (2006), en sus estudios han descrito que en los
grupos tratados con adriamicina, los niveles de malondialdehido en rifion, pulmon,
higado y cerebro fueron mas elevados, pero los niveles de glutation disminuyeron en
comparacion con las ratas control, por lo que estamos hablando de una sustancia
altamente oxidante, la cual distorsiona el balance entre los radicales libres (ROS) y los
antioxidantes. EI desequilibrio resultante causa dafio celular, observandose peroxidacién

lipidica y oxidacion de proteinas (Karaman et al., 2006).

Las enzimas antioxidantes enddgenas, como la superéxido dismutasa y la catalasa,
pueden mitigar los efectos de las EROs creadas, pero estas enzimas se ven rapidamente
desbordadas por la enorme cantidad de éstos. Diferentes estudios han demostrado que la
administracion de adriamicina estd asociada en el higado a procesos inflamatorios,
radicales libres, estrés oxidativo y peroxidacion lipidica. La regulacion de estos
procesos ha sido considerada necesaria para prevenir el dafio en estos dérganos
ocasionado por la utilizacion terapéutica de la adriamicina. (Abd El-Aziz et al., 2001;
Yagmurca et al., 2004; Fadillioglu et al., 2004).
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Figura 18.- Dafio mitocondrial causado por adriamicina.

Existen varios mecanismos mediante los cuales la adriamicina ocasiona dafio al
organismo. La adriamicina se intercala en el ADN ocasionando la inhibicion de la
sintesis de macromoléculas. Ademas, presenta una alta capacidad de generar radicales
libres (Gewirtz, 1999). Uno de los mecanismos a través de los cuales este antibiotico
induce la formacion de radicales libres es como resultado de la reduccion de la
adriamicina a semiquinona, por las enzimas NADPH-P,s, reductasa microsomal y
NADH deshidrogenasa del complejo | mitocondrial (Goodman y Hochestein, 1977). En
presencia de oxigeno, el radical semiquinona da lugar a radicales superdxido que por
dismutacion se generarén otros radicales libres. La adriamicina puede también formar
radicales libres por vias no enzimaticas, como la mediada por el i6n de hierro (Fe**).
Cuando el Fe*" reacciona con los grupos cetona e hidroxilo de la adriamicina, los
electrones son captados por el Fe, formando un complejo ADR-ién Fe?*, que genera
radicales libres (Olson & Mushlin, 1990).

Durante el proceso de metabolizacién, el antibidtico induce la formacion de las
EROs, y se produce un fendmeno conocido como transicion de la permeabilidad
mitocondrial o mitochondrial permeability transition. Este fendOmeno consiste en una
transformacion de las caracteristicas de la membrana mitocondrial interna, es decir, la

membrana mitocondrial interna pasa de ser una barrera altamente restrictiva, capaz de

38



1. Introduccién

excluir moléculas tan pequefias como el ién hidrégeno, a otra que permite la difusion

pasiva de solutos de hasta 1.500 Daltons (Figura 18).

La transicion de la permeabilidad mitocondrial se puede observar en diversas
patologias, sobre todo en las asociadas con el estrés oxidativo, siendo ademéas uno de los
efectos del tratamiento con adriamicina. Como efecto de la transicion de la
permeabilidad mitocondrial se produce una interferencia en las rutas mitocondriales
dependientes de calcio y de la sintesis calcio-estimulante del ATP (Wallace, 2003), con
la consecuente disminucion de ATP. Es decir, el antibiotico produce EROs que alteran
las proteinas de la cadena electrénica mitocondrial y ademas modifica la permeabilidad

de la membrana mitocondrial, por lo que disminuye la sintesis de ATP.
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2. Objetivos

Los objetivos del presente estudio han sido los siguientes:

Primero. Evaluar los efectos de la ingestion de té blanco sobre el peso corporal,
ingesta alimentaria, utilizacion de la proteina y absorcion de minerales seleccionados
(Ca, P, Mg, Fe y Zn) en rata.

Segundo. Valorar el efecto del consumo a largo plazo de té blanco administrado
frente al estrés oxidativo agudo producido por adriamicina en microsomas higado,

corazén y cerebro de rata.

Tercero. Investigar los mecanismos genéticos y moleculares a través de los cuales la

ingestion de extracto de té blanco protege frente al estrés oxidativo agudo.

Cuarto. Clarificar los mecanismos protectores genéticos y enzimaticos que estan
implicados en la proteccion del rifidn como resultado de la ingesta a largo plazo de

extracto de té blanco.

Quinto. Estudiar los efectos de la adriamicina y del té blanco sobre la capacidad
antioxidante en plasma y el perfil de acidos grasos en microsomas de higado y corazén

en rata.
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3.1 Estudio eficiencia alimentaria y absorcion de minerales

3.1. CAPITULO EXPERIMENTAL 1

WHITE TEA CONSUMPTION SLIGHTLY REDUCES IRON ABSORPTION BUT
NOT GROWTH, FOOD EFFICIENCY, PROTEIN UTILIZATION, OR CALCIUM,

PHOSPHORUS, MAGNESIUM, AND ZINC ABSORPTION IN RATS
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3.1 Estudio eficiencia alimentaria y absorcion de minerales

3.1.1. Introduction

Tea is the second most commonly consumed beverage in the world after water.
Different kinds of tea are produced from the leaves of Camellia sinensis: white and
green tea (both unfermented), Oolong and red tea (both partially fermented), and black
tea (fermented). Green and black teas are well known, but currently, there is no
generally accepted definition of white tea and very little international agreement on the
same. Some producing countries define white tea by plucking standard, i.e., only the
buds or first leaves of C. sinensis that are steamed and dried immediately after picking
with minimal processing to prevent oxidation. In this way, the delicate white leaf hairs
are left intact, giving the resulting tea a “white” coloration and a delicate taste (Hilal &
Engelhardt, 2007; Rusak et al., 2008).

Many animal and human studies have linked tea consumption to a reduction in the
risk of several chronic diseases, especially cardiovascular diseases, cancer, and diabetes,
but also with positive effects on bone density, cognitive function, dental caries, and
kidney stones, and with anti-microbial, antiallergenic, and anti-inflammatory activities,
among other health promotion properties (Cabrera et al., 2006; Gardner et al., 2007;
Almajano et al., 2008). These protective effects have been attributed to the polyphenols
found in tea (Dufresne & Farnworth, 2001; Manach et al., 2005; Khan & Mukhtar,
2007). On the other hand, most polyphenols from tea, such as tannic acid, gallotannin,
catechin, and proanthocyanidin, might possess antinutritional properties since they form
insoluble complexes with proteins and certain mineral elements in the lumen of the
gastrointestinal tract, causing decreased absorption of these nutrients, particularly non-
heme iron (Greger & Lyle, 1988; Cahng et al., 1994; Hurrell et al., 1999; Hamdaouia et
al., 2003; Thankachan et al., 2008). Tea polyphenols might also inhibit digestive
enzymes, such as a-amylase, pepsin, trypsin, and lipase and reduce food digestibility
(He et al., 2006).

White tea is the rarest, the least processed, and the least known among tea types. In
recent years, some studies have investigated the antioxidant and antimutagenic activities
of white tea, which were seen to be correlated with their polyphenol contents (Santana-
Rios et al., 2001; Rusak et al., 2008; Koutelidakis et al., 2009). However, unlike other

kinds of tea, such as green, Oolong, or black tea, the potential antinutritional effects of
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white tea have not been investigated despite its known higher epigallocatechin-3-gallate
and methylxanthine concentrations (Hilal & Engelhart, 2007; Almajano et al., 2008).

The aim of the present study was to assess the effects of two doses of white tea
extracts on body weight gain, food intake, food efficiency, dietary protein utilization,
and the absorption of selected minerals in rats (calcium, phosphorus, magnesium, iron,

and zinc).
3.1.2. Materials and methods
3.1.2.1. Animals and diets

The study protocol was in accordance with the Declaration of Helsinki principles and

was approved by the Bioethical Committee of the University of Murcia, Spain.

A total of 60 6-week-old Sprague—Dawley rats age were purchased from the
University Animal Centre (Murcia, Spain) and acclimated for 1 week prior to starting
the experiment. Animals were housed individually in metabolism cages and maintained
in a room under the following controlled conditions: temperature 21+2°C, relative

humidity 55+5%, ventilation frequency 18 times per hour, and a 12-h light— dark cycle.

Rats were assigned randomly to two groups of 30 animals, consisting of 15 males
and 15 females. Each group was assigned to one of the two digestibility trials performed
(trial 1 and 2), which lasted 3 and 30 days, respectively. Each trial consisted of three
assays, corresponding to the daily administration of a dose of 0, 15, or 45 mg of the tea
solid extract per kilogram body weight (0, 4, or 12 mg polyphenols per kilogram body
weight, respectively) administered in the drinking water. We estimated that these doses
contained amounts of tea equivalent to those consumed by humans drinking 0, 3, and 9

cups of tea daily, respectively.

Rats were weighed at the beginning and the end of each assay after 12 h fasting.
Feces and urine were collected separately throughout the 3 days and the last 7 days of
trials 1 and 2, respectively. All animals had free access to diet and double-distilled
deionized water with or without tea. Their diet in both trials was a commercial rat feed

(Global Rodent Maintenance 2014, Harlan Interfauna Iberica, SA, Barcelona, Spain).
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3.1.2.2. Preparation of tea infusion

White tea (30 g, Sara Lee Southern Europe S.L., Mollet del Vallés, Barcelona, Spain)
was mixed with 500 ml boiling double-distilled, deionized water for 5 min, with
constant shaking, and the samples were filtered through Whatman no. 1 filter paper
(Whatman Schleicher & Schuell, Castelldefels, Spain). The tea infusions were freeze-
dried, and the solid extracts were kept at —20°C until use. The total phenol content was
analyzed by the Folin—Ciocalteu method, and the profile of the main catechins was
determined by capillary electrophoresis, as previously reported by Almajano et al. [1].
The white tea used in the present study contained 2,180+161 mg of total
polyphenols/100 g tea leaves, expressed as milligram gallic acid equivalent per liter of
infusion. The main catechin present in this kind of tea is epigallocatechin- 3-gallate
(1,525+£113.4 mg/100 g tea leaves) and several other polyphenols such as
epigallocatechin and epicatechin, as well as methylxanthines theobromine and caffeine

are also present [1].
3.1.2.3. Analytical methods

The feces were freeze-dried, weighed, and ground to a fine powder. Diet, feces, and
urine were analyzed for nitrogen, which was determined by the Kjeldahl method. Diet
and feces were analyzed for minerals (calcium, phosphorus, magnesium, iron, and zinc).
Diet and feces were ashed in a muffle oven (Naberthem L9/11/B179, Naberthem
GmbH, Lilienthal, Germany) at 450°C for 18 h. After adding concentrated HNO and
heating at 100°C for 1 h, the ashed samples were redissolved in concentrated HCI and
diluted for analysis. The mineral concentrations of each ashed sample were measured
using a sequential inductively coupled plasma atomic emission spectrometer system
(Optical Emission Spectrometer Optima 2000 DV, Perkin Elmer Instruments,
Wellesley, MA, EEUU).

3.1.2.4. Calculations

The following were calculated: feed efficiency (FE)= body weight gain (grams)/food
intake (grams); protein efficiency ratio (PER)=body weight gain (grams)/ protein intake
(grams); apparent protein digestibility (APD)=100x%(nitrogen intake—fecal nitrogen
excretion)/ nitrogen intake; biological value (BV)=100x (nitrogen intake—fecal nitrogen
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excretion—urinary nitrogen excretion)/(nitrogen intake—fecal nitrogen excretion);
nitrogen balance (NB)=100x(nitrogen intake— fecal nitrogen excretion—urinary nitrogen
excretion)/ nitrogen intake; and apparent absorption of calcium, phosphorus,
magnesium, iron and zinc (percent)=100x [Ca (P, Mg, Fe, Zn) intake—fecal Ca (P, Mg,
Fe, Zn) excretion]/Ca (P, Mg, Fe, Zn) intake.

3.1.2.5. Statistical analysis

All data were analyzed using SPSS for windows (version 15.0, SPSS Inc., Chicago,
USA). The results are given as mean valueststandard deviation. Statistical analyses
between genders were performed by Student's t test if normality and homogeneity were
confirmed. Otherwise, the Mann—-Whitney test was applied. Differences between the
values obtained in trials 1 and 2 were performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) if normality and homogeneity were confirmed. Otherwise the Kruskal-
Wallis test was applied. The level of significance was set at 5% for all analyses
(P<0.05).

3.1.3. Results

Data from male and female rats were analyzed and presented separately because
significant gender-based differences were found for some of the parameters evaluated.
As expected, daily body weight gain, food intake, FE, and PER were significantly
higher in male than in female rats; male rats showed higher BV and NB than female
rats, while APD did not differ between sexes (Tables 1 and 2). White tea extract fed to
rats at 15 or 45 mg of the tea solid extract per kilogram body weight (4 or 12 mg
polyphenols per kilogram body weight, respectively) for both 3 or 30 days (trials 1 and
2, respectively) did not significantly influence daily body weight gain, food intake, FE,
or PER. Neither were the indices of digestive (APD) and metabolic (BV, NB) utilization
of dietary protein affected by white tea consumption at the two doses analyzed (Tables
1and 2).

The apparent absorption of magnesium and zinc was higher for male than female rats
(Table 3). The apparent absorption of calcium, phosphorus, magnesium, and zinc in
both male and female rats did not differ significantly from the control groups (0 mg/kg)

at either dose of white tea extract administered for 3 or 30 days (Table 3). In contrast,
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apparent iron absorption was slightly but significantly (P<0.05) reduced (15-18%) in
rats at the highest dose of white tea extract (12 mg of the polyphenols per kilogram
body weight per day, equivalent to 9 cups of tea in humans) for both 3 and 30 days of
consumption (Figure 1).

Table 1 Daily body weight gain, food intake, feed efficiency, and protein biological coefficients in rats consuming different doses of
white tea for 3 days (digestibility trial 1)

Male rats Females rats P

Control White tea ‘White tea Control White tea White tea

15 mg/kg bw 45 mg/kg bw 15 mg/kg bw 45 mg/kg bw
Body weight gain (g/day) 49+1.0 5.7«1.5 5.2+1.6 3.7£1.6 3412 33+1.6 0.002
Food intake (g/day) 163£1.7 15314 148+24 13.4+1.0 13.9£13 14.5+1.3 0.049
Feed efficiency 0.30+0.07  0.37+0.08 0.35+0.09 027+£0.10  0.25+0.08 0.23£0.11  0.002
Protein efficiency ratio 1.99+048  2.45+0.28 231+0.64  1.83£0.68  1.63+0.55 1.52+0.73  0.002
Apparent protein digestibility (%) 77.9£1.6 79.7+0.8 78.5+£2.0 78.74£2.2 76.9+1.0 78.5+1.0 0.428
Biological value (%) 47.1+£2.6 46.9+6.0 49.5+9.5 44.8+4.9 40.9+5.2 43.3£4.9 0.048
Nitrogen balance (%) 36.7+£2.5 37.4+4.8 383478 35.2+3.3 31.5£3.7 34.0+4.1 0.025

Values are expressed as means+standard deviation (n=>5)
bw body weight
® Significant differences between sex (Student's ¢ test or Mann—Whitney test)

Table 2 Daily body weight gain, food intake, feed efficiency, and protein biological coefficients in rats consuming different doses of
white tea for 30 days (digestibility trial 2)

Male rats Females rats P

Control White tea White tea Control White tea White tea

15 mg/kg bw 45 mg/kg bw 15 mg/kg bw 45 mg'kg bw
Body weight gain (g/day) 3.6+0.9 49£1.8 49+£19 1.9+0.9 1.3+0.8 1.6+0.2 0.001
Food intake (g/day) 142+0.8 15.5+1.7 168+14  14.3£1.2 14.2+1.7 12712  0.011
Feed efficiency 025005  0.31+0.08 029+0.12  0.13+£0.06  0.09+0.02 0.13£0.02  0.001
Protein efficiency ratio 1.65£034  2.02+0.51 1.88+0.79  0.85+0.38  0.61+0.21 0.84+0.13  0.001
Apparent protein digestibility (%) 79.8£1.8 80.8£1.9 80.8+2.1 79.5+1.8 79.9+1.9 80315 0.357
Biological value (%) 48.6+6.5 53.6+£2.7 579+8.6 38.2+7.1 37.4+7.0 39.2+8.9 0.001
Nitrogen balance (%) 388+54 43.3+2.9 46.8+6.9 30.3£5.7 29.9+4.9 315+£7.0 0.001

Values are expressed as means=standard deviation (n=5)
bw body weight
# Significant differences between sex (Student's ¢ test or Mann—Whitney test)
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Table 3 Apparent absorption of calcium, phosphorus, magnesium, and zinc in rats consuming different doses of white tea for both 3 and
30 days (digestibility trials 1 and 2, respectively)

Apparent absorption (%)  Male rats Females rats P

Control White tea White tea Control White tea White tea

15 mg/kg bw 45 mg/kg bw 15 mg/kg bw 45 mgkg bw

Trial 1 (3 days)
Calcium 40.8+£5.1 43.9+7.8 42.9+4.7 47.3+£5.6 40.7+3.8 45.8+5.8 0.194
Phosphorus 29.5+5.0 31.9+6.5 33.5+6.2 33.7+4.5 25.8+4.0 29.8+54 0.617
Magnesium 37.1£5.7 39.6+7.5 44 8+74 35.1+3.1 30.4+4.6 33.6+4.3 0.045
Zinc 43,2440 40.7£5.3 42.4+4.6 31.9+4.1 29.4+5.5 33.6+£5.7 0.001
Trial 2 (30 days)
Calcium 30.1+5.4 30.6+2.4 34.0+4.7 37.9+6.7 35.9+54 37.1+49 0.056
Phosphorus 28.5£29 34.5+£4.7 33.8+£3.7 30.7£6.0 27.3£5.3 29.2+£39 0.129
Magnesium 41.4+7.8 42.2+6.4 44,1452 31.4+59 33.6+2.6 32,727 0.016
Zine 40.1+4.9 41.9+£5.0 42,5452 29.3+£3.1 322432 31.842.8 0.001

Values are expressed as means+standard deviation (n=35)

bw body weight

# Significant differences between sex (Student's ¢ test or Mann—Whitney test). No significant differences between values from trials 1
and 2 were observed (ANOVA or Kruskal-Wallis test)

S

S

Apparent absorption of iron (%)
3 ]

4} ab

ab

Male rats

Female rats

Male rats

Eemale rats

0 Control
O White tea 15 mg/kg bw
O White tea 45 mg/kg bw

Trial 1 (3 days)

Figure 1. Effect of white tea consumption on apparent iron absorption in rats during
digestibility trials 1 and 2. Results are expressed as means+SD (n=5). Columns with

Trial 2 (30 days)

different superscript letters (a—b) reflect significant (P<0.05) differences in the results
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3.1.4. Discussion

Tea is generally considered a healthy drink and a source of biologically active
molecules as polyphenolic compounds, with a beneficial impact on human health
(Chang et al., 1994; Dufresne & Farnworth, 2001; Manach et al., 2005; Cabrera et al.,
2006; Garder et al., 2007; Khan & Muktar, 2007). However, the polyphenols found in
tea may also interact with other compounds in the diet, such as proteins and some
mineral elements, particularly iron, lowering their availability. The antinutritional effect
of tea polyphenols has previously been assessed in black and green tea (Chang et al.,
1994; South et al., 1997; Hurrell et al., 1999; Prystai et al., 1999; Greger & Hulther,
2000; Samman et al., 2001; Hamdaouia et al., 2003), but not in white tea. The present
study evaluates the antinutritional effects of two different doses of white tea
administered for two different lengths of time, and is, to the best of our knowledge, the
first study published that looks at white tea consumption and evaluates its antinutritional

effects.

