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ANTECEDENTES

Los flavonoides son compuestos fenélicos que se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en frutas y verduras y en diversas bebidas y que pertenecen al grupo
de compuestos fitoquimicos que representan componentes sustanciales de la
parte no energética de la dieta humana.

Los flavonoides desempefian un papel importante en la biologia vegetal.
Asi, responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del
crecimiento y diferenciacién de las plantas. Otras funciones incluyen un papel
antiflingico y bactericida, confieren coloracion lo que puede contribuir a los
fendmenos de polinizacién y tienen una importante capacidad para fijar meta-
les tales como hierro y cobre (Formica y Regelson 1995).

Los flavonoides contienen un ndmero variable de grupos hidroxilo fenélicos
que les confieren una capacidad antioxidante y potencial terapéutico en en-
fermedades entre las que se incluyen la cardiopatia isquémica, la arterioscle-
rosis o el cancer. Sus propiedades antirradicales libres se dirigen fundamental-
mente hacia el OH° y el 0,7, especies altamente reactivas implicadas en el ini-
cio de la peroxidacion lipidica (Jovanovic y cols 1998) y se ha descrito su ca-
pacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas antiprosta-
noide y antinflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos anti-
trombicos) y proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion
(prevencion de la formacion de la placa de ateroma) (Pace-Asciak y cols 1995,
Igura y cols 2001, Yang y cols 2000).

La cerveza contiene importantes cantidades de flavonoides entre los que
destacan los polihidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antocian6ge-
nos (leucocianidina o leucopelargonidina) y los flavonoles (grupo de las quer-
citinas) (Charalambous 1981). Recientemente se han estudiado los isoflavo-
noides en muestras de cerveza embotelladas, encontrandose que cuatro de
ellos totalizan hasta 29 nmol/l, lo que supone cantidades muy significativas

de polifenoles biolégicamente activos (Lapick y cols 1998).



Solo unos pocos estudios realizados hasta el momento han abordado el tema
de los compuestos antioxidantes presentes en la cerveza y en otros tipos de be-
bidas. Investigadores del King’s College de Londres han publicado una investi-
gacion acerca de la presencia de flavonoides en diversos tipos de bebidas y del
papel potencial como antioxidante del acido ferdlico que se encuentra en cer-
vezas de baja graduacion alcohélica (Bourne y cols 2000). En otro estudio re-
ciente de la Universidad del Estado de Oregdn se ha puesto de manifiesto que
los flavonoides del lapulo pueden inhibir monooxigenasas dependientes del ci-
tocromo P-450, lo que sugeriria un papel potencial en la modulacion de la ac-
tivacién de carcindgenos (Henderson y cols 2000). El mismo grupo de inves-
tigadores ha confirmado que chalconas y flavanonas son inductoras de las qui-
nona reductasas y podrian tener un papel preventivo en la progresion de los he-
patomas (Miranda y cols 2000).

Investigadores de las Universidades de Roma y Perugia han observado, en
modelos experimentales en ratones, que la cerveza podria atenuar la accién oxi-
dativa del etanol (Gasbarrini y cols 1998) y han puesto de manifiesto en huma-
nos que la cerveza es capaz de transferir sus compuestos fendlicos a los fluidos
organicos con mayor facilidad que la cerveza sin alcohol, siendo mayor la capa-
cidad antioxidante total del plasma en el primer caso (Ghiselli y cols 2000).

Aunque el posible papel protector de los flavonoides en el higado se cono-
ce escasamente, se ha puesto de manifiesto que la quercitina es capaz de in-
hibir la activacion de las células estrelladas asi como la produccién de 6xido
nitrico, alterando vias de expresion de proteinas celulares (Kawada y cols 1998)
y que, en modelos de isquemia-reperfusion, reduce la capacidad oxidante del
anién superéxido (Huk y cols 1998). Nuestro grupo ha demostrado reciente-
mente que la quercitina, al igual que los antioxidantes de caracter tiélico, re-
duce la fibrosis y el estrés oxidativo en modelos animales de cirrosis biliar (Pas-
tor y cols 1998, Peres y cols 2000).




En alteraciones que cursan con una respuesta inflamatoria, los macréfagos,
estimulados por factores tales como endotoxemia o isquemia/reperfusion, de-
sempefian un papel fundamental. Los macréfagos activados liberan mediadores
de la inflamacion, incluyendo citoquinas tales como el factor de necrosis tu-
moral (TNFa), asi como especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden con-
tribuir a la aparicion de estrés oxidativo, especialmente en aquellos casos en
que exista un desequilibrio con las defensas antioxidantes de caracter enzima-
tico (catalasa, glutation peroxidasa, superoxido dismutasa) y no enzimatico
(vitaminas antioxidantes, glutation y probablemente flavonoides) (Palomero y
cols 2001, Sanchez-Campos y cols 1998).

