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INTRODUCCION

La cerveza es una bebida de baja graduacion alcohélica, que resulta de fer-
mentar, mediante levadura seleccionada, el mosto procedente de malta de ce-
bada, aromatizado con flores de lipulo. Este mosto puede también mezclarse
con otros productos amilaceos transformables en azlcares por digestion enzi-
matica o coccion. Los constituyentes de la cerveza provienen por tanto de sus

cuatro principales materias primas: malta, lipulo, agua y levadura.

(1.1. COMPOSICION DE LA CERVEZA)

1.1.1. AcuA

Es el componente mas abundante en la cerveza representando aproximada-
mente el 90% de ella. El agua se utiliza para preparar el mosto y su compo-
sicion es de gran importancia para la calidad y caracteristicas de la cerveza.
Las sales que contiene el agua modifican el pH de la malta y del mosto, y por
ello son necesarios tratamientos previos para adecuarlas a las condiciones de

elaboracion.
1.1.2. ETANOL Y OTROS ALCOHOLES

El etanol se produce durante la fermentacion del mosto por accién de las le-
vaduras, ejerciendo una gran influencia sobre el aroma y el sabor de la cerve-
za. Su concentracion depende del extracto de mosto inicial, oscilando entre 3
y 6 %(v/v), en las cervezas “comunes” (Bulinski et al., 1986).

Durante la fermentacién, ademas de etanol se producen cantidades varia-
bles de alcoholes superiores como el 3-metilbutanol, 2-metilbutanol, 2-metil-

propanol y 2-feniletanol. Los alcoholes superiores se forman por desamina-



cion o descarboxilacion de los aminoacidos del mosto, o bien por sintesis a
partir de carbohidratos. La produccion de estos alcoholes varia notablemente
con las diferentes cepas de levaduras formandose en mayores cantidades a al-

tas temperaturas.

1.1.3. CARBOHIDRATOS

La proporcion de carbohidratos es de 3-5%, aunque en muchas cervezas fuer-
tes la cantidad es mayor. EL 75-80% del total son dextrinas, que provienen de
la degradacion enzimatica del almidén por accién de las enzimas de la malta.
El resto de los carbohidratos son azlcares sencillos como ribosa, arabinosa, xi-
losa, glucosa, fructosa y galactosa; disacaridos como maltosa e isomaltosa;
trisacaridos como panosa, isopanosa y maltotriosa. Ademas existen pequefias
cantidades de glicerol y mioinositol. También aparecen b-glucanos que ejercen
una accion estabilizadora de la espuma. Estos compuestos proceden de la pa-
red celular del endospermo del grano de cebada y su concentracion varia en-
tre 50 y 700 mg/L (Sendra et al., 1989).

1.1.4. COMPUESTOS NITROGENADOS

Los compuestos nitrogenados representan entre 0,15-0,7%, y proceden fun-
damentalmente de las proteinas del material de partida y de las levaduras
(Hough et al., 1982). Gran parte de las proteinas se degradan durante el
malteado, originando aminoacidos y péptidos solubles. Las proteinas de alto
peso molecular son las responsables del enturbiamiento en frio, mientras que
los aminoacidos presentes en el mosto sirven de nutrientes a las levaduras,
siendo el mas importante el acido glutamico por su influencia en el sabor de

la cerveza.



1.1.5. Acibos

El &cido acético es el mayoritario en la cerveza comprendiendo del 40 al 80% de
los acidos totales. Su nivel varia considerablemente y tiene una gran influencia
sobre el pH final de la cerveza (4,7 en una cerveza oscura fuerte y 4,1 en una cer-
veza rubia). Esta producido por las levaduras durante el proceso fermentativo, o
puede provenir de la oxidacion del etanol, si bien esto Gltimo es poco probable
por las condiciones del medio. También aparecen pequefias cantidades de acido
carbonico, acido lactico, férmico, succinico y 9,10,13-trihidroxioctadecanoico y
9,12,13-trihidroxioctadecanoico, procedentes de la malta o de la actividad me-

tabélica de la levadura.
1.1.6. Liripos

La cerveza contiene una pequefia proporcion de lipidos a partir de la malta y del
lapulo asi como resultantes del metabolismo de la levadura en el proceso de fer-
mentacion. Fundamentalmente son acidos grasos (0,33-0,76 mg/L), mono, di y
triglicéridos (en conjunto hasta 0,4 mg/L), junto a trazas de esteroles y fosfoli-
pidos. El contenido de lipidos en las materias primas es bastante superior, pero
se elimina durante el proceso de elaboracion, de tal forma que el producto final

s6lo contiene las cantidades resefiadas.

1.1.7. SALES MINERALES

El contenido de sales minerales representa el 0,3-0,4%, siendo los principales el
potasio y los fosfatos. Ademas pueden encontrarse calcio, magnesio, hierro, clo-

ruros, sulfatos, carbonatos y silicatos. También se ha descrito la presencia de hie-

rro, plomo, cobre, cinc y estafio que producen turbidez en la cerveza.