It was found that the daily consumption of white tea extract administered in doses of
15 and 45 mg/kg body weight for 3 and 30 days did not significantly change daily body
weight gain, food intake, FE, or PER in rats, which agrees with other studies carried out
in rats consuming green or black tea (Chang et al., 1994; De Vos & De Schrijver, 2003).
However, Greger & Lyle (1988) found that rats fed green or black tea experienced
growth depression and decreased food intake; the efficiency of feed utilization was also
affected by tea ingestion. Similarly, Hamdaouia et al. (2003) described how both black

and green tea significantly reduced iron bioavailability and body weight gain in rats.

The in vitro antinutritional effect of green tea polyphenols on the activities of pepsin,
trypsin, and other digestive enzymes was investigated by He et al. (2006). These
authors suggested that polyphenols could reduce protein digestibility as a result of the
ability of polyphenols to denature digestive enzymes. However, in the present study, the
white tea concentrations used (equivalent to 3 and 9 cups of tea in humans) were not
sufficient to induce any decrease in the digestive or metabolic utilization of dietary

protein.

The novel information obtained in this study is that daily white tea extract
consumption at 15 and 45 mg/kg body weight for 3 and 30 days did not change the

57



3.1 Eficiencia alimentaria y absorcion de minerales

apparent absorption of dietary calcium, phosphorus, magnesium and zinc, while other
tea types, particularly green and black tea, have been seen to have inhibitory effects on
calcium, iron, or zinc apparent absorption in rats (Greger & Lyle, 1988; Zeyuan et al.,
1988; Chang et al., 1994).

In this study, white tea consumption slightly reduced iron apparent absorption at the
highest dose, which reflects the results obtained with other tea types, as seen in the
literature. Non-heme iron is the most widely studied mineral element with regard to the
antinutritional effects of tea polyphenols. Several studies carried out in rats and humans
have showed that these compounds could inhibit iron absorption, probably by forming
insoluble complexes in the lumen of the gastrointestinal tract (Zeyuan et al., 1988;
Hurrell et al., 1999; Prystai et al., 1999; Samman et al., 2001; Thankachan et al., 2008).
However, other authors have not observed these effects (De Vos & De Schrijver, 2003;
Ullmann et al., 2005).

It might be considered that the reduction in iron absorption resulting from white tea
consumption observed in our study (15-18% with respect to the control groups) is very
low and probably insignificant in humans, since all the iron in the rat diet was in
nonheme form. However, as the percentage of non-heme iron in the usual diet is
considered to be between 60% and 75% (Hallberg & Hulthen, 2000), a reduction of 15—
18% non-heme iron absorption might be of interest in populations at high risk of iron
deficiency.

On the other hand, it has been suggested that a reduction in iron absorption might
sometimes be beneficial as this is one of the mechanisms through which polyphenols

exert their antioxidant activity (Bravo, 1998; Handaouia et al., 2005).

A factor that could influence the potential antinutritional effect of tea is the length of
exposure. In rat studies, iron absorption or tissue content fell when a tea was taken with
one meal (Reddy & Cook, 1991; South et al., 1997; Hurell et al., 1999; Handaouia et
al., 2003). However, in others studies where the period of tea exposure was longer than
7 days, tea intake did not inhibit iron absorption (Greger & Lyle 1988; Record et al.,
1996; Kim & Miller, 2005). Kim &Miller (2005) provided evidence for a protective
effect of proline-rich proteins, a major component of saliva, against the adverse effects
that tea polyphenols consumed for 5 days might have on iron absorption. In order to test
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this possible adaptation process, the present study included two trials to assess different
lengths of white tea consumption, 3 and 30 days. However, no significant differences
between these periods were observed for any of the indices analyzed, including apparent

iron absorption.

The difference found between our results and those evaluating the antinutritional
effects of green and black tea might arise from the different doses studied or from the
differences that exist among tea types and hence their compositions. It is well known
that tea composition is affected by fermentation processes and also differs according to
the type and preparation of tea (Hilal & Engerhart, 2007; Almajano et al., 2008; Horzic
et al., 2009; Rusak et al., 2008). At the same time, several other factors could explain
the differences with other studies found in the literature, e.g., the forms of tea (solid in
the diet or liquid in the drinking water), the length of exposure (one meal, a few days or
several weeks), the variables measured (apparent absorption or tissue content), and the

nutritional status of the test animals/humans (normal or anemic).

In conclusion, our results suggest that the white tea extract consumption at 15 or 45
mg/kg body weight has no adverse effect on daily body weight gain, food intake, FE, or
PER in rats. The apparent absorption of calcium, phosphorus, magnesium, and zinc was
not modified, and only iron absorption was slightly reduced at 45 mg of the tea solid
extract per kilogram body weight (equivalent to 9 cups of tea in humans). Therefore, the
normal consumption of white tea, which constitutes an important source of antioxidant
compounds, is apparently safe, although its long-term effect on iron absorption at high
doses warrants more detailed investigation. Human studies should also be carried out to

confirm the results of this study in rats.
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PROTECTIVE EFFECT OF WHITE TEA EXTRACT AGAINST ACUTE OXIDATIVE

INJURY CAUSED BY ADRIAMYCIN IN DIFFERENT TISSUES
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3.2.1. Introduction

Tea (Camellia sinensis) has beneficial properties in the prevention of diseases such
as cancer, heart disease and neurodegenerative diseases (Serafini, Belloco, Wolk, &
Ekstrom, 2002). Recent studies reported that the intake of green tea and or white tea has
an antioxidant effect in the plasma and in various organs such as the heart and lungs
(Koutelidakis et al., 2009). Such effects have been attributed to the flavonoid content of
tea, which may be beneficial in pathological situations associated with the high
production of free radicals (Galleano, Oteiza & Fraga, 2009). Tea also contains other
antioxidant compounds including catechins. The B ring of these catechins encourages
electron delocalization, conferring a high capacity to neutralize free radicals (Yang, et
al., 2009). The main catechins in white tea are catechin, epigallocatechin gallate
(EGCG), epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin (EGC) and epicatechin (EC).
However, the physiological mechanisms associated with the chemical properties of
polyphenols and their healthy antioxidant effects are still controversial (Galleano et al.,
2009).

The processing of green and white teas differs. To produce green tea, the young
leaves are rolled and steamed to minimize oxidation. White tea is prepared from very
young tea leaves or buds covered with tiny, silvery hairs, which are harvested only once
a year in the early spring. White tea is steamed and dried immediately after picking to
prevent oxidation, giving it a light, delicate taste (Rusak et al., 2008). Each type of tea
has a different composition. For example, the catechin content of each type depends on
the method used to process it and the starting material (leaves, buds... etc.). EGCG has
been identified as the major polyphenol in both white and green teas, but caffeine, gallic
acid, theobromine, EGC, and ECG were present at higher concentrations in white tea
(Santana-Rios et al., 2001). Thus, the possible increased activity of white tea could to
be related to higher concentrations of several of the major constituents (Santana-Rios et
al., 2001).

Most studies of treatments involving tea to prevent oxidative damage have evaluated
the effect using short term treatments. For example, Kim et al. (2002) reported that rats
given green tea catechins for 4 weeks and irradiated by microwave for 15 min show a

dose-dependent recovery of the antioxidative system function in liver. Koutelidakis et
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al., (2010) found that green tea or white tea infusions (treatments equivalent to 30 cups
of tea per day in humans) provided to mice for 5 days protected the colon from the
potential oxidative effect of non-absorbed iron. Nevertheless, the antioxidant effect of
tea differed between organs, and the authors observed no protective effect in brain, liver
or kidney (Koutelidakis et al., 2009) using this treatment time. It was therefore
considered to be of interest to ascertain whether longer treatment with tea provided in

the diet might protect key organs against acute oxidative stress situations in humans.

Adriamycin (ADR), also known as doxorubicin, is a quinone belonging to the group
of anthracyclines, an antibiotic isolated from Streptomyces peucetis in the early 1960's.
In humans, ADR is used as a chemotherapy agent against a variety of human cancers,
including lymphomas, leukemias and solid tumors since ADR is intercalated in cell’s
DNA and prevents its replication (Cutts et al., 1996). However, one of the problems of
ADR is its ability to generate, in vivo, a large number and variety of free radicals with
cytotoxic effects (Halliwell & Gutteridge, 1989). One of the mechanisms through which
this antibiotic induces the formation of free radicals is by enzymatically reducing ADR
to the ADR semiquinone (Goodman & Hochstein, 1977). Mediated by the iron ion (Fe®
"), the ADR may also produce free radicals non-enzymatically. However, clinical
studies in humans have shown that treatment with some antioxidants does not fully
reverse the cardiotoxic effect of ADR (Schimel, Richel, van den Brink & Guchelaar,

2004) and there is a search for new agents to reverse this secondary effect.

We evaluated the effect of the long term consumption of different doses of tea
provided in the diet against the acute oxidation produced by ADR in mature rats,
analyzing lipid and protein oxidative metabolites and hydrophilic antioxidant activity in

microsomes from liver, heart and brain.
3.2.2. Materials and methods
3.2.2.1. Experimental design

The study protocol was in accordance with the Helsinki Declaration and was
approved by the Bioethical Committee of Murcia University, Spain. Twenty-two
Sprague-Dawley rats at weaning were purchased from the University Animal Center

(Murcia, Spain). The animals received a commercial diet for rodents (“Harlan" 2014
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Global Rodent Maintenance, Barcelona, Spain) and were kept in cages in groups of
three or four, with males separated from females. The animals were maintained in a
room under controlled conditions: temperature 23 + 2 °C, relative humidity 55+5%,

ventilation frequency 18 times/h and a 12:12 h light-dark photoperiod.

For 12 months, the rats received different doses of tea in the drinking water. The
Control (9 males and 3 females) received distilled water; Dose 1 group (D1) (2 males
and 3 females) received 15 mg of solid tea extract/kg body weight (4 mg
polyphenols/kg body weight), and Dose 2 group (D2) (3 males and 2 females), received
a dose of 45 mg of solid tea extract/kg body weight (12 mg polyphenols/kg body
weight). The drink was available continuously and rats drank ad libitum. We estimated
that these doses contained amounts of tea equivalent to those consumed by humans
drinking 0, 3 (reflecting western habits (Wang et al., 2011)) and 9 cups of tea per day
(reflecting oriental habits (Suzuki et al., 2009) whereby part of the population consumes

more than 7 cups per day).

After 12 months, all the animals received an intraperitoneal injection of adriamycin,
(10mg/kg. body weight), except half of the animals of the control group (4 males and 1
female) that received an injection of saline solution. In this way, four experimental
groups were established: Control, Control + Adriamycin (C + ADR), white tea dose 1 +
ADR (D1 + ADR) and white tea dose 2 + ADR (D2 + ADR).

Forty-eight hours after the administration of adriamycin, and following overnight
fasting, the rats were weighed and sacrificed under anaesthesia (sodium thiopental). The
heart, liver and brain, were removed and immediately rinsed in cold saline solution. The
microsomas, obtained as described by Philipp and Shapiro (1979), were frozen at -80°C

until analysis.
3.2.2.2. Preparation of tea infusion

The tea extract was prepared in Barcelona (Spain) following the protocol described
by Almajano et al., 2008. White tea (30 g of tea leaves, Sara Lee Southern Europe S.L.,
Mollet del Vallés, Barcelona, Spain) was mixed with 500 ml boiling double-distilled,
deionized water for 5 min, with constant shaking and the samples were filtered thorough

Whatman no. 1 filter paper (Whatman Schleicher & Schuell, Castelldefels, Spain). The
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tea infusions were freeze-dried and the extracts were kept at -20°C until use. The total
phenol content was analyzed by the Folin-Ciocalteu method, and the profile of the main
catechins was determined by capillary electrophoresis. The white tea used contained
2180 + 161 mg of total polyphenols/100 g tea leaves, expressed as mg gallic acid
equivalent per litre of infusion. The individual catechin content of the white tea was
analyzed by RP-HPLC (Almajano et al., 2011). The main catechin was seen to be
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (1525+£113.4 mg/100 g tea leaves) and several other
polyphenols were present (mg/100 g tea leaves): epigallocatechins (159+15.2) and
epicatechin (54.3+2.5), as well as methylxantines, theobromine and caffeine (Almajano
etal., 2011).

3.2.2.3. Analytical methods
3.2.2.3.1. Total phenolic content

Folin-Ciocalteu's reagent (Panreac, Spain) was used to determine the total content of
the phenolic compounds of white tea (Singleton & Rossi, 1951). Five hundred
microlitres of sample were placed in a glass test tube, and 1 ml of water (Mili-Q) and
2.5 ml of Folin-Ciocalteu’s reagent (10-fold diluted) were added. The reaction medium
(3 ml) was allowed to react in the dark for 1h, and the absorbance at 755 nm was
measured. The results were expressed as pmol of gallic acid equivalents (GAE) per 100

g of tea leaves.
3.2.2.3.2. Protein determination

The Lowry method (Lowry, Rosebrough, Farr & Randall, 1951) was used to measure
the protein content of the samples. These values were used as reference in all the

techniques.
3.2.2.3.3. Hydrophilic antioxidant activity (HAA)

HAA was measured in the liver, heart and brain using the method of Arnao et al.,
(1999), which is based on the ability of the antioxidants in the sample to reduce the
radical cation of 2,2°-azino-bis-3-(ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS),
determined by the decolouration of ABTS™, and measuring the quenching of the

absorbance at 730 nm. This activity is calculated by comparing the values of the sample
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with a standard curve of ascorbic acid and expressed as ascorbic acid equivalents
(mMolar) per milligram of protein.

3.2.2.3.4. Carbonyl groups

The concentration of carbonyl groups in microsomal proteins was determined by 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) reagent according to the method of Reznick & Packer
(1994) modified by Bailey (2001). Microsomal samples were divided into two aliquots
of at least 1 mg/ml of protein in each. To one of them, was added 2 ml of 2N HCI was
added before incubating at room temperature for 1 hour, stirring intermittently. This
served as the Control tube. To the other tube was added 2 ml of 10 mM DNPH
dissolved in 2 N HCI. This was incubated and stirred as above, and served as the
experimental sample. After incubation, the reaction in both cases was stopped by adding
TCA (tri-chloro acetic acid) at 20% and then centrifuged at 5,000g for 13 minutes. The
pellets were washed with 10% TCA and re-spun. The precipitate was washed 3 times
with 2 ml of a solution of ethanol-ethyl acetate (1:1). The final protein precipitate was
resuspended in 6 M guanidine-HCI and centrifuged, reading the supernatant by a sweep
of 344-390 nm. The carbonyl content was expressed in nmol/mg protein.

3.2.2.3.5. Hydroperoxides

The technique described by Jiang et al., (1992) was used to determine
hydroperoxides. This is based on the reaction in which Fe®* is oxidized to Fe*" in acidic
conditions. The reaction is characterized by the donation of a negative anion mediated
by the action of Fox’s reagent. It uses a dye, xylenol orange, sensitive to the oxidation
of iron. In the case of hydroperoxides, iron acts as a transition metal. The orange colour
intensity of the xylenol increases with the presence of hydroperoxides. The AMN
(ammonium ferrous sulfate) is the source of iron for lipid peroxidation, while AAPH (2-
2 azobis amidinopropane) is a strong inducer of lipid peroxidation.

3.2.2.4. Statistical analyses

The results are expressed as mean + SD. The normality of the variables was
confirmed by the Shapiro-Wilk test and homogeneity of variance by the Levene test.
Statistical differences among the four groups of treatments were assesed by one-way
ANOVA analyses followed by the Bonferroni or Games Howell test, depending on the
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homogenity of the variables. Differences among organs in the control groups were also
analyzed by ANOVA when 3 organs were available, and by t-test when only 2 organs
were available. Correlations between variables were assessed using Pearson’s
correlation coefficients. The significance level was 95% in all cases (P <0.05). All data
were analyzed by the computer application SPSS for Windows ® (version 15.0, SPSS
Inc., Chicago, USA).