En situaciones que cursan con estrés oxidativo, este puede ser un estimulo
importante para la activacion del factor de transcripcion nuclear NF-kB, una
molécula que a su vez exacerba los procesos inflamatorios y la lesion celular
mediante el aumento en la expresion de citoquinas y de la 6xido nitrico sinta-
sa inducible (Garcia-Ruiz y cols 1995). Esta Gltima enzima estimula la forma-
cion de 6xido nitrico, cuya reaccién con especies reactivas tales como el ani6n
superdxido produce la formacion de peroxinitrito el cual contribuye a la lesion
celular (Szabo y cols 1999).



OBJETIVOS

Numerosos estudios han demostrado en los dltimos afios que la proteccion frente
al efecto deletéreo de las especies reactivas de oxigeno mediante la utilizacién de
agentes antioxidantes puede contribuir a un mejor mantenimiento de la funcién
del higado (Peres y cols 2000). El objetivo del proyecto propuesto es el anali-
sis de los mecanismos celulares y moleculares del efecto protector de flavo-
noides presentes en la cerveza, utilizando un modelo experimental de infla-

macion hepatica en la rata (inyeccion de lipopolisacarido).
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METODOLOGIA

(3.1. ANIMALES Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL]

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron ratas macho de raza Wistar de
pesos comprendidos entre 225 y 250 g. Los animales, antes de realizar los ex-
perimentos, se mantuvieron en condiciones de humedad y temperatura cons-
tantes y fotoperiodo controlado (12 h luz-12 h oscuridad) y con libre acceso al
agua y la comida (pienso comercial estandar A03, Panlab). Los protocolos se-
guidos con los animales en los procedimientos experimentales estaban de
acuerdo con las indicaciones de la "Guide to the Care and Use of Experimental
Animals" (Canadian Council on Animal Care) que, de hecho, es utilizada de ma-
nera rutinaria en nuestro laboratorio. La endotoxina (5 mg/kg de LPS, E. coli,
serotipo 0127) se administrd intraperitonealmente, realizandose los experimen-

tos a las dos horas de la inyeccion.

(3.2. AISLAMIENTO Y CuLTIVO DE HEPATOCITOS )

Los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (50 mg/kg de peso cor-
poral, i.p.; Nembutal, Sigma). Tras colocarlos sobre el dorso en una mesa de
operaciones se administra heparina por via safena. Se abre la cavidad abdomi-
nal mediante incisién en forma de U y se desplazan los intestinos hacia la iz-
quierda de la cavidad. Se realiza una ligadura en la vena cava inferior, justo por
encima del nivel de la vena renal y 2 ligaduras més en la vena porta entre las
que se inserta una canula. Se abre el tordx mediante una incisién, bordeando
el diafragma y se seccionan los nervios vago y frénico. Se realiza una ligadura
en la vena cava inferior y se inserta una canula a través de la auricula derecha.

A través de la vena porta se realiza una perfusion de solucién salina fosfa-
tada libre de calcio (PBS, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 0,5 mM Na,HPO,, 1,5 mM
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KH,P0,) durante 10 minutos a un flujo de 40 ml/min. Seguidamente, el perfun-
dido se cambia por una solucién de PBS con calcio (1 mM) y con colagenasa (30
mg/100 ml) (Sigma) que se perfunde durante 10 minutos. Una vez que la su-
perficie del higado aparece blanda, se retira el 6rgano y se dispersa el tejido. La
suspension celular se diluye con PBS con calcio y se filtra tres veces con mallas
de nylon de tamafio de poro cada vez menores (500, 200 y 100 mm). Las célu-
las se centrifugan cuatro veces (50 x g durante 2 minutos) y se obtiene el pre-
cipitado celular, que se resuspende en el medio de cultivo de anclaje y se pro-
cede al contaje celular en cadmara de Biirker.