3.2.3. Results

During the 12 months of the dietary treatment, food consumption was similar in all
the groups, and no differences were detected in the body weight of the animals as a
result of consuming tea (control: 445 £ 82 g; control + ADR: 380 + 50 g; dose 1 +
ADR: 379 + 110 g; dose 2 + ADR: 374 = 139 g). As expected, the hydrophilic
antioxidant activity (HAA) was significantly lower observed in the liver, heart and brain
of control rats treated with ADR compared with the control rats not receiving ADR
injection (Figure 1). However, ADR did not decrease this antioxidant activity in liver or
brain in rats consuming dose 1 or dose 2 of tea, while the heart was only protected in
rats consuming the maximum dose of tea (dose 2). This difference among the organs as
regards the protection against ADR could be explained by the basal HAA activity in the
heart of control rats, which is significantly lower than in liver or brain; thus, the heart

would need a greater dose of tea to reach the basal antioxidant status (Figure 1).

Similar results were observed when protein oxidation (Figure 2) and the lipid
oxidative metabolites (Figure 3) were analysed in these organs. ADR produced an
increase in the concentration of carbonyl groups (Figure 2) and hydroperoxides (Figure
3) in the organs when administered to control rats. Nevertheless, tea consumption
reduced the concentration of these oxidative metabolites to basal or control values in
rats receiving the ADR. Brain needed the higher dose of tea (dose 2) to reach the basal
values of the carbonyl groups (Figure 2). The same organ showed a greater level of
protein oxidation (Figure 2) and lower lipid oxidation (Figure 3) than the liver in
control rats. The results for heart are not shown because of lack of material for the

hydroperoxide analyses.

HAA antioxidant activity was inversely correlated with the protein and lipid oxidized
metabolites in the three organs (Table 1). In addition, the concentration of the carbonyl
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groups was positively correlated with the concentration of hydroperoxides in liver (r =
0.747; p<0.001) and brain (R = 0.57; P=0.001).

HAA (eq. Asc) mM - mg prot -1

Figure 1. Hydrophilic antioxidant activity (HAA) expressed in equivalents of ascorbic acid
(mM) per mg of proteins. () control group, () control + ADR group, (E2) dose 1 + ADR
group, and (E8) dose 2 + ADR group. Values are the mean = SD of 5 animals per group. Values
with different letters indicated statistically significant differences among treatments; * indicates

significant differences among organs in control rats (p<0.05).

Carbonyl group nmoles - mg prot-!
& w % &

Liver Heart Brain

Figure 2. Concentration of carbonyl groups (CGC) expressed in nanomols of carbonyls

group per mg of proteins. (L) control group, (EI) control + ADR group, (E) dose 1 + ADR
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group, and (B) dose 2 + ADR group. Values are the mean + SD of 5 animals per group. Values
with different letters indicated statistically significant differences among treatments; * indicates
significant differences among organs in control rats (p<0.05).
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Hydroperoxides nmoles - mg prot-!
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Figure 3. Concentration of hydroperoxides expressed in nanomols of hydroperoxides per mg
of proteins. (O0) control group, (E2) control + ADR group, (E2) dose 1 + ADR group, and (i)
dose 2 + ADR group. Values are the mean + SD of 5 animals per group. Values with different
letters indicated statistically significant differences among treatments; * indicates significant
differences among organs in control rats (p<0.05). Results for heart are not shown because of

lack of material for the hydroperoxide analyses.

Table 1.- Correlations between oxidation state and hydrophilic antioxidant activity (HAA).

Microsomes HAA-Carbonyl groups HAA-Hydroperoxides
Liver R -0.590 -0.604
p 0.008* 0.005*
Heart R -0.457 -
p 0.037* -
Brain R -0.759 -0,475
p <0.001* 0.03*

R — Pearson's correlation coefficient. * Significant differences at p < 0.05.
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3.2.4. Discussion

In humans, the antioxidant defence is influenced by dietary components, such as tea.
Numerous studies have used ADR as a powerful pro-oxidant or free radical generator,
in order to determine the antioxidant properties of different components in tissues or
organs such as heart, liver, brain and plasma (Bordoni et al., 2008; Joshi et al., 2010). In
the present study, ADR administered to rats had a toxic effect on the microsomes of
liver, heart and brain, resulting in a significant decrease in their antioxidant activity, as
demonstrated in the control rats treated or not with this compound. In contrast, the
consumption of white tea extract for 12 months at non-pharmacological doses was
sufficient to reverse the oxidative damage caused by ADR in both proteins and lipid
oxidative metabolites in these organs. Koutelidakis et al. (2009) did not report any
benefit on the antioxidant defence in some organs (liver, spleen, kidney and brain) after
the intake of white or green tea, although the time of administration was very short (5
days). Other studies have pointed to the beneficial effect of green tea polyphenols in
liver against the oxidative damage produced by intense exercise (Alessio et al., 2002)
and experimental diabetes (Sabu et al., 2002), or when used in vitro to reduce oxidation

by chemical agents (Cai et al., 2002).

As shown in Figure 1, the HAA measurements pointed to quantitative differences
between the antioxidant potential in heart compared with the other two organs studied,
liver and brain. Heart required the higher dose of tea (dose 2) to counteract the acute
pro-oxidant effect of ADR. The increased susceptibility of myocardial tissue to acute
oxidative damage could be explained in part by a lower concentration of protective
enzymes against free radicals such as superoxide dismutase, catalase and glutathione
peroxidase, together with a lower level of antioxidant metabolites (Doroshow et al.,
1980). Tea may protect the heart from the oxidative damage caused by ADR, as
observed in other treatments with antioxidants such as Gingko biloba extract (Naidu et
al., 2002), Spirulina (Khan et al., 2005) or selenium (Bordoni et al., 2008). Clinical
studies with acetylcysteine and tocopherol did not show any cardioprotective effect in
humans under ADR therapy (Myers et al., 1983), which could be of interest when

evaluating the clinical relevance of tea consumption in these types of patients.

In the present study, brain microsomes of control rats treated with ADR showed

increased levels of both protein and lipid oxidative metabolites, despite the protection
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offered by the blood-brain barrier. Because ADR itself cannot cross the blood-brain
barrier (Joshi et al., 2010), the toxic side effects in brain could be due to its peripheral
effect of increasing the level of tumor necrosis factor (TNF-a), which migrates across
the blood-brain barrier, leading to inflammation and oxidative stress in brain (Joshi, et
al. 2010). In addition, tea catechins may cross this barrier to reach the brain. Indeed Abd
el Mohsen et al., (2002) described a decrease in lipid oxidation in the brain of rats
treated with green tea. Previously, other authors showed that green tea polyphenols
reduced neuronal oxidative damage after acute hypoxia processes (Wei et al., 2004) and
decreased the lipid oxidation in brain tissue caused by ethanol (Ostrowska et al., 2004)
and aging (Li et al., 2010).

Most studies have used green tea rather than white tea to evaluate the antioxidant
effect of tea since the catechin content of green tea is higher (Almajano et al., 2007).
Despite this lower catechin content in white tea, we demonstrated the beneficial effect
of its long term consumption on antioxidant status. In healthy subjects, the consumption
of two cups of green tea for 42 days improved antioxidant defences in plasma (Erba et
al., 2005). A short-term increase of catechins obtained by using green or white tea did
not change plasma antioxidant capacity in healthy subjects (Muller et al., 2010).

A large number of studies have been performed to identify biomarkers of oxidative
stress, although the ideal marker has not yet been found. At present, the best approach
for such an evaluation of oxidative stress might be to measure the balance between
antioxidant enzymes and oxidized metabolites. Our results corroborate a significant
inverse relationship between the levels of HAA and both carbonyl groups and
hydroperoxides (Table 1). These relationships demonstrate the effectiveness of both the
pro-oxidant effect of the ADR and the protective effect of white tea against acute
oxidative injury, a protective effect probably related with its chemical components as

well as with the to polyphenol content.

In conclusion, we observed different degrees of susceptibility to acute damage
caused by ADR in different organs. ADR produced oxidative stress in liver, heart and
brain, reducing hydrophilic antioxidant activity and increasing oxidative lipid
metabolites in 12 month old rats. The long term intake of white tea at two different
doses, both of which can be regarded as non-pharmacological, counteracted the

oxidative damage caused by ADR injection in the three organs mentioned, although the
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heart required the higher dose of tea to achieve this recovery. Long term studies of tea
consumption in humans could be of interest in patients undergoing ADR treatment or
other situations of acute oxidative stress such as stroke to reduce oxidative damage, as

demonstrated in animal studies.
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3.3.1. Introduction

Considerable controversy surrounds the role of antioxidants in oxidative stress, with
some antioxidants such as vitamin D, E and carotene functioning both as an oxidant and
an antioxidant depending on the redox status of the internal environment of the
individual. Knowledge of this value could be important for research, but the redox
potential is difficult to measure.

Tea (Camellia sinensis) has beneficial properties in the prevention of several diseases
including cancer, heart disease and neurodegenerative diseases (Serafini et al., 2002).
These properties, which have been attributed to the flavonoid content of tea, may be
beneficial in pathological situations associated with a high production of free radicals
(Galleano et al., 2009). However, the physiological mechanisms associated with the
chemical properties of polyphenols and their antioxidant effects on health are far from
being clearly understood (Galleano et al., 2009). The main catechins in white tea are
catechin, epigallocatechin gallate (EGCG), epicatechin gallate (ECG), epigallocatechin
(EGC) and epicatechin.

The processing of green and white teas differs. To produce green tea, the young
leaves are rolled and steamed to minimise oxidation. White tea is prepared from very
young tea leaves or buds, which are harvested only once a year in the early spring.
White tea is steamed and dried immediately after picking to prevent oxidation, giving it
a light, delicate taste (Rusak et al., 2008). Each type of tea has a distinct composition.
For example, the catechin content of each type depends on the method used to process it
and the starting material (e.g. buds). EGCG has been identified as the major polyphenol
in both white and green teas, but caffeine, gallic acid, theobromine, EGC, and ECG are
present at higher concentrations in white tea (Santana-Rios et al., 2001). Thus, the
possible increased activity of white tea could be related to higher concentrations of

several of the major constituents (Santana-Rios et al., 2001).

Protective genes, the products of which could reduce oxidative stress, contain a
common promoter element called the antioxidant response element (ARE). Several
transcription factors can bind the ARE, which is a cis-acting DNA regulatory element
that activates the promoter region of many genes encoding phase Il detoxification

enzymes and antioxidants. These genes include heme oxygenase 1 (Hol), superoxide
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dismutase (Sod), peroxiredoxin 1, NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (Ngol) and
glutamate-cysteine ligase (Kim et al., 2002; Meewes et al., 2001; Sasaki et al., 2000).
Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2) is responsible for activating transcription in
response to oxidative stress (Lee & Johnson, 2004). Green tea polyphenols are believed
to initiate a cellular antioxidant response, which results in the induction of a variety of
metabolic genes, including human Ngol [16], glutathione—S—transferase (Gst) (Li &
Jaiswal, 1992), heme oxygenase (Ho) (Rusmore & Pickett, 1990) and quinone reductase
(Qr) (Prestera et al., 1993). The genes for each of these enzymes are known to contain
functional electrophile/ AREs (EpRE/ARES).

In unstimulated conditions, NRF2 is negatively regulated by the Kelch-like ECH-
associated protein 1 (Keapl), which facilitates the degradation of NRF2 through
ubiquitinated proteasomal degradation (Surh, 2003). Upon stimulation, NRF2
translocates into the nucleus and recruits the small muscle aponeurotic fibrosarcoma
(sMaf) protein. The NRF2—-sMaf heterodimer then binds to ARE.

Adriamycin (ADR), also known as doxorubicin, is a quinone belonging to the
anthracyclines, a class of antibiotics first isolated from Streptomyces peucetius in the
early 1960s. ADR is intercalated in a cell’s DNA and prevents its replication (Cutts et
al., 1996). In humans, it is used as a chemotherapy agent against a variety of cancers
including lymphomas, leukaemia and solid tumours. In vivo, ADR is able to generate a
large number and variety of free radicals with cytotoxic effects (Goodman et al., 1977,
Halliwell & Gutteridge, 1989). Clinical studies in humans have shown that treatment
with some antioxidants does not fully reverse the cardiotoxic effect of ADR [28], and

research is ongoing to identify new agents to reverse this secondary effect.

In previous research regarding white tea and ADR, Espinosa et al. (2012)
investigated the long-term protective effect of white tea against the oxidative effects of
ADR, finding higher antioxidant activity in rats that had ingested white tea. The
antioxidant capacity of the white tea was also associated with less damage to proteins
and lipids.

The objective of this study was to investigate mechanisms through which the
ingestion of white tea extract protects against acute oxidative stress. With this aim in
mind, we evaluated the effects of the long-term consumption of different doses of tea
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provided in the diet of mature rats against acute oxidation produced by ADR was
analised, along with the activation in the liver of the ARE response mediated by NRF2,
the expression of the genes Nqgol, Gst Hol, catalase (Cat), glutathion reductase (Gr)
and superoxide dismutase 1, 2, and 3 (Sod1, 2 and 3), and relevant enzyme activities for
redox status, such as catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and superoxide
dismutase (SOD).

3.3.2. Materials and methods
3.3.2.1. Experimental design

The study protocol was in accordance with the Helsinki Declaration and was
approved by the Bioethical Committee of Murcia University, Spain. Twenty-two
weaned Sprague—Dawley rats were purchased from the University Animal Center
REGA-ES300305440012 (Murcia, Spain). The animals received a commercial diet for
rodents (Harlan 2014 Global Rodent Maintenance, Barcelona, Spain) and were kept in

cages in groups of three or four, with males separated from females.

The animals, n=22 (an equal mixture of male and female) were maintained in a room
under controlled conditions: temperature 23 + 2 °C, relative humidity 55 + 5%,
ventilation frequency 18 times/h and a 12:12 h light—dark photoperiod. For 12 months,
the rats received different doses of tea in their drinking water. The control (n=12)
received distilled water; dose 1 group (D1) (n=5) received 15 mg of solid tea extract/kg
body weight (4 mg polyphenols/kg body weight), and dose 2 group (D2) (n=5) received
a dose of 45 mg of solid tea extract/kg body weight (12 mg polyphenols/kg body
weight) dissolved in distilled water. The drink was available continuously, and rats
drank ad libitum. We estimated that these doses contained amounts of tea equivalent to
those consumed by humans drinking between zero and three cups of tea per day,
reflecting Western habits (Wang et al., 2011), and up to nine cups of tea per day,
reflecting oriental habits (Suzuki et al., 2009). After 12 months, all the animals received
an intraperitoneal injection of ADR (10 mg/kg body weight), except for half of the
animals in the control group that received an injection of saline solution. In this way,
four experimental groups were established: control, control + ADR (C + ADR), white
tea dose 1 + ADR (D1 + ADR) and white tea dose 2 + ADR (D2 + ADR). Forty-eight
hours after the administration of ADR, and following overnight fasting, the rats were
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weighed and sacrificed under anaesthesia (sodium thiopental). The liver was removed

and immediately rinsed in a cold saline solution.

3.3.2.2. Preparation of tea infusion

The tea extract was prepared in Barcelona (Spain) following the protocol described
by Almajano et al. (2008). The tea infusions were freeze dried, and the extracts were
kept at -20 °C until use. The total phenol content was analysed by the Folin—Ciocalteu
method, and the profile of the main catechins was determined by capillary
electrophoresis. The white tea used contained 2180 + 161 mg of total polyphenols/100 g
tea leaves, expressed as mg gallic acid equivalent per litre of infusion. The individual
catechin content of the white tea was analysed by RP-HPLC (Almajano et al., 2011).
The main catechin observed was epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (1525 + 113.4
mg/100 g tea leaves). Several other polyphenols were also present (mg/100 g tea
leaves), including epigallocatechins (159 £ 15.2) and epicatechin (54.3 £ 2.5), as well as

methylxanthines including theobromine and caffeine (Almajano et al., 2011) .

3.3.2.3. Quantitative real-time PCR

The mRNA levels of Nrf2, Hol, Ngol, Gst-a/, Cat, Gr and Sodl, 2 and 3 were
determined by quantitative real-time PCR. Total RNA was extracted from 0.5 g of rat
liver tissue using TRIzol Reagent (Invitrogen, Malthan. MA, USA). It was then
quantified, and the purity was assessed by spectrophotometry; the 260:280 ratios were
1.8-2.0. The RNA was then treated with DNase | (Promega Biotech Iberica, Madrid
Spain) to remove genomic DNA contamination. Complementary DNA (cDNA) was
synthesised from 1 pg of total RNA using the SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen, Malthan. MA USA) with an oligo-dTig primer. The expression of four
selected redox-relevant genes was analysed by real-time PCR, which was performed
with an ABI PRISM 7500 instrument (Applied Biosystems, Malthan. MA USA) using
SYBR Green PCR Core Reagents (Applied Biosystems, Malthan. MA USA). Reaction
mixtures (containing 10 pl of 2 x SYBR Green supermix, 5 pl of primers [0.4 UM each]
and 5 pl of cDNA template) were incubated for 10 min at 95 °C, followed by 40 cycles
of 15 s at 95 °C, 1 min at 60 °C and, finally, 15 s at 95 °C, 1 min at 60 °C and 15 s at 95
°C. For each mRNA, gene expression was corrected by the RNA B-actin subunit content
in each sample. The results are expressed with respect to the control group, which was
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normalized to 1. The primers used are shown in Table 1. In all cases, each PCR was
performed with triplicate samples.