La viabilidad celular se determina por exclusion con azul de tripan (Sigma
Chemical Co.). Aproximadamente 2 x 106 hepatocitos recien aislados se colocan
en placas de cultivo de 60 x 15 mm (Becton-Dickinson) en 3 ml de medio de an-
claje, Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco BRL), suplementado con 20
U/ml de penicilina, 20 pug/ml de estreptomicina, 100 pg/ml de gentamicina, 50
pg/ml de anfotericina B y un 10% de suero fetal bovino (FCS). Transcurridas tres
horas de incubacién a 37°C con una humedad del 95% y un 5% de CO,, el me-
dio de anclaje fue reemplazado por otro en el que se disminuyé el porcentaje de
FCS al 2% y al que se le afiadi6 la concentracion adecuada de LPS para la in-
duccién de la inflamacion in vitro (10 pg de LPS/ml de medio).

En dichas placas de cultivo, y de forma simultéanea, se han analizado los efec-
tos de la adicién al medio de dos diferentes concentraciones (100 y 150 pg/ml)
de un flavonoide representativo del grupo de los polihidroxiflavanos (catequina)
y de otro correspondiente al grupo de los flavonoles (quercitina). Ambos com-
puestos muestran una elevada capacidad antioxidante.

Cada experimento se realiza en placas por quintuplicado. Los lisados de las
células se someten a Wester blotting, aislamiento de ARN y EMSA. Se realizan
experimentos en paralelo con el fin de realizar por triplicado la determinacién

de la activacién del NF-kB. En estos experimentos las células se utilizan 2 ho-
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ras después de haber afiadido los flavonoides. Cada experimento se realiza por

duplicado con hepatocitos obtenidos en distintos aislamientos.

(3.3. PROCEDIMIENTOS ANALiTICOS]

Liberacion de LDH.

La citotoxicidad se mide considerando el indice de lisis de la membrana, es de-
cir, la liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa de los hepatocitos dafia-
dos. La liberacion de LDH al medio de cultivo se determina mediante la medida
de la actividad enzimatica en el medio y se expresa respecto al ndmero de he-

patocitos cultivados en dicho medio.

Formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno.

Tras el tratamiento del cultivo primario de hepatocitos con LPS y los flavonoi-
des, se procede a su recogida para la determinacion de la produccion de H,0,
mediante citometria de flujo y microscopia confocal utilizando el fluoréforo 2'
7'-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (Sigma). Este colorante es un
compuesto no polar estable que rdpidamente difunde al interior de las células,
donde los grupos acetato del mismo son eliminados de la molécula por la ac-
cion de esterasas intracelulares produciéndose diclorodihidrofluoresceina
(DCFH), que es asi retenida en el interior celular. El perdxido de hidrégeno in-
tracelular y otros perdxidos de bajo peso molecular, en presencia de peroxida-
sas, oxidan al DCFH a un compuesto de mayor fluorescencia, el 2',7' -dicloro-
fluoresceina (DCF). De esta manera, la intensidad de la fluorescencia es propor-
cional a la cantidad de peroxidos producidos por las células. Al final del perio-
do de incubacién con cada tratamiento, se lavan las células con PBS e inme-

diatamente se tratan con tripsina-EDTA. Una vez recuperadas las células, se la-
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van de nuevo con PBS, tras lo cual se incuban con agitacién durante 30 minu-
tos en 2 ml de PBS que contenga 5 mM de DCFH-DA a 37°C. Las células se lavan
posteriormente 2 veces con PBS para eliminar el DCFH-DA extracelular y se ana-
lizan en un citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA)
(para la DCFH se utiliza una excitacién de 488 nm y una emisién de 525 nm).

En los resultados de la citometria de flujo, la cuantificacion del area de las
poblaciones M1 (poblacion celular con fluorescencia basal) y M, (fluorescencia
positiva) se realiza en unidades arbitrarias de fluorescencia ya que la intensidad
de fluorescencia es proporcional a la cantidad de especies de oxigeno reactivo
presentes en el interior de las células. El resultado viene expresado como por-
centaje de la poblacién que muestra fluorescencia (M,) respecto al total (M, +
M,). La induccion de la produccién de especies reactivas de oxigeno como con-
secuencia del tratamiento con LPS se comprob6, asimismo, mediante microsco-
pia confocal respecto a hepatocitos sin tratar, utilizando el mismo fluoréforo y
el mismo protocolo de tratamiento de las células (Becton-Dickinson, San Jose,
CA, USA).

Expresion del gen de la enzima oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS).
La determinacién de la proteina iNOS se lleva a cabo por Western blot utilizan-
do el sistema de Laemmli (1970). En primer lugar se realiza la homogeneizacion
de una cantidad de tejido en tampdn de lisis (NaCl 140 mM, EDTA 15 mM, gli-
cerol 10%, Tris 20 mM; pH 8,0), al que se le afiaden una mezcla de inhibidores
de proteasas (Protease inhibitor cocktail tablets; Roche; ref. 1836170). Tras la
homogeneizacion se incuba durante 30 minutos a 4 °C y se centrifuga durante
30 minutos a 17000 xg y 4 °C, recogiéndose a continuacién el sobrenadante en
alicuotas.

Se lleva a cabo la separacion de las proteinas por electroforesis en geles de

poliacrilamida al 10% y SDS introduciendo una muestra en cada linea del gel y
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comparando en un mismo gel todos los grupos. Posteriormente se transfieren
las proteinas a una membrana de nitrocelulosa y, tras bloquearse la membrana
para evitar las uniones inespecificas, se incuba con un anticuerpo anti-iNOS po-
liclonal obtenido en conejo (NOS2, H-174; Santa Cruz Biotechnology) y con el
anti-anticuerpo marcado con HPR, obtenido en cerdo (Inmunoglobulinas de co-
nejo, ref. P0217, Dako), y finalmente se procede a su determinacién por qui-
mioluminiscencia (ECL, RPN2109, Amersham Pharmacia Biotech). La inmuno-
cuantificacion se realiza comparando densitométricamente el valor de las mues-
tras control con la correspondiente a cada uno de los demas grupos considera-

dos. La determinacion se repite al menos tres veces con distintas muestras de cada

grupo.

RT-PCR.

La determinacién de la concentracion de ARNm se realiza por el método que
combina la transcriptasa reversa y la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-
PCR). Esta basado en la capacidad de la transcriptasa reversa para sintetizar
una cadena de ADN complementaria (ADNc), a partir de una secuencia molde
de ARN. Para la reaccién en cadena de la ADN polimerasa se sigue el procedi-
miento descrito por Saiki y cols. (1988) y Mullis y Faloona (1987), basado en
el proceso natural de replicacién del ADN con amplificacién ciclica. Partiendo
de una molécula de ADN diana, es posible amplificar una secuencia especifica
contenida en ella, mediante la utilizacién de oligonucleétidos iniciadores di-
seflados especificamente para cada una de las enzimas estudiadas. En nuestro
estudio, procedimos a la cuantificacion mediante RT-PCR de la enzima superé-
xido dismutasa mitocondrial (SODm). Para ello el ARN total de los hepatocitos
se extrajo mediante el kit QuickPrep total RNA Extraction Kit (Amersham Phar-
macia Biotech), procediendo a su cuantificacién mediante el kit de Ribogreen

(Molecular Probes). Posteriormente, el ADNc monocatenario se obtuvo a partir
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de 2 pg de ARN total, utilizando 5 pmol/l de primers inespecificos (Ambion),
10 U de transcritasa reversa AMV (Promega), en un tampdn 10 mM Tris-HCL, pH
8,3, 50 mM KCL, 1,5 mM MgCl, (Ambion), 40 U/ml de inhibidor de ribonuclea-
sa (Promega) y 2 mM de la mezcla de dNTP (Ambion) en un volumen final de
20 pl.

La transcricion reversa se llevo a cabo durante 15 minutos a 25°C y durante
90 minutos a 42°C, siendo posteriormente calentadas las muestras a 92°C du-
rante 10 mn para finalizar la reaccion. Con el ADNc obtenido se llevo a cabo la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando 2 pl del producto de RT.
La mezcla consistié en 2,5 U de Taq polimerasa (Promega), los primers especi-
ficos de la SODm de rata a una concentracién de 5 mmol/l, cuya secuencias son
5’-GCCTGTGGTTCCTTGCAG y 3'-(5-3")-GCGCAGATCATGCAGCTG, que resulta en un
fragmento amplificado de 365 pares de bases. EL volumen final de reaccion fue
de 50 pl. Los viales se incubaron en un termociclador (Eppendorff-Netheler-Hinz
GmbH) a 94°C 2 min, a 94°C 30 segundos, a 67°C 40 segundos, a 72°C 40 se-
gundos, repitiendo 40 ciclos desde el paso segundo, finalizando con 10 minutos
a 72°C. Para normalizar las sefiales de las diferentes muestras de ARN, amplifi-
camos asimismo 2 pl del producto de RT con 0,1 nmol de primers especificos de
la B-actina de rata (Biosource International), los cuales amplifican un segmen-
to de 649 pares de bases. Los productos de PCR y los marcadores de peso (Bo-
ehringer Mannheim) se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1% vi-
sulizando las bandas con bromuro de etidio. Los geles se analizaron mediante
densitometria utilizando un Gelprinter junto con un sistema de fotodocumenta-

cién (TDI) y el software KS-300 (Imaging System).
Activacion del factor de transcripcion NF-kB.