Table 1. PCR primer sequences

Sense primer Antisense primer Annealing No.of  Syze
Target gene (5’t03) (5’t03%) temperature (°C)  cycles (bp)
Nrf2 CCATGCCTTCTTCCACGAA AGGGCCCATGGATTTCAGTT _ 40 _
Ngol GCGTCTGGAGACTGTCTGGG CGGCTGGAATGGACTTGC 60 40 170
Hol GCGAAACAAGCAGAACCCA GCTCAGGATGAGTACCTCCCA 58 40 185
Gst-al CGGTACTTGCCTGCCTTTG ATTTGTTTTGCATCCACGGG 59 40 248
Sodl CACTCTAAGAAACATGGCG CTGAGAGTGAGATCACACG 60 40 40
Sod2  TTCAGCCTGCACTGAAG GTCACGCTTGATAGCCTC 60 40 669
Sod3 CTTCACCTGGTTGAGAAGATAG GATCTGTGGCTGATCGG 60 40 735
Cat ATGGCTTTTGACCCAAGCAA CGGCCCTGAAGCTTTTTGT 60 40 68
Gr GCGGGCCCTGGCATTG GGACCAGCGCCCATCTG 60 40 132
B-Actin CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC 60 40 150

Nrf2, Nuclear factor E2-related factor 2; Ngol, NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1gene; Hol,
heme oxygenase 1 gene; Gst-a/, glutathione S—transferase al gene; Sod, Superoxide dismutase

gene; Cat, Catalase gene; Gr, Glutathione reductase gene.
3.3.2.4. Enzyme assays

The activity of CAT was measured by monitoring the consumption of H,0O, at 240
nm (Aebi, 1984). This method is based on the principle that the absorbance will
decrease due to the decomposition of hydrogen peroxide by catalase at 240 nm. The
amount of H,O, converted into H,O and O, in 1 min under standard conditions is
accepted as the enzyme reaction rate. GR was measured by the method modified by
Carlberg & Mannervik (1975). The reaction was initiated by the addition of 0.1 mM
NADPH to the mixture of enzyme in 50 mM potassium phosphate buffer pH 7.0
containing 2 mM EDTA and 0.5 mM GSSG. The change in absorbance was monitored
at 340 nm for 3 min by a UV-Vis Thermo Scientific model Evolution 300 dual beam
spectrophotometer. One unit of GR activity is defined as the amount of enzyme that
catalyzes the reduction of 1 umol of NADPH per minute (€340 nm for NADPH 6.22 mM ™
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cm ). SOD activity was determined based on the inhibition of the reduction of
cytochrome C in the presence of Sod at 550 nm (McCord & Fridovich, 1969). The
SOD-like activity of the complexes was studied at 25 °C by an indirect method using
cytochrome ¢ as superoxide oxidants (indicator). The superoxide radical anion was
generated in situ by the xanthine oxidase reaction, and detected spectrophotometrically
by monitoring the formation of the reduced form of cytochrome ¢ at 550 nm in a

Thermo Scientific model Evolution 300 dual beam spectrophotometer.
3.3.2.5. Statistical analyses

The results are expressed as means + SD. The normality of the variables was
confirmed by the Shapiro-Wilk test and homogeneity of variance by the Levene test.
Statistical differences among the four groups of treatments were assessed by one-way
ANOVA analyses, followed by the Bonferroni or Games Howell test, depending on the
homogeneity of the variables. The significance level was 95% in all cases (P < 0.05).
All the data were analysed by the computer application SPSS for Windows® (version
15.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

3.3.3. Results

During the 12 months of the dietary treatment, food consumption was similar in all
the groups, and no differences were detected in the body weights of the animals as a

result of consuming tea.

As we expected, ADR caused the activation of AREs in the liver. As shown in
Figure 1A, the levels of Nrf2 expression were high in the C + ADR group. The
expression in the D1 + ADR group was variable and did not show statistical difference
from the other groups. The Nrf2 expression was also high in the D2 + ADR group,
where the expression of this transcription factor was nine times greater than on the C +
ADR group.
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Figure 1. (A) Expression of the Nrf2 gene determined by real-time PCR in the liver of rats after
intraperitoneal injection of ADR. (B) Expression of the Ngol gene determined by real-time PCR in
the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. (C) Expression of the Gst gene determined by
real-time PCR in the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. (D) Expression of the Hol
gene determined by real-time PCR in the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. The
bars represent the means + s.e. (n = 5) fold increase relative to the control. Values with different
letters indicate statistically significant differences among treatments; * indicates significant

differences compared with the control (P < 0.05).

As a result, the genes regulated by NRF2 were highly expressed in the ADR and
white tea treatments. The expression of Ngol (Figure 1B) was up-regulated in the C +
ADR group compared with the control. The D1 + ADR group showed no statistical
differences compared with the other groups. Ngol was up-regulated in the D2 + ADR
group, which showed the highest expression of this gene. The Gst expression (Figure
1C) was significantly up-regulated in the C + ADR group. It was also elevated in the D1
+ ADR group. No differences with respect the other groups were observed in the
expression of Gst in D1+ADR were observed. The expression of Gst in the D2 + ADR
group was up-regulated compared with the control, but it did not differ significantly

compared with the C + ADR group, although the significance was 0.071. The
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expression of Hol (Figure 1D) showed a similar pattern to Nrf2 and Nqgol and was
higher in the C + ADR group compared with the control. It was also high in the D1 +
ADR group (no difference in its expression with the other groups). The D2 + ADR
group showed the highest expression of the HO1 gene.
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Figure 2. (A) Expression of the Sod (1, 2 & 3) genes determined by real-time PCR in the liver of
rats after intraperitoneal injection of ADR. (B) Expression of the Cat and Gr genes determined by
real-time PCR in the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. The bars represent the
means + s.e. (n = 5) fold increase relative to the control. Values with different letters indicate
statistically significant differences among treatments; * indicates significant differences compared

with the control (P < 0.05).
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Figure 3. (A) Liver catalase (CAT) activity expressed in units of CAT per milligrams of proteins.
(B) Liver superoxide dismutase (SOD) activity expressed in units of SOD per milligram of proteins.
(C) Liver glutathione reductase (GR) activity expressed in units of GR per milligram of proteins.
Values are the mean = SD of five animals per group. Values with different letters indicate

statistically significant differences among treatments (P < 0.05).
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The expression of SOD isoenzymes showed different patterns (Figure 2A). For
example, Sod2 expression did not show any change and was similar in all groups
including control, while Sod3 expression showed a significant decrease in C + ADR, D1
+ ADR and D2 + ADR groups compared with the control. Sod1, Cat and Gr expression
exhibited a similar pattern, being a significantly higher in the C + ADR group and
inhibited in the D1 + ADR and D2 + ADR groups (Figure 2A and 2B).

CAT activity (Figure 3A) showed a significant increase in the C + ADR group and
remained at basal levels in the D1 + ADR and D2 + ADR groups. The activity of SOD
and GR (Figure 3B and 3C) exhibited a similar pattern, displaying a significant
increase in the C + ADR groups and expression similar to the control in the D1 + ADR
and the D2 + ADR groups.

3.3.4. Discussion

A previous study found that the long-term (12 months) administration of white tea
extract in drinking water reversed the deleterious effects of acute oxidative stress
generated by ADR in different organs (liver, heart and brain) (Espinosa et al., 2012).
The aim of the present study was to understand and clarify the mechanisms by which

the ingestion of a white tea extract protects against acute oxidative stress.

The administration of a powerful oxidizing agent (ADR) to animals activated
different mechanisms and pathways related to endogenous antioxidant defence to
alleviate the damage caused by this agent, and significantly increased the synthesis of
the cytoplasmic NRF2 transcription factor compared with the control animals (Figure
1A). These data were in concordance with the mechanism described and agrees with
others authors who reported an increase at NRF2 after an oxidative perturbation. For
instance, Mercado et al. (2011) observed that H,O, treatment increased the
concentration of NRF2 in human bronchial epithelial cell line (BEAS2B). Qaisiya et al.,
2014 described that bilirubin could cause oxidative stress and increase the levels of
NRF2. They worked with the neuroblastoma SH-SY5Y cell line. The cells exposed to a
toxic concentration of unconjugated bilirubin (140 nM) showed an increased
intracellular ROS levels and enhanced nuclear accumulation of NRF2 protein (Mercado
et al., 2011; Qaisiyia et al., 2014).

100



3.3 Mecanismos moleculares por los cuales el té blanco reduce el estrés oxidativo en higado

NRF2 belongs to the basic region-leucine zipper family. NRF2 localises in the
cytoplasm, where it interacts with Keapl forming a complex. It is an immediate target
of reactive oxygen species or electrophilic species, which attack the NRF2-Keapl
complex, dissociating it into NRF2 and Keapl (Zhang, 2006). Stabilised NRF2 then
translocates to the nucleus and promotes the expression of many antioxidant proteins
and phase Il detoxifying enzymes such as NQO1, GST and HO1 (Xu et al., 1998;
Kobayashi & Yamamoto, 2005).

Both the increase of oxidative stress and the elevation of NRF2 in our rats activated
two different pathways. Firstly, the phase Il enzymes expression (Ngol, Gst and Hol)
(Figures 1B, 1C and 1D) was activated for the detoxification of xenobiotics, the
function of which is to neutralise the toxic agent, ADR. Secondly, the synthesis and/or
the activity of antioxidant enzymes (CAT, SOD and GR) (Figures 2 and 3) responsible
for preventing oxidative stress caused by the drug (ADR) were activated. The increase
of CAT and SOD activity after treatment of ADR has been showed in others studies
(Yin et al., 1998). Moreover, our data showed that expression of Cat and Sod1, but not

Sod2, were not all increased.

In spite of the activation of both defence pathways in response to ADR, our previous
study demonstrated that the endogenous response of cells was insufficient to neutralise
the pro-oxidant and cytotoxic effect of ADR because the antioxidant capacity was not
restored and oxidative parameters were increased (Espinosa et al., 2012).

Regarding the animals ingested the tea extract for a long period, the extent of the
increase in Nrf2 expression was dose-dependent and significantly higher than in animals
not given the extract. This result may explain the protective effect of white tea against
acute oxidative stress caused by ADR demonstrated in our previous research (Espinosa
etal., 2012).

The activation of NRF2 may be a novel strategy to prevent or ameliorate the liver
injury caused by toxins (Xu et al., 2008). This is supported by results obtained by other
authors. Curcumin has been shown to attenuate the effect of dimethylnitrosamine-
induced liver injury in rats through NRF2 mediated induction of HO1 (Farombi et al.,
2008). Aleksunes & Manautou (2007) proposed that the NRF2 is crucial for
cytoprotection by coordinating activating detoxification genes and preventing liver
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damage. Chen et al. (2000) showed that most catechins, epigalocatechin-3-galate and
EGCG in green tea are effective at inducing the ARE-mediated activity of the luciferase
enzyme in isolated HepG2 cells. They deduced that green tea catechins activated the
EpRE/ARE (Chen et al., 2000).

In this study, we show for the first time that white tea up-regulates the expression of
phase Il enzymes (Nqol, Gst and Hol) by significantly increasing levels of the NRF2

expression compared with those of a control group treated with ADR.

The three SOD isoenzymes analyzed were cytosolic homodimeric copper/zinc SOD
(SOD1), the mitochondrial homotetrameric manganese SOD (SOD2), and the
proteoglycan-bound copper/zinc SOD or extracellular SOD (SOD3) [10]. These SODs
catalyze the conversion of O, to a less harmful product, H,O,, which is then converted
to H,0 by catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx).

Expression of Cat, Sod and Gr (Figures 2A and 2B) did not increase in rats treated
with either tea dose (D1 + ADR and D2 + ADR) while the activity of the antioxidant
enzymes SOD, CAT and GR (Figures 3A, 3B and 3C) in the same groups showed a
dose-dependent response, indicating restoration of normal activity, i.e. that present in
the control group. The magnitude of the antioxidant effect of the tea extract in the body
can be seen from the lack of increase in the expression / activity of SOD, CAT and GR
in the treated groups. Even at higher doses, a decrease in the activity of these enzymes
was observed relative to the control, although we expected to observe an increase in the
antioxidant capacity and a decrease in the oxidative parameters (Espinosa et al., 2012).
It is important to remember that the animals consumed the white tea for most of their
lives (12 months), which meant a high level of penetration of white tea compounds in
all tissues. The protection reported previously was measured at microsomal level and

was evident in all the organs analysed (liver, heart and brain) (Espinosa et al., 2012).

The expression of Sod2 was unaltered, neither ADR nor the long term intake of white
tea affects the expression of sod in the mitochondria. The Sod3 expression was down-
regulated in control + ADR, D1 + ADR and D2 +ADR groups which suggest that the
long time intake of white tea cannot activate Sod3. These results could indicate the

existence of different activation pathways or that Sod 3 does not have an ARE sequence.
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Furthermore, this could be related with the fact that the enzyme activity occurs outside
the cell (Fridovich, 1997). Additional research is required in this respect.

The antioxidant effect of the tea extract in our experimental model can be attributed
to the large number and diversity of the polyphenols in white tea (Almajano et al.,
2011). Thus, in the two lines of antioxidant defence (enzymes and metabolites), white
tea components appear to be ‘sufficient’ to deal with the stress induced by ADR. They
seem to provide a first line of defence (polyphenols) that does not require ‘de novo’
antioxidant enzyme activities because the antioxidative potential of the extract is
powerful enough to attenuate the oxidative damage induced by ADR, returning the
tissue to its basal redox status. This may be due to its complexity, its antioxidant
compounds and/or synergistic actions among them. For this reason, only the

detoxification enzymes were synthesized to metabolize the ADR.

We conclude that the long-term intake of white tea extract activates the NRF2/ARE
response associated with the detoxification of xenobiotics and the neutralisation of ADR
before it can cause increased oxidative damage. These data explain the beneficial effects
of tea extract in reducing oxidative damage and cytotoxicity caused by ADR. The
antioxidant activity of white tea seems to play an important role in regulating the
activity of the antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione
reductase. Our results reveal that the quantity and the quality of white tea polyphenols
and catechins administered in our experiment were sufficient to neutralise free radicals
and the resulting oxidative stress. It was not necessary to increase the level of the
corresponding enzymes, a fact confirmed and reinforced by diminishing response to an

increased dose of the tea extract.

Additional studies on the effects of particular polyphenols on the expression of ARESs
and antioxidative enzymes may shed further light on the mechanisms responsible for the

regulation of nutritional factors.
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3.4. CAPITULO EXPERIMENTAL 4

INGESTA A LARGO PLAZO DE TE BLANCO PREVIENE EL DANO OXITADIVO

CAUSADO POR ADRIAMICINA EN RINON
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3.4.1. Introduction

Las propiedades beneficiosas del té se conocen desde hace siglos y han sido
estudiadas durante décadas. Entre estas propiedades se incluyen la de prevenir diversas
enfermedades como el cancer, enfermedades cardiacas y procesos neurodegenerativos
(Serafini et al., 2002). Estas propiedades se atribuyen a los flavonoides presentes en el
té, ya que los beneficios antioxidantes que posee se asocian con patologias
caracterizadas con una alta produccion de estrés oxidativo (Galleano et al., 2009). Sin
embargo los mecanismos fisioldgicos que relacionan las propiedades antioxidante de los
polifenoles y su efecto en la salud estan lejos de ser comprendidos (Galleano et al.,
2009).

Las diferencias entre los distintos tipos de té se deben al origen del material base y a
la manera de procesarlo. Asi, el procesamiento del té verde y blanco es diferente.
Mientras que para producir el té verde se utilizan hojas verdes de Camelia sinensis, se
enrollan y se vaporizan para disminuir la oxidacion, en la obtencion del té blanco se
procesan hojas muy verdes o brotes cosechados en la primavera temprana, que son

vaporizados y secados rapidamente para prevenir la oxidacion (Rusak et al., 2008).

Las principales catequinas que se encuentran en el té son la epicatequina (EC), la
epicatequina galato (ECG), la epigalato catequina (EGC) vy la epigalatocatequina galato
(EGCG) variando su contenido entre los distintos tipos de té. La EGCG es la
mayoritaria en el té blanco y verde, sin embargo en el té blanco se encuentran en mayor
proporcién la cafeina, el acido galico, la teobromina, EGC y la ECG, lo que puede estar
relacionado con su mayor actividad antioxidante (Santana-Rios et al., 2001).

La incidencia de enfermedades crdnicas renales estd incrementando en paises
desarrollados y en desarrollo. En general, se reconoce que muchos pacientes con
enfermedades cronicas renales son mas propicios a morir en accidentes cardiovasculares
antes que de una disfuncion renal (Schiffrin et al., 2007). De todos los sintomas mas
comunes de la enfermedad crénica renal, (disfuncion endotelial, inflamacio, estrés
oxidativo, anemia, proteinuria, cambios en el metabolismo de la vitamina D, etc.) el

estrés oxidativo ha atraido un gran interés por parte de los investigadores.
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Un estudio de cohortes que comprenden > 13.000 pacientes ancianos revel6 que el
incremento en la incidencia de eventos cardiovasculares podria, en parte, estar
relacionada con el hecho de que pacientes con enfermedades renales tienen menos
probabilidad de recibir tratamientos preventivos frente a enfermedades cardiovasculares
(Shlipak et al., 2002). Sin embargo, los mecanismos que relacionan la susceptibilidad a
los accidentes cardiovasculares en pacientes de enfermedades crdnicas renales no estan

del todo claros.

El complejo NRF2 es un factor de transcripcion de la familia que posee una region
leucinas en forma de cremallera (cnc bZip) cap “n” collar, y que controla la expresion
de diversos genes citoprotectores que codifican enzimas antioxidantes y detoxificantes
(Niture & Jaiswal, 2009; Giude et al., 2010; Itoh et al., 2010; Magesh et al., 2012). Este
factor de transcripcion se encuentra en todos los tejidos, pero se activa en respuesta a un
amplio rango de estimulaciones oxidativas y electrofilicas, entre las que se incluyen las
especies reactivas de oxigeno y algunos agentes quimicos. Esto le da al NRF2 la
capacidad de gestionar con amplio alcance los mecanismos de defensa antioxidantes de
la célula. Estudios recientes demostraron que NRF2 modula la expresion de genes
antioxidantes a través de la interaccion con los elementos de respuesta antioxidante,
ARE (Giudice et al., 2010). Bajo condiciones fisiolégicas normales y de bajo estrés
oxidativo, NRF2 estd confinado en el citoplasma asociado con la proteina supresora
KEAP1m y es degradado mediante la ruta ubiquitin proteasoma. Situaciones de estrés
oxidativo y factores electrofilicos estimulan la disociacion del complejo NRF2-KEAP1,
lo que promueve el transporte y translocacion de NRF2 al nucleo para regular
positivamente la expresién de los genes antioxidantes que posean la secuencia
NRF2/ARE (Itoh et al., 2010; Magesh et al., 2012). Entre estos genes se incluyen la
hemo oxigenasa 1 (Hol), superdxido dismutasa (Sod), peroxiredoxina 1, NAD(P)H:
guinona oxidoreductasa 1 (Ngol) y la glutamato cisteina ligasa (Kim et al., 2002;
Sasaki et al., 2000).