La activacion del factor de transcripcion NF-kB se analiza en estractos nuclea-

res mediante un ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética (EMSA)
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que consiste en la separacion electroforética del complejo formado por el NF-
KB y una sonda especifica de ADN marcada radiactivamente (Mauriz y cols
2001). Se utilizan oligonucleétidos de consenso para NF-kB (5°-AGT TGA GGG
GAC TTT CCC AGG C-37) y se marcan las sondas con 32P mediante la polinucleé-
tido quinasa T4. La reaccién de uni6n se lleva a cabo mediante incubacién de
los extractos nucleares con poli(dI-dC) y oligonucleétido marcado (30.000
cpm). La mezcla se somete a electroforesis en gel de poliacrimida durante 90
minutos a 150 voltios. El gel se seca y autorradiografia a -70°C durante una no-

che. Finalmente se cuantifican las bandas mediante un analizador de imagen.

(3.4. ANALISIS ESTADiSTICOSj

La valoracion estadistica de los resultados obtenidos se lleva a cabo mediante
un analisis descriptivo de los datos y la contrastacion de hipdtesis nula por
ANOVA, utilizando las pruebas idoneas en funcién del tamafio muestral y de la

normalidad en la distribucion de los valores de los datos.



RESULTADOS Y DISCUSION

En nuestro estudio se ha examinado el efecto antioxidante y antiinflamatorio de
dos diferentes flavonoides de la cerveza en cultivo primario de hepatocitos. Los
compuestos empleados han sido un polihidroxiflavano, la catequina, y un flavo-

nol, la quercitina (Figura 1).

Figura 1. Estructura de los flavonoides investigados
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Ambas moléculas muestran una elevado poder antioxidante que puede po-
nerse de manifiesto por su capacidad para eliminar los radicales libres genera-
dos en fases acuosas. Mediante el estudio de la capacidad antioxidante total
como actividad antioxidante equivalente de Trolox (concentracion de una solu-
cién del analogo hidrosoluble de la vitamin E con potencial antioxidante equi-

valente a una concentracion estandar del compuesto) se han obtenido valores



de capacidad antioxidante de 4,7 mM para la quercitina y 2,4 mM para la cate-
quina, superiores a los de vitaminas antioxidantes o carotinoides (Rice-Evans y
Miller 1996).

El aislamiento de hepatocitos se llevd a cabo en ratas control y tratadas in
vivo con LPS, obteniéndose al finalizar en proceso de extraccién una viabilidad
> 95%. La figura 2 muestra hepatocitos en cultivo primario procedentes de una
rata no tratada, sometidos a un protocolo de tincion con xanteno/tiazina (Pa-

noptico rapido, QCA in vitro Diagnosticum).

Figura 2. Cultivo primario de hepatocitos de rata sin tratar. Tincion con xanteno/tia-

zina. Microscopia optica (x600).




Figura 3. Liberacion de LDH (UI/|) al medio de cultivo. *p<0,05 respecto al grupo LPS.
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En la figura 3 se representa la cantidad de LDH liberada al medio de cultivo en
los diferentes tipos de experimentos. El dafio celular inducido por el LPS se tradujo
en un incremento del 113% en la liberacion de LDH. Tanto la catequina como la
quercitina indujeron descensos significativos en la concentracién de LDH, de mayor
cuantia para la catequina (LPSC,y, -60%, LPSC;5, -61%) que en el caso de la quer-
citina (LPSQyq0 ~41%, LPSQ,so ~45%).



Figura 4. formacion de DCF (% de células M2). *p<0,05 respecto al grupo LPS.
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La figura 4 muestra el porcentaje de la poblacion celular total que mediante
citometria de flujo mostraba formacién de DCF (M,) a partir del flur6foro 2' 7'-di-
clorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), como indicador de la produccidn
de especies reactivas de oxigeno, observandose en la figura 5 los histogramas co-
rrespondientes a cada uno de los tratamientos, donde se diferencian dos pobla-
ciones celulares, M; y M,, segin muestren fluorescencia o no. En las células tra-
tadas con LPS un tercio de las células mostraban formacion de fluoréforo (M2).
Con la dosis mayor de catequina (LPSC,5,) dicho porcentaje se reducia al 24% y
también se detectaban disminuciones significativas en el tratamiento con querci-
tina (LPSQ,gy 25%, LPSQ; 50 -23%).

El incremento en la formacion de especies reactivas de oxigeno como conse-
cuencia del tratamiento con LPS se comprob6 asimismo de forma cualitativa me-

diante microscopia confocal utilizando el mismo fluor6foro (DCFH-DA) (Figura 6).
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Figura 5. (itometria de flujo de hepatocitos aislados de rata incubados con DCFH-DA.

A la derecha de la figura aparecen las imdgenes de los dot plots correspondientes a

cada tratamiento, en las que se muestra la poblacion caracterizada por el tamarfio y

la complejidad celular. A la izquierda se muestran los histogramas correspondiente a

cada tratamiento, mostrdndose las separacion de las poblaciones M, y M, segin mues-

tren o no fluorescencia.

Control con 005

Control con 005

1000

200

Jma 1 M2 |

T 4} -E
< 5 ]
A S O#MMM
0 200 400 600 800 1000 100 10 102 103 104
FSC-H FL1-H
LPS con LPS con
1000 200 7
3 1 |
3 ETERL M2 |
= 4 8 3
S 1 R 5
A0t 8 0 el —r—TTTTTTT
0 200 400 600 800 1000 10° 101 102 103 10
FSC-H FL1-H
LPS+QUER100 LPS+QUER100
1000 - 200 7
3 1 |
3 EEL M2 |
=l —E ] E
U -2 5
7 e e NI e e e e o o o e S o
0 200 400 600 800 1000 100 10 102 103 104
FSC-H FL1-H



Figura 5 (Continuacion). Citometria de flujo de hepatocitos aislados de rata incu-

bados con DCFH-DA. A la derecha de la figura aparecen las imdgenes de los dot plots

correspondientes a cada tratamiento, en las que se muestra la poblacién caracteriza-

da por el tamario y la complejidad celular. A la izquierda se muestran los histogramas

correspondiente a cada tratamiento, mostrdndose las separacion de las poblaciones

M, y M, segiin muestren o no fluorescencia.

LPS+QUER150 LPS+QUER150
1000 - 200
E T M2
=l —E i)
2 1 2
[72 T4 i e e B S e s e e S o 1 >
0 200 400 600 800 1000 10° 10 10 10° 10
FSC-H FL1-H
LPS+CAT100 LPS+CAT100
1000 - 200
I |
E me I M2 |
T —E 8
JUN 5 M .
A 04— T S o
0 200 400 600 800 1000 10° 10! 102 103 10
FSC-H FL1-H
LPS+CAT150 LPS+CAT150
1000 200
3 I |
3 Ml M2 I
T —E 8 4
1 B £ M
A 0t T T S o
0 200 400 600 800 1000 10° 10 10° 10° 10
FSC-H FL1-H



Figura 6. Microscopia confocal de cultivo primario de hepatocitos control (linea 1) y
tratados con LPS (linea 2) incubados con DCF-DA. Las imdgenes A muestran la fluo-
rescencia celular, proporcional a las especies reactivas de oxigeno, mientras que la
imagen B es una imagen dptica sin excitacion del fluordforo. La imagen C es la inte-

gracion de las imdgenes A y B.
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La expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) se estudi6 en

las células mediante Western blotting (Fig. 7).

Figura 7. Western blot de la dxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) en los diferen-

tes grupos experimentales (Pm=130 kD).

Control LPS LPSC100 LPSC150 LPSQ100 LPSQ150

Los datos obtenidos indican que la marcada expresion de la enzima presente tras
tratamiento con LPS se reduce de forma importante tras el tratamiento con cate-
quina (LPSCyoq -57%, LPSC;5, -69%) y en menor medida con quercitina (LPSQ;qq -
22%, LPSQ,5,-55%) (Fig. 8).



Figura 8. Expresion de iNOS. (% de control). *p<0,05 respecto al grupo LPS.
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Al realizar una analisis de la expresion génica de la enzima superoxido dismu-
tasa mitocondrial mediante RT-PCR se comprobé (Fig. 9) que el dafio inducido por
LPS cursaba con un incremento del 76% en la concentracion del ARNm respecto

a control.

Figura 9. RT-PCR de la superdxido dismutasa (SOD) en los diferentes grupos experi-
mentales.
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El tratamiento con catequina indujo aumento adicionales de la expresion del gen
(LPSC,go +158%, LPSC;5 +119%), mientras en el caso de la quercitina la dosis mas

alta (LPSQ;5,) redujo significativamente el nivel del RNAm (-74%) (Fig. 10).