La adriamicina (ADR) o doxorubicina es una quinona de la familia de las
antraciclinas, una clase de antibiotico aislado por primera vez de Streptomyces peucetius
en la década de los 60. La adrimicina previene a replicacion del ADN intercalandose
entre los pares de bases (Cutts et al., 1996). En humanos se usa como agente

quimioterapico contra una gran variedad de tumores entre los cuales se incluyen
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linfomas, leucemias y tumores soélidos. In vivo, la ADR es capaz de generar una gran
variedad y nimero de radicales libres con efecto citotoxico (Goodman et al., 1977
Halliwell & Gutteridge, 1989). Estudios clinicos en humanos han revelado que el
tratamiento con algunos antioxidantes no revirti6 completamente los efectos
cardiotdxicos de la ADR (Schimmel et al., 2004) y las investigaciones siguen adelante

para encontrar agentes que los prevengan o reviertan.

Este trabajo viene precedido de dos publicaciones previas, en las cuales se demostré
que el tratamiento a largo plazo con té blanco protegia frente al estrés agudo producido
por la ADR en diferentes tejidos (Espinosa et al., 2012), y el siguiente trabajo, todavia
en prensa, que ratifico esta realidad, y se intentd clarificar los mecanismos por los

cuales el té llega a proteger frente la ADR en el higado.

El objetivo de este trabajo viene a continuar el de los anteriores, intentando
esclarecer los mecanismos protectores a niveles genéticos y enzimaticos que activa el
consumo a largo plazo de té blanco en los rifiones, 6rganos muy particulares debido a
sus diferentes funciones (tanto en las labores de filtrado de sangre, como su capacidad
para establecer gluconeogénesis...). Para ello, analizaremos tanto la expresién del factor
Nrf2 como la expresion de las enzimas a las que éste regula (Ngol, Gst-al, Hol, Cat,
Sod 1, Sod 2, Sod 3 y Gr), asi como la actividad de las enzimas relevantes en el estado
redox celular (SOD, CAT y GR). También analizaremos la actividad antioxidante total

y los pardmetros oxidativos en proteinas y lipidos.

3.4.2. Materials and methods

3.4.2.1. Experimental design

El protocolo de este estudio estd de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité de Bioética de la Universidad de Murcia, Espafia.Veintidos
ratas Sprague-Dawley fueron cogidas al destete de Centro Animal Universitario REGA-
ES300305440012 (Murcia, Spain). Los animales recibieron una dieta a base de pienso
comercial para roedores (Harlan 2014 Global Rodent Maintenance, Barcelona, Spain) y
fueron mantenidos en jaulas separadas en grupos de tres o cuatro, permaneciendo los

machos en jaulas distintas de las hembras.
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Los animales, n=22 (una mezcla homogénea de machos y hembras) fueron
mantenidos en una habitacion con condiciones controladas de temperatura (23 + 2 °C),
humedad relativa 55 + 5%, frecuencia de ventilacion (18 times/h) y un fotoperiodo
12:12 luz-oscuridad. Durante 12 meses, las ratas recibieron diferentes dosis de té en el
agua de bebida. EI grupo control (n=12) recibié en el biberdn agua destilada, el grupo
con la dosis 1 (D1) (n=5) recibié 0.15 mg de extracto solido de té blanco / Kg de peso
corporal (4mg de polifenoles / Kg de peso corporal), y el grupo con la dosis 2 (D2)
(n=5) recibid una dosis de 0.45 mg de extracto solido de té blanco / Kg de peso corporal
(12 mg de polifenoles / Kg de peso corporal). La bebida estuvo disponible
continuamente, y las ratas bebieron ad libitum. Estimamos que estas dosis de té
contienen el equivalente a las consumidas por humanos que beben entre cero y tres tazas
de té al dia, reflejando la costumbre occidental (Wang et al., 2011), y nueve copas de té
al dia, reflejando la costumbre oriental (Suzuki et al., 2009) donde la mayoria de la
poblacion consume mas de siete tazas diarias. Despues de 12 meses, todos los animales
recibieron una inyeccion intraperitoneal de ADR (10 mg / Kg de peso corporal), excepto
la mitad de los animales control, que recibieron una inyeccion de suero salino. De esta
manera, cuatro grupos experimentales fueron establecidos: control (C), control + ADR
(C+ADR), dosis 1 de té blanco + ADR (D1+ADR) y dosis 2 de té blanco + ADR
(D2+ADR). Cuarenta y ocho horas después de la administracion de ADR, y
manteniéndose la noche anterior en ayunas, las ratas fueron pesadas y sacrificadas
mediante anestesia (sodium thiopental). Los rifiones fueron extraidos e inmediatamente
sumergidos en solucién salina fria. Se congelaron a -80°C hasta el analisis. Para el
analisis de enzimas, una pequefa parte de rifion fue homogenizada en un tampdn fosfato
manteniéndose todo el tiempo a temperaturas cercanas a 0°C. Para el analisis de
enzimas y la medicinde la capacidad antioxidante hidrofilica, grupos carbonilo e

hidroperdxidos, parte de las muestras fueron homogenizadas en un tampon fostato.
3.4.2.2. Preparation of tea infusion

El extracto de te fue preparado en Barcelona (Spain) siguiendo el protocolo descrito
por Almajano et al. (2008). La infusion de té fue liofilizada, y el extracto se guardo a -
20°C hasta su uso. Los fenoles totales contenidos en el té fueron analizados mediante un
ensayo de Folin-Ciocalteu, y el perfil de las catequinas principales se determino

mediante electroforesis capilar. El té usado contiene 2180 + 161 mg de polifenoles
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totals / 100 gramos de hoja de té, expresado como mg. equivalente de &cido gélico por
litro de infusion. El contenido individual de catequinas del té blanco se analiz6 por RP-
HPLC (Almajano et al., 2011). La principal catequina observada fue la
epigalatocatequina-3-galato (EGCG) (1525 * 113.4 mg/100 g tea leaves). Otros muchos
polifenoles estaban también presentes incluyendo epigalatocatequina (159 + 15.2
mg/100 g tea leaves) y epicatequina (54.3 = 2.5 mg/100 g tea leaves), asi como

metilxantinas, incluyendo teobromina y cafeina (Almajano et al., 2011).
3.4.2.3.1. Hydrophilic antioxidant activity (HAA)

La HAA fue medida en el rifibn mediante el protocolo descrito por Arnao, Cano and
Acosta (1999), que esta basado en la habilidad de los antioxidantes de la muestra de
reducir el cation radical 2,2’-azino-bis-3-(ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS), determinado por la decoloracion del ABTS™, y midiendo el incremento de
absorbancia a 730 nm. Esta actividad es calculada comprarando los valores de la
muestra con una curva estandar de acido ascérbico y expresada como equivalentes de

acido ascorbico (mmol) por miligramos de proteina.
3.4.2.3.2. Carbonyl groups

La concentracion de grupos carbonilo en plasma, que representa la oxidacion
protéica, se termina por el reactivo 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), segun el
método de Reznick & Packer (1994), modificado por Bailey (2001). The carbonyl

content was expressed in nmol/mg protein.
3.4.2.3.3. Hydroperoxides

La técnica descrita por Jiang et al., (1992) se uso para determinar los hidroperoxidos.
Se basa en la reacion del Fe?* que se oxida a Fe® en condiciones 4cidas. La reaccion se
caracteriza por la donacion de un i6n negativo mediado por la accion del reactivo de
Fox. Se usa como indicador, el xylenol orange, sensible a la oxidacion del Fe. En el
caso de los hidroperdxidos, el Fe actia como un metal de transicion. La intensidad del
color naranja del xylenol incrementa con la presencia de hidroperoxidos. EI AMN
(ammonium ferrous sulphate) es la fuente de Fe para la peroxidacion lipidica, mientras

que el AAPH (2-2 azobis amidinopropane) es un fuerte inductor de la peroxidacion.
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3.4.2.4. Quantitative real-time PCR

Los niveles de Nrf2, Hol, Nqgol, Gst-al, Cat, Gr, Sodl, Sod2 y Sod3 fueron
determinados mediante PRC cuantitativa a tiempo real. EI ARN total fue extraido de 0.5
g de rifion de rata usando TRIzol Ragent (Invitrogen). Este fue cuantificado, y la pureza
se evalud espectrofotométricamente; los ratios 260:280 fueron 1.8-2.0. EI ARN fue
tratado con DNAsa | (Promega) para eliminar la contaminacion de ADN. ADN
complementario (ADNCc) fue sintetizado de 1pug de RNA total usando la SuperScript 11l
reverse transcriptasa (Invitrogen) con oligo-dT18 primer. La expresion de los genes
seleccionados con relevancia en el estado redox se analizé mediante PCR a tiempo real,
la cual fue llevada a cabo en una maquina ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems)
usando SYBR Green PCR Core Reagents (Applied Biosystems). La mezcla de reaccion
(que contenia 10 ul de 2 x SYBR Green supermix, 5 pl de primers [0.4 UM cada uno] y
5 pl de modelo de cDNA) fue incubada 10 min a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15 s a
95 °C, 1 min a 60°C vy, finalmente, 15 a 95°C, 1 min a 60°C y 15 seg. a 95°C. Para cada
ARNmM, la expresion genética fue corregida por el contenido en R-actina de cada
muestra. Los primers usados pueden verse en la Tabla 1. En todos los casos, cada PRC
fue realizada por triplicado.

3.4.2.5. Enzyme assays

La actividad de CAT fue medida por monitorizacion del consumo de H,0, a 240nm
(Aebi, 1984). Este método se basa en el principio de que la absorbancia disminuira
debido a la descomposicién del H,O, por la catalasa a 240nm. La cantidad de H,0,
convertida en H,O y O, en un minuto bajo condiciones estandar se acepta como la tasa
de la reaccidn enzimatica. La enzima GR se midié mediante el método modificado por
Carberg & Mannervik (1975). La reaccion se inici6 por la adicion de 0.1 mM NADPH
a una mezcla de enzima en tampén fosfato 50mM a pH 7.0 conteniendo 2 mM de
EDTA y 0.5 mM GSSG. El cambio en la absorbancia fue monitorizado a 340 nm
durante 3 min por un espectrofotdometro UV-Vis Thermo Scientific model Evolution
300 dual beam. Una unidad de actividad de GR se define como la cantidad de enzima
que cataliza la reduccion de 1 pmol de NADPH por minuto (g340 nm para NADPH 6.22
mM™ cm™). La SOD se determiné basandose en la inhibicién de la reduccion del
citocromo C en presencia de SOD a 550 nm (McCord & Fridovich, 1969). La actividad

SOD de los complejos fue estudiada a 25°C por el método indirecto usando citocromo C

120



3.4. Mecanismos por los cuales el té blanco reduce el estrés oxidativo en rifion

y oxidante superoxido (indicador). El anién radical superéxido fue generado in situ por
la xantina oxidasa, y detectado espectrofotométricamente mediante la monitodizacion
de la formacién del citocromo C reducido a 550 nm en un espectrofotometro Thermo

Scientific model Evolution 300 dual beam.

Table 1. PCR primer sequences

Sense primer Antisense primer Annealing No.of  Syze
Target gene (5’ t03%) (5’ t0 37) temperature (°C)  cycles (bp)
Nrf2 CCATGCCTTCTTCCACGAA AGGGCCCATGGATTTCAGTT _ 40 _
Ngol  GCGTCTGGAGACTGTCTGGG CGGCTGGAATGGACTTGC 60 40 170
Hol GCGAAACAAGCAGAACCCA GCTCAGGATGAGTACCTCCCA 58 40 185
Gst-al CGGTACTTGCCTGCCTTTG ATTTGTTTTGCATCCACGGG 59 40 248
Sodl CACTCTAAGAAACATGGCG CTGAGAGTGAGATCACACG 60 40 40
Sod2  TTCAGCCTGCACTGAAG GTCACGCTTGATAGCCTC 60 40 669
Sod3 CTTCACCTGGTTGAGAAGATAG GATCTGTGGCTGATCGG 60 40 735
Cat ATGGCTTTTGACCCAAGCAA CGGCCCTGAAGCTTTTTGT 60 40 68
Gr GCGGGCCCTGGCATTG GGACCAGCGCCCATCTG 60 40 132
B-Actin CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC 60 40 150

Nrf2, nuclear factor E2-related factor 2; Ngol, NAD(P)H:quinone oxidoreductase-1gene; Hol,
heme oxygenase 1 gene; Gst-a/, glutathione S—transferase ol gene; Sod, superoxide dismutase

gene; Cat, catalase gene; Gr, glutathione reductase gene.
3.4.2.6. Statistical analyses

Los resultados se expresaron como las medias = SD. La normalidad de las variables
fue confirmada por el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante el
test de Leven. Las diferencias estadisticas entre los grupos fueron estudiadas mediante
un analisis de ANOVA de una sola via, seguido del test de Bonferroni o Games Howell,
dependiendo de la homogeneidad de las variables. El nivel de significancia fue 95% en
todos los casos (P < 0.05). Todos los datos fueron analizados por la aplicacion
informatica SPSS for Windows® (version 15.0, SPSS Inc., Chicago, USA).
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3.4.3. Results

Durante los 12 meses del tratamiento, la ingesta de comida fue similar en todos los
grupos, y no se detectaron diferencias entre los pesos corporales de los animales como

resultado de la ingesta de té.

La Figure 1 muestra la actividad antioxidante y la concentracion de hidroperoxidos y
grupos carbonilo (A, B and C). La actividad antioxidante sufri6 una disminucion
significativa en el grupo C + ADR, con una respuesta dosis dependiente en los grupos
D1+ADR y D2+ADR, donde la actividad antioxidante recuperd sus niveles basales
(Figura 1A). Los grupos cabonilo e hidroperdxidos mostraron un patron similar. La
oxidacion incrementd en el grupo C + ADR mientras que en los grupos D1+ADR vy
D2+ADR se recuperaron gradualmente los niveles basales (Figura 1B, 1C).

Las correlaciones entre los diferentes parametros oxidativos fueron analizadas
(AAH, carbonyl and hydroperoxide groups) y se muestran en la Tabla 2. No existen
correlaciones significativas entre los pardmetros, excepto entre los grupos carbonilo y la
AAH (R =-0.699; p <0.001). Entre la AAH y los hidroperdéxidos hay una correlacion de
R =-0.393; p = 0.078 y entre los hidroperoxidos y los grupo carbonilo una correlacion
de R =0.384; p = 0.085.

La Figura 2 muestra la expresion de los genes Nrf2, Nqol, Hol y Gst-al. El
presente estudio mostré que la ADR causé la activacion de la respuesta ARE en el
rifdn. Como se observa en la Figura 2A, la expresion de Nrf2 se elevd
significativamente en el grupo C + ADR. En los grupos D1+ADR y D2+ADR la

expresion del Nrf2 fue menor que en los grupos C + ADR y C.

El estudio mostré que la expresion de los genes antioxidante y detoxificantes (Nqo1l,
Hol, Gst-al, Gr, Cat and Sodl) incrementaron en el grupo (Figuras 2 y 3). Sin
embargo, la expresion de Sod3 y Sod2 no difird significativamente comparada con el
grupo control (Figura 3). La expresion de los genes Ngol y Hol mostré un descenso
dosis dependiente en los grupos D1+ADR y D2+ADR, volviendo a los niveles basales
en grupo D2+ADR. La expresion de Gst-al, Gr y Cat en los grupos D1+ADR y
D2+ADR permanecid significativamente por debajo del grupo C + ADR y tambien del

grupo control, viéndose disminuida su expresiom (Figuras 2 y 3). La expresion de Gr
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en incrementd en el grupo C+ADR pero no se encontraron diferencias significativas con

los otros grupos (Figure 3).

Table 2.- Correlations between oxidation state and hydrophilic antioxidant activity (HAA).

HAA-Carbonyl HAA- Carbonyl groups -
groups Hydroperoxides Hydroperoxides
Kidney R -0.699 -0.393 0.384
p 0.000* 0.078 0.085

R — Pearson's correlation coefficient. * Significant differences at p < 0.01.
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Figure 1. (A) Hydrophilic antioxidant activity (HAA) expressed in equivalents of ascorbic

acid (mM) per mg of protein. (B) Concentration of carbonyl groups expressed in nanomols per

mg of protein. (C) Concentration of hydroperoxides expressed in nanomols per mg of protein.

Values are the mean = SD of 5 animals per group. Values with different letters indicated

statistically significant differences among treatments (p<0.05).
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Figure 2. (A) Expression of the Nrf2 gene determined by real-time PCR in the kidney of rats
after intraperitoneal injection of ADR. (B) Expression of the Ngol, Gst and Hol genes
determined by real-time PCR in the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. The bars
represent the mean + s.e. (n = 5) fold increase relative to the control. Values with different
letters indicate statistically significant differences between treatments; * indicates significant

differences compared with the control (P < 0.05).
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Figure 3. (A) Expression of the Sod (1, 2 & 3) genes determined by real-time PCR in the
kidney of rats after intraperitoneal injection of ADR. (B) Expression of the Cat and Gr genes
determined by real-time PCR in the liver of rats after intraperitoneal injection of ADR. The bars
represent the means + s.e. (n = 5) fold increase relative to the control. Values with different

letters indicate statistically significant differences among treatments; * indicates significant

differences compared with the control (P < 0.05).
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Figure 4. (A) Kidney catalase (CAT) activity expressed in units of CAT per milligram of
protein. (B) Kidney superoxide dismutase (SOD) activity expressed in units of SOD per
milligram of protein. (C) Kidney glutathione reductase (GR) activity expressed in units of GR
per milligram of protein. Values are the mean + SD of five animals per group. Values with

different letters indicate statistically significant differences among treatments (P < 0.05).
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3.4.4. Discussion

Publicaciones previas a este trabajo han estudiado el efecto del consumo a largo
plazo del extracto de té blanco frente al estrés oxidativo agudo provocado por ADR
(Espinosa et al., 2012, 2014). El proposito de este articulo fue el estudio del estatus
oxidativo y los mecanismos de defense antioxidante, tanto genéticos como enzimaticos
del rifidn tras un tratmaiento a largo plazo con té blanco en condiciones normales y tras
una agresion causada por un agente fuertemente oxidante, y comparar los resultados

obtenidos con los érganos previamente estudiados (Espinosa et al., 2012, 2014).

Los resultados de la actividad antioxidante (AAH) en el rifibn muestran una
disminucion de la capacidad antioxidante en el grupo control + ADR (Figura 1A),
coincidiendo con un incremento de los parametros de oxidacion proteica (Figura 1B) y
oxidacion lipidica (Figura 1C). Es decir, que la ADR ha provocado un fuerte impacto
oxidativo en el rifion, disminuyendo su defensa antioxidante y dafiando las proteinas y
los lipidos del mismo sin que las defensas antioxidantes naturales del rifidn hayan
podido reparar o restaurar la situacion observada en el grupo control. Sin embargo, en
las ratas tratadas con las diferentes dosis de té blanco, si se observa una respuesta frente
al dafio de la ADR. La capacidad antioxidante vuelve, no todavia con la dosis 1 de té,
pero si con la dosis 2 de té, a los niveles observados en las ratas control. También
vemos esta respuesta dosis dependiente en los analisis de grupos carbonilos e
hidroperoxidos (Figura 1A, B y C). El hecho de que exista una correlacion inversa entre
la actividad antioxidante y la oxidacion proteica R= -0.699; P< 0.001 (bastante
relevante significativamente) refuerza y da mas peso a los datos obtenidos y aunque las
otras correlaciones no son significativas, si que poseen una gran relevancia a la hora de

relacionar los parametros analizados.

Con estos analisis podemos ratificar el hecho de que el té blanco ingerido a largo
plazo protege frente al estrés oxidativo causado por la ADR. Pero para entender los
mecanismos por los cuales esto llega a ser llevado a cabo hemos realizado otra serie de

pruebas.

Para empezar, nos hemos centrado en el factor de transcripcion NRF2, el cual, en
situaciones normales de estatus redox “inalterado”, se encuentra unido a la proteina

KEAP1, complejo que de no ser alterado es degradado via ubiquitinacion proteosoma
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(Hou et al., 2012; Shin et al., 2007; Singh et al., 2013). En situaciones de estrés
oxidativo, el complejo NRF2- KEAP1 se disocia permitiendo la entrada de NRF2 en el
nucleo (Lu et al., 2011). Una vez en el nucleo, va a reconocer las secuencias ARE
diseminadas por el ADN y se va a unir a ellas, promoviendo la expresion de los genes

de respuesta antioxidantes y las enzimas de fase II.

El estudio mostré que en el rifion, la ADR ha provocado un incremento en la
expresion de Nrf2 (Figura 2A). Este incremento en la expresion del NRF2 causa una
activacion de otros gentes, como se observo en los andlisis de Gst-a1, Ngol, Hol, Cat,
Sodl y Gr. Todos éstos tuvieron un incremento significativo respecto al grupo control
(Figura 2 B y 3) lo cual puede ser considerado como una respuesta mediada por el
factor NRF2 causada por el estrés oxidativo provocado por la ADR. Estos hallazgos son
consistentes con otros que mostraron que el factor NRF2 activa un set de genes para
hacer frente a un significante estimulo oxidativo: por ejemplo, Sahin et al. (2012)
encontré que la respuesta al estrés oxidativo causada por incremento de temperatura
activo también la respuesta NRF2/ARE. En el presente estudio, el incremetnto de la
expresion de los genes GST-al, Ngol, Hol, Cat, Gr y Sodl fue seguida por un
incremento en la actividad de las enzimas analizadas (CAT y SOD) (Figuras 4A y 4B).
La disminucion de la actividad de GR frente al estrés oxidativo es una observacion
interesante debido a que en el anterior entudio ésto no se obervd. El higado incrementd
su actividad en el grupo C + ADR, en respuesta al estrés oxidativo (Espinosa et al.
2014). Sin embargo, su actividad disminuy6 en el rifién, en el mismo grupo
experiemental, siendo ésto consistente con lo publicado por Yeung et al., (1991) quien
indica que la GR no reacciona de la misma manera contra un estrés oxidativo agudo en
el higado y en el rifion, por lo que su regulacion debe ser diferente. Esto puede ser
debido a la relacion establecida entre las enzymas GR vy las otras como CAT, SOD y/o
GPx, las cuales necesitan glutation reducido, (el cual es en parte renovado por la GR)
para funcionar. El aporte de glutation reducido a una tasa muy alta puede dismuir la
vida media del enzima, su actividad en cara al estres oxidativo, que precisamente es
cuando se necesita fabricar mas enzima. Sin embargo, en el higado, posiblemente
debido a su funcién detoxificadora, esta enzima se ve reforzada y muestra incrementos
de actividad en situaciones de alta demanda (antioxidantes o situaciones de estrés

oxidativo).
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Del andlisis de la activiad antioxidante la oxidacion proteica y lipidica (Figura 1), se
deduce que los antioxidantes no fueron suficientes para neutralizar el efecto oxidativo
de la ADR. Estos resultados son cosistentes con aquellos vistos en nuestros anteriores
trabajos, donde describiamos como la defensa antioxidante de los animales del grupo
control+ADR no fueron suficientes para neutralizar el dafio probocado (Espinosa et al.,
2012, 2014).

Ademas, en los animales consumieron el extracto de té blanco durante un largo

periodo de tiempo, diferentes respuestas fueron observadas en el grupo control+ADR.

El consumo a largo plazo de extracto de té blanco protegié contra el dafio oxidativo
causado por la ADR, como hemos visto en los resultados obtenidos midiendo la
actividad antioxidante, la concentracion de grupos carbonilo y los hidroperdxidos
(Figure 1), cuyos niveles volvieron a aquellos observados en los grupos control de
manera dosis dependeiente. Estos resultados son consistentes con los estudios previos
que indican que el aporte de un antioxidante puede neutralizar el dafio oxidativo
causado por la ADR, en higado, corazon y cerebro (Espinosa et al., 2012, 2014). Sin
embargo, los resultados en la bibliografia son contradictorios en este sentido: por
ejemplo, en nuestro trabajo previo se obtuvo una reduccién significativa de los
parametros oxidativos (Espinosa et al., 2012, 2014) y, en otros trabajos la reduccion de
los efectos toxicos de la ADR se observo también cuando se administra vitamina E sin
disminuir la capacidad quimioterapéutica del agente (Myers et al., 1976). En contraste,
otros vieron que la vitamina E aumentaba el efecto toxico de la ADR (Alberts et al.,
1978), o que la vitamina E no tubo efecto contra la ADR (Van Vleet et al., 1980).
Kurbacher et al. (1996) observd efectos toxicos sinérgicos cuando adminitraba
simultaneamente acido ascorbico y ADR en dos lineas de células de tumor de mama
(MCF-7 and MDA-MB-231). Estos autores sugirieron que el mecanismo por el cual el
efecto toxico aumentaba, estaba relacionado con las propiedades antioxidantes del

ascorbico, como tambien sugirio Miura et al. (1994).

En cuento a la activacion del factor de transcripicion NRF2, los resultados contrastan
con los observados en nuestras publicaciones previas, donde obervabamos que el té
blanco administrado a largo palzo incrementaba en gran manera la expresion de Nrf2,
promoviendo la expresion de las enzimas antioxidantes y detoxificantes (Espinosa et al.,

2014). Sin embargo, en el rifion, la respuesta los grupos dose 1 + ADR and dose + ADR
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2 resultd en una disminucion de la expression del Nrf2 hasta el punto de ser
siginficativamente menor que el grupo control (Figura 2A). Esta regulacion negativa
del gen podria explicar la expresion similar en los genes Ngol, Hol, Sodl, y una
disminucion significativa comparada con el grupo control de los genes Gst-al, Caty Gr
(Figuras 2B y 3).

Los resultados del analisis de la expresion de genes mostré un patrén logico que
relaciona las activiadades de cada enzima con sus expresiones (excepto en el caso de la
SOD y GR). Estos genes (Cat and Sodl) incrementaron su expresion y actividad en el
grupo C+ADR y se mantuvieron o disminuyeron su expresion y actividad en los grupos
D2+ADR (Figure 3 and 4). Estos resultados concuerdan con los observados en nuestro
trabajo previo (Espinosa et al., 2014), donde sugerimos la posibilidad de que los
polifenoles de té, tras suministrarse durante un largo periodo de tiempo, debido a sus
propiedades antioxidantes y a su relativa gran concentracién fueron suficientes para
neutralizar los efectos negativos de la ADR. Asi mismo, a través de los mecanismos de
regulacion negativa, la activacion de los genes es controlada, y se disminye la sintesis
de enzimas antioxidantes ya que estos no hacen falta. Esta hipotesis podria explicarse
por el hecho de que los polifenoles se localizan en la interfase de la célula-citosol
(Verstraeten et al., 2003), espacio muy susceptible de ser objetivo del primer atacque de
la ADR. Existen varios estudios con liposomas compuestos por fosfatidilcolina y
fosfatidiserina donde se ha visto que la (-)-epicatechin (EC) se absorve oligomeros en
la superficie de los liposomas e inhibe la oxidacion lipidica por oxidantes hidrofobicos
(Verstraeten et al., 2003). La fuerza de las interacciones establecideas entre los
oligomeros y EC vy la superficie de las membranas depende en gran medida de la
naturaleza de los grupos polares de los fosfolipidos, en orden galactolipids>
phosphatidylcholine> phosphatidylserine (Oteiza et al., 2005). A través de estas
interacciones, los flavonoides puedes ser atrapados en el las membranas de la superficie
y ejercer efectos protectivos locales. Si estos polifenoles se localizan en la superficie
celular son relativamente funcionales, pueden neutralizar la oxidacion causada por
ADR, y consecuentemente la activacion de las enzimas antioxidatnes podria no ser

requerida. Investigacion adicional en este campo es requerida.

En un studio similar en higado, la expresion de los enzimas de fase 1l (Ngol, Hol

and GST-al) fue mas elevada en los grupos D1+ADR y D2+ADR que en el grupo
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control y C + ADR (Espinosa et al., 2014). Sin embargo, en el presente estudio la
expresion de estos enzimas es menor que en el grupo C+ ADR, y similar a la expresion
de grupo control en los genes Hol and Nqol, e incluso significativamente menor en el
gen GST-al (Figure 2B). Mas estudios en este campo son requeridos para clarificar los

diferentes niveles expresion obervada en los genes.

En cuanto a la superéxido dismutasa, se analizaron tres isoenzimas. La SOD
citosélica homodimérica Cu/Zinc (SOD1), la SOD mitocondrial homotetrameérica Mn
(SOD2), y la SOD unida al proteoglicano Cu/Zinc o extracelular (SOD3) (Fridovich,
1997). Estas SODs catalizan la conversion de O2™ a un producto menos dafiino, H,O,,

el cual es transformado a H,O por la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx).

El analisis de la expresion de las tres isoenzimas de SOD mostraon una expresion
gue se mantuvo inalterada en la Sod 2, por lo que podemos concluir que ni la ADR ni el
tratamiento a largo palzo con el té blanco afectaron a la expresion de SOD en la
mitocondria. La expresion de Sod 3 se mantuvo reprimida comparada con el control en
los grupos C + ADR, D1 + ADR y D2 + ADR, sugiriendo que el tratamiento a largo
palzo con el té blanco no tubo efecto en la expresion de Sod 3. Estos resultados podrian
indicar una diferencia en la ruta de activacion de esta enzima, o que Sod 3 no tiene
secuencia ARE que une a NRF2. Este comportamietno podria explicarse tambien por el
hecho de que la actividad de esta enzima sucede en el exterior celular. Estos resultados
son consitentes con los descritos en un trabajo similar en higado (Espinosa et al., 2014).
Estudios adicionales son requeridos para explicar o justificar las hipdtesis propuestas,

necesitandose mas investigacion en esta area.

Como mencionabamos anteriormente, la GR podria tener otro tipo de regulacion.
Tanto la actividad como la expresion difieren entre los 6rganos (Espinosa et al., 2014) y
entre las demds enzimas antioxidantes, pero las diferentes expresiones podrian
explicarse por la relacion entre las enzimas expliada anteriormente. La actividad de la
GR en los grupos tratados con las dos dosis de té blanco volvié a los niveles de
actividad basal encontrados en grupo control de manera dosis dependiente. Finalmente,

el tratamiento con té blanco retornd la GR a sus niveles basales.

Para concluir, el té blanco administrado durante un largo periodo de tiempo protegid
al rifdn contra el efecto oxidativo de la ADR tanto a nivel proteico como lipidico,
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manteniendo los niveles antioxiadantes obervados en los animales control. La respuesta
asociada NRF2/ARE es activada en orden de detoxificar y neutralizar el dafio oxidativo
producido por la ADR ante de que ocurra: sin ambargo, los animales que no fueron
tratados con té no pudieron contrarrestar este dafio. Los resultados son claros en cuanto
que las propiedas de té neutralizan el dafio oxidativo y citotoxico de la ADR. La
capacidad antioxidante del té blanco y su habilidad para establecerse o situarse en la
interfase citosol-membrana parece jugar un papel importante en la defensa contra el
estrés oxidativo y la activacion de la respuesta NRF2, el cual activa o inhibe la sintesis
de enzimas antioxidantes y de fase Il. Estos resultados revelan que la calidad y cantidad
de los polifenoles y catequinas en el té blanco utilizado en nuestro estudio fue suficiente
para neutralizar los radicles libres y el resultante estrés oxidativo. No fue necesatio la
activacion de los enzimas antioxidants y de fase 11, lo que se confirma y se refuerza por
la respuesta dosis dependiente cuando incrementamos la dosis de té blanco. Existen
diferencias en la respuesta causada por la ADR en el higado y en el rifion. Estudios
adicionales son necesarios para comprender las diferencias entre 6rganos y clarificar los
mecanismos envueltos en la regulacion de los genes implicados en la defensa

antioxidante y modulada por diferentes componentes de la dieta.
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3.5. CAPITULO EXPERIMENTAL 5

EFECTO DE LA INGESTION A LARGO PLAZO DE TE BLANCO SOBRE EL

ESTRES OXIDATIVO AGUDO RATAS.
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3.5.1. Introduction

Las especies reactivas de oxigeno (EROs) se producen de forma natural en las rutas
celulares del metabolismo aerdbico, incluyéndose la fosforilacion oxidativa, las cadenas
de transporte de electrones de la motocondria y microsomas, la actividad de las enzimas
oxidoreductasas, y reacciones inmunoldgicas como la fagocitosis (Halliwell &
Gutteridge, 2007). Los radicales libres son neutralizados por un elaborado sistema de
defensa compuesto por enzimas tales como catalasa, superoxido dimutasa, glutation
peroxidasa, y numerosos antioxidantes no enzimaticos, incluyendo vitamina A, E'y C,

glutation ubiquinona, flavonoides y otros.

Los polifenoles son los antioxidantes mas abundantes en la dieta. Por supuesto, las
frutas, los vegetales, diversas bebidas (té, vino, zumos), plantas, y algunas hiervas estan
cargadas con grandes dosis de polifenoles antioxidantes. Los compuestos fenolicos han
incrementado el interés de los consumidores y fabricantes por los numerosos estudios
epidemioldgicos que han sugerido asociaciones entre el consumo de bebidas o comidas
ricas en polifenoles y la prevencion de ciertas enfermedads crénicas como cancer y

enfermedades cardiovasculares (Manach et al., 2005; Duthie, 2007).

Té (Camellia sinensis) posee propiedades beneficiosas en la prevencion de
enfermedades como el cancer, patologias cardiacas, y enfermedades neurodegenerativas
(Serafini et al., 2002). Estos efectos han sido atribuidos al contenido de flavonoides del
té, los cuales puedes ser beneficiosos en situaciones patoldgicas asociadas con un alto

nivel de produccién de radicales libres (Galleano et al., 2009).

La cantidad de acidos grasos y el nivel de antioxidantes encontrados en membranas
bioldgicas difieren entre especies y entre tejidos de la misma especie. La variacion en
las cadenas largas de acidos grasos peroxidables y los antioxidantes encontrados en las
membranas celulares las hacen vulnerables a la peroxidacion lipidica. Los acidos grasos
insaturados son mas susceptibles de ser dafiados por las especies reactivas de oxigeno
(ROS), la sensibilidad a la peroxidacion lipidica incrementa conforme aumenta el
numero de dobles enlaces en los acidos grasos (North et al., 1994). La medida de la
peroxidacion lipidica es uno de los ensayos mas comunmente utilizados en las
situaciones de induccién de dafio oxidativo por radicales libres (Svingen et al., 1979;
Sevanian & Hochstein, 1985).
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La adriamicina (ADR) es una quinona que pertenece al grupo de las antraciclinas.
La ADR se utiliza en quimioterapia para el tratamiento de diferentes tipos de cancer,
como linfomas, leucemias o tumores solidos debido a su habilidad de prevenir la
replicacion celular (Cutts et al., 1996). Ademas, la ADR produce ROS in vivo una vez
es metabolizada, causando toxicidad en los pacientes y representando un serio problema
en el tratamiento del cancer. Sin embargo, los estudios clinicos en humanos han
mostrado que el tratamiento con ciertos antioxidantes no revierten completamente los
efectos cardiotdxicos de la ADR, comenzando asi una blsqueda de agentes que

eliminen estos efectos secundarios (Schimmel et al., 2004).

Investigaciones previas mostraron que el tratamiento a largo plazo con té blanco
inhibe el efecto oxidativo de la ADR en diferentes tejidos (higado, corazon y cerebro)
(Espinosa et al., 2012), y mostraron los mecanismos envueltos en el la proteccion del té
blanco en el estrés oxidativo en el higado (Espinosa et al., 2014). El objetivo de este
trabajo es analizar los efectos de la ADR vy la ingesta a largo plazo del extracto de té

blanco en el plasma y en el perfil de acidos grasos de higado y corazon en ratas.
3.5.2. Materiales y método
3.5.2.1. Disefio experimental

El protocolo de estudio estuvo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki y fue
aprobado por el Comité de Bioética de la universidad de Murcia, Espafia. Veintidos
ratas Sprague—Dawley al destete fueron recogidas del University Animal Center REGA-
ES300305440012 (Murcia, Spain). Los animales recibieron una dieta comercial para
roedores (Harlan 2014 Global Rodent Maintenance, Barcelona, Spain) y se guardaron

en jaulas separadas en grupo de tres o cuatro, con machos y hembras separados.