Figura 10. Expresion de SOD (% de control). *p<0,05 respecto al grupo LPS.

| | | |
] | | |
e [ | |
| | |

| | |

| | | |
| |

| |

| |

| |

| |

| |
| | |
|
LPSC150 * |
|
| | |
‘ | |
LPSQ100 | } |
T | |
| | | |
LPSQ150 * | ! !
| | |
| | | |
0 100 200 300 400

En la figura 11 se observa el resultado del ensayo de desplazamiento de movili-
dad electroforética (EMSA) como medida de la activacion del factor de transcripcion
nuclear kappa B. EL tratamiento con LPS indujo una marcada activacién del factor
de transcripcién, que se reducia de forma importante tanto con la administracién

de catequina como de quercitina.



Figura 11. Activacién de NF-kB en los diferentes grupos experimentales.
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La administracién de LPS es un modelo estandarizado y bien conocido de dafio
inflamatorio en el cual se produce una liberacién de citoquinas inflamatorias, es-
pecies reactivas de oxigeno (ERO) y 6xido nitrico, todos los cuales desempefiarian
un papel importante en los mecanismos patogénicos (Mauriz y cols 2000). Nues-
tros datos confirman estos aspectos en el cultivo primario de hepatocitos, pues se
detecta un aumento en la formacién de ERO por citometria de flujo, una mayor ex-

presion de la iNOS y un incremento de la liberacion de LDH al medio de cultivo.
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Como cabria esperar del caracter antioxidante de los flavonoides estudiados,
tanto la quercitina como la catequina disminuyen de forma significativa la pro-
duccién de ERO, lo que, debido a una reduccion del dafio oxidativo a protei-
nas, lipidos y acidos nucleicos (Mauriz y cols 2001), contribuiria a explicar la
disminucion del dafio celular y la menor liberacion de LDH.

Las ERO se mantienen en niveles fisiologicos 6ptimos gracias a los sistemas
de defensa antioxidantes y en situaciones que cursan con estrés oxidativo, se
produce una disminucion de la actividad de las enzimas antioxidantes supero-
xido dismutasa (SOD), catalasa y glutation peroxidasa que puede contribuir al
dafio celular (Pastor y cols 1997). En nuestro estudio, el tratamiento con LPS
se acompaiié de un aumento en la expresién del gen de la SOD manganeso de-
pendiente, fendmeno que coincidiria con la previa decripcion de una correla-
cién entre activacion de NF-kB e induccién de dicho gen (Xu y cols 1999);
mientras que la mayor produccién de 6xido nitrico causaria una inhibicién en
la transduccién o modificaciones postransduccionales de la enzima (Drapier y
cols 1993). Solo la administracién de quercitina fue capaz de reducir la expre-
sion de la SOD, en coincidencia con el mayor efecto inhibidor sobre la pro-
duccién de ERO.

Ademas de la toxicidad directa, el estrés oxidativo producido por las ERO es
capaz de iniciar o amplificar el proceso inflamatorio a través de genes impli-
cados en la respuesta inflamatoria. Uno de tales genes es el del NF-kB
(Wulczyn y cols 1996). Cuando dicho factor se activa se produce su transloca-
cion al ndcleo y la unién a una regién promotora de los genes diana, por lo
que esta molécula puede desempefiar un importante papel en el bloqueo te-
rapéutico de los procesos inflamatorios.

La activacion de NF-kB resulta, a su vez, en aumento de la expresion de las
citoquinas proinflamatorias (Bowie y cols 2000). EL NF-kB se activa por facto-

res diversos incluyendo factores de crecimiento o citoquinas (Nanji y cols
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1999), pero uno de los estimulos principales son las ERO y se sabe que la vi-
tamina E o el aumento de expresion de las enzimas antioxidantes puede blo-
quear la activacion del factor de transcripcion (Nilakantan y cols 1998). Nues-
tros datos ponen de manifiesto que el dafio inducido por LPS cursa con activa-
cion del factor de transcripcion y que la menor produccién de ERO inducida por
la administracion de las flavonoides se acompafia de una inhibicion de la ac-
tivacion de NF-kB.

El factor nuclear kappa B es esencial para la induccion del gen de la iNOS en
respuesta a citoquinas (Hur y cols 1999) y en distintos modelos experimenta-
les se ha comprobado que la activacion de NF-kB cursa con un aumento en los
niveles del ARNm de la iNOS, pudiendo bloquearse ambos efectos mediante mo-
léculas antioxidantes como la glicina (Mauriz y cols 2001). En nuestros experi-
mentos, la inhibicién en la activacién de NF-kB fue proporcional a la menor ex-
presion génica de la iNOS y por tanto, a la produccién de dxido nitrico.