Los animales, n=22 (Un numero igual de machos y hembras) fueron mantenidas en
una habitacion en condiciones controladas: temperatura 23 + 2 °C, humedad relativa 55
+ 5%, frecuencia de ventilacion 18 times/h y un fotoperiodo de 12:12 h luz—oscuridad.
Durante 12 meses, las ratas recibieron diferentes dosis de té en el agua de bebida. El
grupo control (n=12) recibi6 agua destilada; el grupo dosis 1 (D1) (n=5) recibié 15 mg
de extracto solido de té/kg de peso corporal (4 mg de polifenoles /kg de peso corporal),

y el grupo dosis 2(D2) (n=5) recibié una dosis de 45 mg de extracto solido de té/kg de
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peso corporal (12 mg de polifenoles/kg de peso corporal) disuelto en agua destilada. El
agua estuvo disponible continuamente, y las ratas bebieron ad libitum. Nosotros
estimamos que estas dosis contienen una cantidad de té equivalente a aquellas
consumidas en humanos que beben entre cero y tres tazas de té al dia, reflejando la
costumbre occidental (Surch, 2003), y nueve tazas de te al dia, reflejando al costumbre
oriental (Suzuki et al., 2009). Tras 12 meses, todos los animales recibieron una
inyeccion intraperitoneal de ADR (10 mg/kg body weight), excepto la mitad de los
animales control, que recibieron una inyeccion de solucion salina. De esta manera, se
establecieron cuatro grupos experiementales: control, control + ADR (C + ADR), dosis
1 de té blanco + ADR (D1 + ADR) y dosis 2 de té blanco + ADR (D2 + ADR).
Cuartenta y ocho horas después de la adminsitracion de la ADR, tras una noche de
ayunas, las ratas se pesaron y se sacrificaron bajo anestesia (sodium thiopental).
Muestra de plasma fueron obtenidas de las ratas recientemente anestesiadas y se
guardaron congeladas a —80 °C hasta su andlisis. El corazon y el higado fueron
obtenidos e inmediatamente puestos en frio en una solucion salina. Los microsomas,
obtenidos segun el protocolo de Philipp and Shapiro (1979), fueron guardados

congelados a —80 °C para su posterior analisis.
3.5.2.2. Preparacion de la infusion de té

El extracto de té fue preprado en Barcelona (Spain) siguiendo el protocolo descrito
por Almajano et al., (2008). Las infusiones de té se liofilizaron, y el extracto fue
guardado a -20 °C hasta su uso. El contenido total de fenoles fue analizado por el
método de Folin—-Ciocalteu, y el perfil de las catequinas mas importantes fue
determinado por electroforesis capilar. El té blanco usado contiene 2180 + 161 mg del
total de polifenoles/100 g de hoja de te, expresado en mg equivalentes de &cido galico
por litro de infusion. EI contenido en catequinas individuales del té blanco fue
analizado por RP-HPLC (Almajano et al., 2011). La principal catequina observada fue
la epigallocatechin-3-gallate (EGCG) (1525 + 113.4 mg/100 g tea leaves). Muchos
otros polifenoles estuvieron también presentes, incluyendo epigalocatequina (159 +
15.2) y epicatequina (54.3 + 2.5) (mg/100 g tea leaves), asi como metilxantinas como la

teofilina y la cafeina (Almajano et al., 2011).
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3.5.2.3. Actividad antioxidante hidrofilica (HAA)

La HAA se midié en plasma usando el método descrito por Arnao et al., (1999), que
esta basado en la habilidad de los antioxidantes de la muestra de reducir el cation radical
2,2’-azino-bis-3-(ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), determinado por la
decoloracion del ABTS™, y midiendo el incremento de absorbancia a 730 nm. Esta
actividad es calculada comprarando los valores de la muestra con una curva estandar de
acido ascorbico y expresada como equivalentes de acido ascorbico (mmol) por

miligramos de proteina. Las muestras se analizaron por triplicado.
3.5.2.4. Hidroperoxidos

La técnica descrita por Jiang et al., (1992) se usé para determinar los hidroperoxidos.
Se basa en la reacién del Fe?* que se oxida a Fe** en condiciones acidas. La reaccion se
caracteriza por la donacion de un i6n negativo mediado por la accion del reactivo de
Fox. Se usa como indicador, el xylenol orange, sensible a la oxidacion del Fe. En el
caso de los hidroperoxidos, el Fe actia como un metal de transicion. La intensidad del
color naranja del xylenol incrementa con la presencia de hidroperoxidos. EI AMN
(ammonium ferrous sulphate) es la fuente de Fe para la peroxidacion lipidica, mientras

que el AAPH (2-2 azobis amidinopropane) es un fuerte inductor de la peroxidacion.
3.5.2.5. Grupos carbonilo

La concentracion de grupos carbonilo en plasma, que representa la oxidacion
proteica, se termina por el reactivo 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), segin el
método de Reznick & Packer (1994), modificado por Bailey (2001). El contenido en

grupos carbonilo fue expresado en nmol/mg protein.
3.5.2.6. Extracion lipidica y andlisis de acidos grasos

La catidad total de lipidos se determind gravimetricamente depués de la extracion,
esencialmente por le método descrito por Folch et al. (1957). El contenido total del
extracto lipidico fue sujeto a transmetilacion catalitica usando el método descrito por
Christie (2003). Los metil-ésteres de acidos grasos (FAME) obtenidos fueron separados
y cuantificados por cromatografia de gas-liquido usando un cromatégrafo de gas
Hewlett—Packard 5890 equipado con una columna (SPTH-2560, SUPELCO, 100
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mx0.25 mm L.D., 0.20 um thickness). Los picos fueron identificados por comparacion
con los tiempos de retencion con un estandar apropiado de FAMES (purchased from
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA). La concentracion individual de
acidos grasos se expres6 como porcentajes del total de acidos grasos. Varios parametros
de interés, como la suma de los &cidos grasos saturados (SFA), monoinsaturados
(MUFA), y poliinsaturados (PUFA), acidos grasos altamente insaturados (HUFA,
acidos grasos de mas de 20 atomos de carbono y 3 o més dobles enlaces) y el indice de

peroxidacion lipidica (P1, como indice de susceptibilidad) se calcularon.
3.5.2.7. Anédlisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media + SD. La normalidad de las variables se
calculo con el test de Shapiro-Wilk y la homogeniedad de las varianzas por el test de
Levene. Las diferencias estadisticas entre los grupos se calcularon mediante una
ANOVA de una sola via, seguida por el test de Bonferroni o el de Games Howell,
dependiendo de la homogeneidad de las variables. La composicion de acidos grasos de
cada grupo se representa como la media + SD. Las comparaciones entre los valores de
los grupos se hicieron mediante una ANOVA de una sola via, y el test de Tukey-b para
compraciones multiples. El nivel de significancia fue del 95% en todos los casos (P <
0.05). Todos los datos se analizaron con la aplicacion SPSS for Windows® (version
15.0, SPSS Inc., Chicago, USA).

3.5.3. Resultados

Durante los 12 meses que duro el tratamiento, la ingesta de alimento fue similar en
todos los grupos, y no hubo diferencias significativas entre los pesos de los animles

como consecuencia del conusmo de té (Data not shown).

El analisis de HAA (Figure 1) y grupos carbonilo (Figure 2) no mostré ninguna
diferencia significativa entre grupos. Sin embargo, se pudo observar una tendencia a
disminuirse la capacidad antioxidante del grupo C+ADR vy a recuperar los niveles en los
grupo tratados con té y los grupos carbonilos indicaron un ligero incremento en la
oxidacion de los amino&cidos en el grupo control + ADR pero no en los grupos
D1+ADR y D2+ADR.
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El andlisis de los hidroperdxidos (Figure 3) mostré un incremento significativo en el
grupo control + ADR. El grupo dosis 1 + ADR no mostré diferencias con los grupos
control + ADR y dosis 2 + ADR. El grupo dosis 2+ADR mostrd una restauracion de los

niveles basales.

El andlisis de &cidos grasos de los microsmoas de higado y corazén (Table 1y Table
2, respectivamente) no mostro diferencias entre los grupos. Sin embargo, el PXI mostro
una tendencia a incrementarse en el grupo C+ADR y a disminuir en el grupo en los

grupos D1+ADR y D2+ADR comparandose con el grupo control.
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Figure 1. Hydrophilic antioxidant activity (HAA) expressed in equivalents of
ascorbic acid (M) per mg of protein. Values are the mean = SD of 5 animals per group.
Values with different letters indicate statistically significant differences among
treatments (p<0.05).
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Figure 2. Concentration of carbonyl groups expressed in nanomols per mg of
protein. Values are the mean £ SD of 5 animals per group. Values with different letters

indicate statistically significant differences among treatments (p<0.05).
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Figure 3. Concentration of hydroperoxides expressed in nanomols per mg of protein.
Values are the mean = SD of 5 animals per group. Values with different letters indicate
statistically significant differences among treatments (p<0.05).
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Table 1. Fatty acid composition (% of total fatty acid) of lipids in rat liver. Some minor
fatty acids (<0.1 g/100 g of fatty acids) are not shown. Data are expressed as mean +

standard deviation. Ul: Unsaturation Index. PXI: Lipids Peroxidation Index.

Control Control + ADR Dose 1 + ADR Dose 2 + ADR
(n=4) (n=6) (n=5) (n=5)
SFA 39,9+0,3 37,7+89 415+14 41,7+13
MUFA 7,7+0,2 9,1+38 9,7+£0,8 83+13
n-6 PUFA 42,6+0,3 42,774 39,2+25 405+1,9
n-3 PUFA 9,6 0,7 104+£18 94+14 9,4+0,9
Total 52,3+0,3 53,2+6/4 48,7+ 14 499+11
PUFA
n-3/n-6 0,22 £0,01 0,25 £ 0,06 0,24 £ 0,05 0,23 £ 0,003
Ul 202,6 +£3,8 206,5+12,9 190,3+ 7.4 1942+ 4,6
PXI 1958+ 6,1 198,8 + 10,3 181,6 £ 13,2 187,1+84

Table 2. Fatty acid composition (% of total fatty acid) of lipids in rat heart. Some minor
fatty acids (<0.1 g/100 g of fatty acids) are not shown. Data are expressed as mean +

standard deviation. Ul: Unsaturation Index. PXI: Lipids Peroxidation Index.

Control Control + ADR  Dose 1 + ADR Dose 2 + ADR
(n=4) (n=6) (n=5) (n=5)
SFA 350+131 489+57 435+6,9 41,7+11,3
MUFA 29,7+18)9 126+1,9 20,0+ 38 28,1+£10,3
n6 PUFA 23,7+10,3 30,5+£5,6 251+£7.2 173+6/4
n3 PUFA 11,4+8,6 7,8+0,9 11,3+35 128+7,6
Total PUFA 35,1+10,9 38,3+£6,1 36,4+ 8,2 30,112
n-3/n-6 0,6+ 0,77 0,26 + 0,06 0,47+0,19 0,97 + 0,81
Ul 160,2 £ 45,7 149,9+£ 20,9 149,7 £ 26,8 146,1£ 27,1
PXI 134,0 £ 62,7 1355+22,1 128,8 £ 27,6 126,1+ 30,6
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3.5.4. Discusioén

En un studio previo, analizamos diferentes 6rganos (higado, cerebro y corazdn)
observando una respuesta al tratamiento a largo plazo de té blanco, el cual previno a los

6rganos del dafio oxidativo causado por la ADR (Espinosa et al., 2012).

En el plasma los resultados no fueron tan claros como los anteriormente publicados.
El efecto prooxidante que la toxina causd en el grupo control+ADR, mostré una
tendencia a dismiuir la capacidad antioxidante hidrofilica (Figure 1). Weiss et al.
(1992), consideraron a la adriamicina como un agente que ejerce su efecto tras ser
metabolizada, produciendo el dafio oxidativo cerca del sitio donde se forman los
radicales libres (mitochondria, microsomes, etc.), pero no llegando al plasma; es decir,
que causa su mayor dafio en el medio intracelular antes que en el extracelular. Por

supuesto, esto podria explicar el efecto atenuado observado en el plasma.

El efecto de la adriamicina en los lipidos y las proteinas del plasma se hizo mas
evidente que el efecto observado en la HAA. Hubo un incremento significativo en el la
concentracion de hidroperdxidos y una tendencia a incrementarse la concentracion de
grupos carbonilos en el plasma tras la adminsitracion de la droga. La ADR causo
oxidacion en el plasma, un efecto que se hizo méas evidente en el andlisis de
hidroperoxidos, quizés por que el el FOX en el método més sensible, conveniente y

simple para determinar oxidacion lipidica en plasma (Jiang et al., 1992).

Se ha publicado que el té tiene propiedades antitumorales y antimutagénicas
mediante el bloqueo de la union de las sustancias que promueven tumores a sus sitios de
receptores (Santana-Rios et al., 2001), como hormonas, y factores de crecimiento
(Komori et al., 1993; Stammler & Volm 1997) y se le atribuyen efectos paliativos en la
neurodegeneracion causada por isquemia (Koutelidakis et al., 2009). La mayoria de
estos estudios se realizaron con té verde, pero hay pocos estudios realizados con té
blanco. Algunos trabajos han mostrado el efecto protector de ambos tipos de té en raton,
donde la capacidad antioxidante total incremento en diferentes 6rganos y tejidos como

el corazon, estdmago (Koutelidakis et al., 2009) y el colon (Koutelidakis et al., 2010).

En las muestras de plasma, el efecto protector del té se analiz6 por la técnica que

mide HAA descrita por Arnao et al. (1999). Ninguno de los analisis mostré un

153



3.5 Efecto del té sobre el plasma y el perfil de acidos grasos en higado y corazon

incremento en la capacidad antioxidante del plasma en ratas tratadas con té comparadas
con el las ratas control (Figure 1). Resultados similares similares se describieron en
ratones tratados con té blanco, los cuales no aumentaron significativamente su actividad
antioxidante en plasma (Koutelidakis et al., 2009). Ademas, se ha reportado que, tras la
adminstracion de antioxidantes como el selenio con el fin de contrarrestar los efectos
oxidativos de la ADR, se observaron cambios significativos en el higado, pero no en el
plasma (Bordoni et al., 2008). La disminucion en el dafio oxidativo en el plasma debido
a la adminsitracion de té blanco no se vio reflejada en la concentracion de grupos
carbonilo, los cuales solo muestran un ligero incremento en el grupo control + ADR
(Figure 2). Sin embargo, esta tendencia se hace estadisticamente significativa en el
analisis de hidroperdxidos, los cuales vuelven a su estado basal con la dosis mas baja de
té blanco (Figure 3). Estos datos son cosistentes con otros estudios realizados con té
verde en plasma de ratas, los cuales vieron una recuperacién de los peréxidos causados
por dafio oxidativo debido a etanol (Ostrowska et al., 2004) y un incremento de la
actividad antioxidante y descenso de la peroxidacion lipidica (Serafini et al., 2000), y
con nuestras propias investigaciones que describen el efecto protector del té blanco a

largo plazo (Espinosa et al., 2012; 2014).

Muy pocos estudios han investigado el posible efecto prooxidante de la ADR y el té
en el perfil de &cidos grasos (FA) en microsomas de higado, y hasta nuestro

conocimiento, ninguno ha estudiado sus efectos en microsomas de corazon.

Este estudio no mostrd6 cambios significativos en el perfil de acidos grasos de
microsomas de higado tras la adrminsitracion de ADR (Table 1). Solamente una
tendencia se observd mostrando una menor proporciéon del SFA total. Los resultados
podrian estar de acuerdo con lo descrito por Catala et al. (2007), quien encontrd una
disminucion, aunque significativa en su caso, en la cantidad de SFA y los acidos
araquiddnico y docosahexaenoico en la mitocondria de hepatocitos tras el tratamiento
de la ADR. Los efectos en la mitocrondria podrian ser explicados por que alli es donde
la droga realiza su mayor accion prooxidante (Hoye et al., 2008).

Nuestros resultados también fallaron al mostrar cambios en la proporcion de SFA
total y en el ratio n-3 / n-6, y solo una ligera tendencia a elevarse el total de MUFAS se
observo. Resultados similares tras el tratamiento con la misma droga fueron descritos

por otros autores (Biagi et al., 1993). Por supuesto, en hepatocios de rata tratados con
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ADR yl/o selenio, este Gltimo como antioxidante, Bordoni et al. (2008) no observd
cambios en la concentracion de los ratios de SFA, MUFAs y PUFAS. Solo hubo una
ligera tendencia a elevarse la concentracion de acido araquidénico porque la ADR no
tubo efecto y el selenio incrementd la actividad de la 6-6-desaturase (Bordoni et al.,
2008).

Nuestro estudio no identificd ningun cambio significativo en el perfil de &cidos
grasos de microsomas de corazon tras la administracion de ADR (Table 2) y solo
mostrd alguna tendencia en SFA, MUFAs y PUFAs. Ademés, hubo una tendencia del
Ul a disminuir, y del PXI a aumentar en el grupo control + ADR, lo que podria
explicarse por el estrés oxidativo en los dobles enlaces de los acidos grasos, los cuales
son susceptibles de ser dafiados por la ADR. Como el corazén es uno de los érganos
mas dafiados por la ADR (Signal & lliskovic, 1998), los efectos observados del té
blanco podrian ser hallazgos importantes para nuestra investigacion.

En conclusidn, el efecto protector del té blanco a largo plaszo se hizo solo evidente
en el andlisis de hidroperdxidos en plasma, probablemente por que el método utilizado
fue el apropiado para uso en plasma. Sin embargo, es evidente que la ADR caus6 dafio
oxidativo en plasma y el tratamiento con el té blanco protegi6 contra este dafio. El perfil
de acidos grasos no mostré diferencias significativas, aunque las ligeras tendencias
observadas podrian haber sido causadas por el tratamiento con ADR y el efecto
protector del té blanco contra el estrés oxidativo.
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4. Discussion

El estrés oxidativo es posiblemente una de las causas méas importantes de una serie
de enfermedades degenerativas y, dado que el organismo obtiene parte de su defensa
antioxidante a partir de algunos componentes de la dieta, existe una relacion directa

entre la alimentacion y el estado oxidativo, y por ende, entre nutricion y salud.

Sin duda, uno de los logros importantes de este trabajo ha sido la aplicacion del
tratamiento a largo plazo, con un periodo de ingesta de té blanco de 12 meses. Es
importante resaltar que estos 12 meses son equivalentes a la totalidad de la etapa adulta
de la vida en ratas. Esto nos ha permitido obtener resultados mas fiables, con cierta
seguridad de que los polifenoles del té han llegado a todo el organismo, y también
respecto a lo novedoso/innovador del presente estudio, ya que la mayoria de las
investigaciones suelen realizarse durante cortos periodos de tiempo y administrando
dosis de antioxidantes relativamente altas. Sin embargo, el suministro de té que
aportamos en la dieta estd equiparado a dosis de consumo habitual tanto en poblacién
occidental (Wang et al., 2011) como oriental (Suzuki et al., 2009). Por todo ello, los

resultados obtenidos son, en general, mas apropiados para ser extrapolados a humanos.

Los primeros pasos de la presente investigacion, en relacién con el consumo de té
blanco a diferentes dosis, dieron como resultado la publicacion de un primer articulo,
cuyo objetivo fue analizar el efecto que tenia la administracion de té blanco sobre la
ingesta de alimento, absorcion de minerales, digestibilidad proteica y crecimiento en
ratas (Pérez-Lamas et al., 2011). Se lleg6 a la conclusién de que el té no alteraba
ninguno de los factores mencionados anteriormente, excepto que reducia en un 15-18%
la absorcion de Fe. Estos datos preliminares sentaron las bases para el disefio de un

segundo estudio a largo plazo.

Partiendo de esta base, se establecio una dindmica de trabajo que permitié el ensayo
con tres grupos experimentales, que difieren en el tratamiento administrado en el agua
de bebida. El primero, un grupo de animales control, al que se les administr6 agua
destilada como bebida; el segundo, un grupo que tomo en el agua de bebida una dosis
de té blanco de 15 mg extracto seco de té/kg peso corporal; y en tercer lugar, un grupo
al que se le administro en el agua de bebida una dosis de té blanco de 45 mg extracto

seco de te /kg peso corporal. Al término de este tratamiento, de 12 meses de duracion, a
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una parte de los animales se les administré mediante inyeccion intraperitoneal una dosis
de adriamicina (ADR) de 10 mg/kg peso corporal y, tras 48 horas, se procedié a la
anestesia con pentotal sodico (53 mg/kg de peso corporal) y extraccion de las muestras

de sangre, higado, corazén, cerebro y rifién.

Los primeros resultados permitieron establecer una correlacion significativa entre los
niveles de capacidad antioxidante y las concentraciones de grupos carbonilo e
hidroperdxidos, a mayor capacidad antioxidante total, se produce una menor generacion
de grupos carbonilo e hidroperoxidos, y viceversa, en los diferentes tejidos estudiados.
Las relaciones estadisticamente significativas entre los resultados de los distintos
métodos utilizados en este estudio muestran la efectividad de los mismos para valorar
tanto el efecto pro-oxidante de la ADR como el efecto protector del té blanco frente a un

dafo oxidativo agudo.

Los resultados sobre las medidas de capacidad antioxidante muestran diferencias
entre los 6rganos ensayados (corazon, higado y cerebro). Por tanto, cada érgano tiene un
nivel de capacidad antioxidante determinado, por lo que en funcién de los niveles
basales de defensa, asi se encontrara cada 6rgano protegido frente al estrés oxidativo
agudo. Estos resultados estan en concordancia con lo descrito previamente por
Koutelidakis et al., (2009), que indican que los niveles de antioxidantes basales en
corazon son significativamente inferiores a los encontrados en pulmon, bazo, higado,
riidn y cerebro. Esta mayor susceptibilidad del tejido miocardico al dafio oxidativo
agudo podria ser explicada, al menos en parte, por la menor concentracion de enzimas
protectores contra los radicales libres, como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa
(CAT) y la glutation peroxidasa (GPx) en este tejido (Doroshow et al., 1980; Olson et
al., 1981).

En un segundo trabajo, la ADR mostrd tener un significativo efecto toxico sobre los
microsomas de higado, corazon y cerebro, produciéndose una disminucion de la
capacidad antioxidante total, y un aumento de las concentraciones de grupos carbonilo e
hidroperdxidos. Esta reduccion de la capacidad antioxidante total en los microsomas
representa un mayor consumo de moléculas antioxidantes y un incremento de la

oxidacion en los tejidos.
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Estudios previos han descrito el efecto antioxidante dosis-dependiente de las
catequinas del té verde en higado de rata expuestas a dafio oxidativo provocado por
radiaciones de microondas, como los realizados in vivo por Kim et al. (2002). Nuestros
primeros datos mostraron que los valores de la capacidad antioxidante de los tres
organos parecen aumentar de manera dosis-dependiente hasta valores similares a los
obtenidos en los animales control. Tras la administracion de la menor dosis de té blanco
durante un afo (dosis 1, equivalente a tres tazas de té al dia en humanos), la
recuperacion de los niveles de capacidad antioxidante total es comparable a la de los
animales control, es més, si observamos el efecto de la administracion de té a la dosis
mayor (dosis 2, equivalente a nueve tazas de té al dia en humanos), existe incluso una
tendencia a sobreelevar los niveles de capacidad antioxidante basal. Un mismo
comportamiento es observado en los datos que muestran la oxidacion de los tejidos
(hidroperdéxidos 'y grupos carbonilo), aumentando su concentracion con la
administracion de ADR y disminuyendo de una manera dosis-dependiente con las dosis

de té blanco.

Estudios clinicos han mostrado que los tratamientos con agentes antioxidantes no
parecen suficientes para revertir en su totalidad los efectos cardiotdxicos de la ADR
(Schimmel et al., 2004. Sin embargo, nuestros datos en corazon indican que la
administracion del extracto de té blanco redujo de forma significativa la concentracion
de grupos carbonilo hasta valores incluso por debajo de los valores basales. Los
resultados indican que los polifenoles del té pueden presentar otros mecanismos
protectores ademas de los antioxidantes. Otros autores han documentado que algunos
flavonoides son capaces de reducir la cardiotoxicidad producida por la ADR, no
exclusivamente por su capacidad antioxidante (Mladenka et al., 2010). De hecho, se ha
descrito que existen mecanismos bioquimicos que explican su capacidad protectora,
ademas de su capacidad intrinseca de neutralizar especies reactivas de oxigeno y quelar
metales. Estos mecanismos estan relacionados con las interacciones polifenol-lipido y

polifenol-proteina (Fraga, 2007).

Continuamos asi, analizando la actividad enzimatica en 6rganos relevantes como
higado y rifion. La magnitud del efecto antioxidante del té, en ambos 6rganos, es tan
importante que la actividad de las enzimas SOD, GR y CAT no llega a elevarse, incluso

en las dosis maés altas se observa una disminucion de su proporcion respecto al control,
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cuando lo esperado hubiese sido la elevacién de las mismas, ya que se observa un
incremento de la capacidad antioxidante hidrofilica y una disminucion de parametros
oxidativos. El efecto antioxidante del té blanco es capaz de neutralizar el dafio, y el
organismo puede, de alguna manera, reconocer que la actividad de estas enzimas no es

necesaria y disminuir su actividad.

Es importante recordar que los animales estuvieron ingiriendo té blanco la mayor
parte de su vida (12 meses), lo que permitio un alto grado de penetracién en todos los
tejidos de los principios antioxidantes, ya que la proteccién observada se da a nivel
microsomal y en todos los 6rganos analizados. Se manifesto el efecto protector del té
blanco en el plasma, viendose los valores de hidroperoxidos re-establecidos con la dosis
maés alta de té. Recordamos que los efectos beneficiosos del té blanco se observaban
incluso en el cerebro, asi que los polifenoles atravesaron la barrera hemato-encefélica,
por lo que casi con toda seguridad, se pueda observar su efecto en todos los tejidos del

cuerpo.

Sin embargo, la actividad de la GR de rifion muestra un comportamiento totalmente
opuesto, lo que concuerda con Yeung et al., (1991), que indica que la GR no reacciona
de la misma manera en el higado que en el rifién, por lo que su regulacion debe ser

diferente.

Para poder entender el comportamiento observado en los parametros de estrés
oxidativo, asi como en las enzimas antioxidantes, nos dispusimos a analizar la expresién
de los genes que codifican estas enzimas y también las implicadas en su regulacion. Por
ello, comenzamos a estudiar los cambios en el factor de trascripcion NRF2.
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Figura 19. Esquema de la ruta de degradacion del NRF2 en situacion de status redox normal

via ubiquitin proteosoma.

Se le ha atribuido un papel central en la defensa contra el estrés oxidativo al factor de
transcripcion NRF2, perteneciente a una familia caracterizada por sus regiones basicas
de leucinas a modo de cremallera (leucine zipper family). De hecho, NRF2 se localiza
en el citoplasma, donde interactta con la proteina KEAP1 (actin-binding protein Kelch-
like) y que es objetivo de manera inmediata de especies reactivas de oxigeno o
electrofilas, que atacan el complejo NRF2-KEAP1, disociandose éste en NRF2 y
KEAP1 (Zhang, 2006). EI NRF2 estabilizado se transloca entonces al nucleo, y
promueve la expresion de varios genes relacionados con proteinas antioxidantes como
SOD, CAT y GR; y enzimas detoxificantes de fase 1l como NQO1, GST y hemo
oxigenasa (HO1) (Kobayashi & Yamamoto, 2005; Xu et al., 2008).
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Figura 20. Esquema del funcionamiento del factor de transcripcion NRF2 ante un estrés

oxidativo agudo.

El presente trabajo mostrdé que el gen Nrf2 se expresa de manera diferente en el
higado y en el rifidn. Mientras que en ambos dérganos la expresion de Nrf2 aumenta
cuando se les administra adriamicina (lo que cabria esperar puesto que la ADR provoca
estrés oxidativo), cuando analizamos la expresion del factor en los grupos tratados con
las diferentes dosis de té y ADR, se observa una sobre-expresion de Nrf2 en el higado,
qgue aumenta con las dosis de té blanco, mientras que en el rifiébn se produce una

inhibicidn de la expresion del factor conforme aumenta la dosis de té.

Probablemente, estas diferencias sean debidas a la diferente funcién que desempefian
los dos organos. El higado cumple una funcion més detoxificadora, siendo ademas éste
el que recibe el dafio en primer lugar y posiblemente con mas intensidad. Por ello, la
expresion de Nrf2 se mantiene alta en este 6rgano y sube con las dosis de té de una
manera dosis-dependiente, logrando elevar las enzimas de fase Il con el fin de
detoxificar el agente (no asi las enzimas antioxidantes, siendo éstas inhibidas) y, como
indican los analisis de capacidad antioxidante y grupos carbonilo e hidroperéxidos,
protegiendo del dafio oxidativo al higado.
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Figura 21. Esquema del funcionamiento del factor de transcripcién NRF2 frente un estrés
oxidativo agudo, en higado de rata tratada 12 meses con una alta dosis de té blanco, y que ha

absorbido los polifenoles del mismo, permaneciendo éstos en la interfase membrana-citosol.

Por otro lado, en el rifidn, la expresion de Nrf2 se ve reducida con el incremento de
consumo de té blanco, disminuyéndo también la expresion de enzimas antioxidantes y
de fase Il. Sin embargo, la capacidad antioxidante se mantiene elevada y los grupos
carbonilo e hidroperéxidos disminuyen, sugiriéndose que los polifenoles del té blanco
han actuado de barrera frente a este dafio oxidativo, no siendo necesaria la activacion de
la maquinaria genética para afrontar este evento oxidativo. Este es un mecanismo
plausible debido no solo ala cantidad y calidad de los polifenoles suministrados, sino
también al hecho de que los animales recibieron en el agua de bebida este aporte de té
durante 12 meses, tiempo suficiente para que la “defensa” se hiciera patente en todo el
cuerpo del animal. Ademas, es un hecho relevante que los polifenoles se sitlen entre las
membranas y el citosol (Verstraeten et al., 2003), provocando una barrera protectora
importante y evitando los efectos toxicos de la ADR. Esto podria explicar, al menos en
parte, la inhibicién de las enzimas antioxidantes producida por la ingesta de té blanco en
el rifion y la inhibicion de la expresiéon del gen Nrf2 y, por lo tanto, de las enzimas
antioxidantes y de fase II.
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Figura 22. Esquema del funcionamiento del factor de transcripcién NRF2 ante un estrés
oxidativo agudo, en rifion de rata tratada 12 meses con una alta dosis de té blanco, y que ha

absorbido los polifenoles del mismo, permaneciendo éstos en la interfase membrana-citosol.

La elevacién de la concentracion plasmatica de los compuestos antioxidantes del
extracto de té blanco inhibe la expresion de los genes responsables de la defensa
antioxidante. Otra posible interpretacion, dado que los citados compuestos alcanzan
todos los tejidos del organismo por el tratamiento a largo plazo, es que la elevacion de
la concentracién en los diferentes tejidos provocaria el efecto similar, aunque ambos
procesos se podrian estar dando de forma simultanea. Este proceso es un equilibro

dinamico muy activo, y a veces muy dificil de evidenciar.

En cualquier caso, se requieren estudios adicionales para comprender estas
diferencias encontradas entre 6rganos, y para seguir clarificando los mecanismos
implicados en la regulaciéon de la expresion los genes de defensa antioxidante y la
modulacion de éstos realizada por compuestos antioxidantes administrados en la dieta.
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CONCLUSIONES

Primera. La administracion durante 12 meses de té blanco a dosis de 4 y 12 mg de
polifenoles/kg de peso corporal y dia no produjo cambios en crecimiento, ingesta de
alimento y utilizacion digestiva y metabdlica de la dieta en los animales de estudio.

Segunda. En condiciones basales, la capacidad antioxidante del corazon es menor
que la encontrada en otros 6rganos analizados (higado, cerebro y rifién), posiblemente
debido a la menor concentracion de enzimas antioxidantes que presenta, lo que sugiere

que el tejido presenta una mayor susceptibilidad al dafio causado por estrés oxidativo.

Tercera. La administracion de adriamicina provoca estrés oxidativo agudo en todos
los tejidos analizados (higado, corazon, cerebro, rifion y plasma), produciendo una
disminucion en la capacidad antioxidante total y un aumento en las concentraciones de

grupos carbonilo e hidroperdxidos.

Cuarta. La administracion de adriamicina activa el factor de transcripcion
citoplasmatico NRF2, que provoca la elevacion en la expresion de los genes que
codifican las enzimas de respuesta antioxidante: catalasa, superoxido dismutasa y
glutation reductasa; y de la expresion de genes que codifican las enzimas de fase Il:
NADPH quinona 6xido-reductasa 1, glutation-S-transferasa 1 y hemo oxigenasa 1.

Quinta. El dafio oxidativo producido por la administracién de adriamicina eleva la
actividad de las enzimas catalasa, superdxido dismutasa y glutation reductasa en higado,

respuesta antioxidante que no es suficiente para neutralizar el dafio provocado.

Sexta. La administracion cronica de té blanco a las dosis citadas neutraliza los
efectos oxidativos de la adriamicina en higado, corazon, cerebro y rifidn, restaurando de
manera dosis-dependiente la capacidad antioxidante total y la concentracion de grupos
carbonilos e hidroperoxidos. El efecto protector del té en plasma sélo se evidencia en la

reduccion de la concentracion de hidroperdxidos.

Séptima. En higado, 6rgano detoxificante por excelencia, el tratamiento con té
blanco incrementa la expresion del gen del factor de trasncripcion NRF2 de manera
dosis-dependiente. Este efecto se ve relacionado con la elevacion de la expresion de los

genes que codifican las enzimas detoxificantes o de fase I, pero no con los que
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codifican las enzimas antioxidantes, que incluso tienen su expresion inhibida.

Posiblemente sea debido a la proteccion que ejerce el té frente al estrés oxidativo agudo.

Octava. En el rifion, por el contrario, la ingestion de té blanco por los animales
tratados con adriamicina, no sélo no eleva la expresion del factor de transcripcion
NRF2, sino que la disminuye, debido a que este 6rgano a diferencia de lo que ocurre en
el higado, solo llegan los metabolitos prooxidantes de la adriamicina y los antioxidantes
del té, siendo la actividad de estos ultimos suficientemente eficaz para no requerir la
activacion de los mecanismos de defensa relacionadaos con el factor de transcripcion
NRF2.

CONCLUSION GENERAL

La ingestion a largo plazo de té blanco contrarresta los efectos oxidativos de la
adriamicina, incrementando la capacidad antioxidante y disminuyendo los marcadores
de oxidacion proteica y lipidica en todos los 6rganos analizados (higado, corazon,
cerebro y rifién). En el plasma, solamente se hace patente en el anélisis de la oxidacién
de los lipidos plasmaticos. El té activa la expresion del gen del factor de transcripcién
NRF2 en el higado que, habiendo sido insuficiente para neutralizar los efectos de la
adriamicina por si solo, junto con los polifenoles del té blanco, contrarresta los efectos
negativos del agente, promoviendo la sintesis de enzimas de fase 11 (NQO1, GST-al y
HO1), no siendo necesario el incremento de actividad de las enzimas antioxidantes
(CAT, SOD y GR). En el rifion, el tratamiento con té blanco es suficiente para
neutralizar los efectos oxidantes de la adriamicina, no siendo necesario que se
incremente la actividad y la sintesis de las enzimas antioxidantes (excepto la GR que si
ve incrementada su actividad) y de fase Il. El tratamiento con adriamicina y con té
blanco a largo plazo no afecta significativamente al perfil de acidos grasos de higado y

corazon.
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