Los mecanismos patogénicos implicados en los procesos inflamatorios no se
conocen por completo y existe un alto grado de sinergismo y redundancias en
las vias implicadas. Aunque la relacién causal entre los efectos de los flavo-
noides de la cerveza detectados en nuestro estudio y los cambios patolégicos
no se puede establecer con toda certeza, la activacion de NF-kB y los efectos
de las especies reactivas de oxigeno serian mecanismos importantes y ambos

se bloquean de forma evidente.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos hasta el momento ponen claramente de manifies-
to que los flavonoides estudiados, el polihidroxiflavano catequina y el fla-
vonol quercitina, ambos presentes en concentraciones apreciables en la cer-
veza, tienen un claro efecto protector frente a las alteraciones de caracter

oxidativo e inflamatorio en modelos de hepatocitos aislados.

A las dosis estudiadas ambos flavonoides reducen el dafio celular, identifica-

do por la liberacion de LDH al medio de cultivo, de forma muy significativa.

Asimismo, se produce una inhibicion del estrés oxidativo, puesta de mani-

fiesto por la menor fluorescencia del DCF por citometria de flujo.

El tratamientro con ambos flavonoides reduce la expresién de la 6xido ni-
trico sintasa inducible y disminuye la activacién del factor de transcripcion

nuclear kappa B.

Los efectos indicados muestran una cierta relacion dosis-efecto, aunque no

se detectan diferencias claras en el papel protector de ambos flavonoides.

Estos datos confirman los efectos beneficiosos de flavonoides constituyen-
tes de la cerveza sobre la salud y su papel positivo en las alteraciones de
tipo inflamatorio. No obstante, seria necesaria una continuacion de la in-
vestigacion para una identificacion en profundidad de los mecanismos mo-
leculares implicados, con ampliacion del rango de concentraciones a estu-
dio, utilizacion de modelos adicionales de dafio organico y analisis de los
efectos de otros flavonoides presentes en la cerveza. Asimismo seria im-
portante identificar la interaccion entre los efectos positivos de los flavo-

noides y la presencia de altas y bajas concentraciones de alcohol.
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DIVULGACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos se presentaran, contando con la conformidad de la Asocia-
cion de Cerveceros de Espaiia, en el Congreso de la International Association for the
Study of the Liver que tendra lugar en Madrid del 17 al 21 de Abril y donde ya ha

sido aceptada una comunicacion titulada:

Effect of the flavonoid catechin on IL-1b-Iinduced damage in rat hepatocyte primary
culture. M.J. Tuiidn, S. Sanchez-Campos, S.Martinez, J.M. Culebras, J. Mataix, J.

Gonzalez-Gallego.

Asimismo, el Dr. Gonzalez-Gallego coordinara una mesa redonda e impartira una
ponencia invitada sobre PAPEL PROTECTOR DE LOS FLAVONOIDES en el XVIII Congre-
so Nacional de la Sociedad Espafiola de Nutricion Parenteral y Enteral y Reunion Cien-
tifica de la Sociedad Espafiola de Nutricién, que se celebraran en Ledn de 14 al 17
de mayo de 2001. Los responsables del presente proyecto Dres Culebras Fernandez y
Gonzalez Gallego son, respectivamente, Presidentes del Comité Organizador y del Co-
mité Cientifico del citado Congreso y proponen, con la previa autorizacién de la Aso-
ciacion de Cerveceros de Espaiia, elaborar diversas comunicaciones y posters con los
resultados mas relevantes del presente estudio para su presentacion en dicha reu-
nioén.

Por otra parte, se esté redactando un articulo de caracter divulgativo sobre los be-
neficios potenciales de los flavonoides para su publicacién en la revista Nutricion
Hospitalaria, érgano oficial de la Sociedad Espafiola de Nutrcién Parenteral y Enteral
y de la cual es editor el Dr. Culebras Fernandez.

Por dltimo, los estudios sobre el papel protector de los flavonoides de la cerveza
constituirian el tema de la tesis doctoral de un alumno, Susana Martinez Flores, del
Programa de Doctorado BIOMEDICINA de la Universidad de Ledn.

En cualquier publicacion derivada del presente proyecto y en la difusion de los re-

sultados se hard siempre referencia al Convenio del cual se han derivado los mismos.
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