La mayoria de estos componentes proceden exclusivamente de las materias pri-
mas de partida, especialmente de la cebada malteada y de los cereales usados
como adjuntos. Sin embargo, tanto la actividad de la levadura como el proceso de
elaboracién modifican la relacién de estos compuestos en la cerveza (Casares et
al., 1979).

1.1.8. SUSTANCIAS AROMATICAS

Un gran ndmero de sustancias, provenientes de distintos origenes, contribuyen al
sabor y aroma de la cerveza.

Estos compuestos aromaticos pueden proceder de la malta, originados durante
el horneado, como los productos de Maillard. Los compuestos volatiles producidos
en esta etapa son principalmente compuestos heterociclicos como carbonilos, fu-
ranos y piranos como el maltol y derivados, que proporcionan el aroma al maltea-
do. Los compuestos N-heterociclicos, entre los que estan las pirazinas y pirroles,
también estan presentes. Los derivados de la prolina como las pirrolidinas, azepi-
nas y “oxacina de malta” son importantes por su amargor. También es probable en-
contrar intermediarios de la reaccion de Maillard, tales como el 5-hidroximetil-2-
furaldehido, la metilreductona y los a-dicarbonilos. Durante el malteado se origina
la S-metilmetionina (SMM), un importante compuesto del aroma en la cerveza “la-
ger”. La SMM es el precursor del dimetilsulfuro (DMS), el cual se forma durante la
coccion del mosto encontrandose en una concentracion de 30-100 pg/L. Otros
compuestos responsables del aroma y del sabor provienen del lapulo, como las
isohumulonas que proceden de la isomerizacion de las humulonas durante la coc-
cion del mosto. Estos compuestos proporcionan un sabor amargo. Los aceites esen-
ciales del lapulo confieren diferentes aromas como el humulenol II, los diepbxidos
de humuleno y, en menor grado, los monoepdxidos de humuleno y el o—terpineol

que son los que confieren aroma a hierbas y a especias.



Un tercer grupo de compuestos aromaticos son los originados durante la fer-
mentacién, como son los ésteres que poseen fuertes aromas afrutados. Los éste-
res de mayor relevancia son el acetato de etilo, acetato de isobutilo, caproato de
etilo y acetato de 2-feniletilo, que son productos secundarios del metabolismo

anaerobio de los azdcares.
1.1.9. VITAMINAS

La cerveza contiene pequefas cantidades de vitaminas del grupo B, tiamina, ri-
boflavina, acido pantoténico, piridoxina, biotina, cianocobalamina y niacina.
También contiene acido félico y sus derivados (folatos). Estas vitaminas proceden
de la malta, y su contenido aumenta en la germinacion de la cebada, no destru-
yéndose durante el tostado (Piendl, 1990).

1.1.10. CoMPUESTOS FENOLICOS

Provienen mayoritariamente de la malta, y en menor medida del lGpulo, e inciden
en las caracteristicas sensoriales y funcionales de la cerveza (Sendra y Carbonell,
1999). Son principalmente acidos fenélicos como el galico, cindmico, cumérico,
vainillico y ferdlico y flavonoides de varios tipos, como los flavanoles o familia
de las catequinas, las leucoantocianidinas, las chalconas y los antocianos entre
los que estan la pelargonidina y la malvidina (estos dltimos sdlo presentes en cer-
vezas elaboradas con frutas rojas), los flavonoles como el kaempferol y la quer-
cetina, y las isoflavonas como la daidzeina y la genisteina. También aparecen
compuestos mas complejos como los taninos siendo los mas importantes las pro-
antocianidinas de diverso grado de polimerizacion, los galotaninos y los lignanos.
Sin embargo, el contenido final no depende sélo de las materias primas, sino que

también influye el proceso de las distintas etapas de elaboracion. Asi, los conte-
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nidos finales de fenoles descritos en la bibliografia varian entre 150 y 350 mg/L
(Narziss et al., 1972), destacando por su abundancia las proantocianidinas (has-
ta 100 mg/L), seguido de las catequinas (hasta 20 mg/L) y de los otros grupos de

flavonoides y de los lignanos y elagitaninos (hasta 10 mg/L).
1.1.11. MELANOIDINAS

Las melanoidinas son compuestos formados en los alimentos durante su trata-
miento térmico. Se originan mediante las reacciones de Maillard entre los grupos
amino de los péptidos y proteinas y los grupos aldehido del azdcar (Vernin y Par-
kanyi, 1982).

Esta reaccion consta de tres etapas. La etapa inicial, en la que se produce la
condensacion entre un compuesto carbonilico y un grupo amino en medio acido
(Namiki, 1988). A partir de esta condensacion se origina una glicosilamina N-sus-
tituida, y posteriormente una serie de compuestos denominados de Amadori
(ARPs). Los productos de Amadori juegan un papel importante en el desarrollo del
sabor y color de muchos productos tratados térmicamente (Van den Ouweland et
al., 1978).

La segunda etapa seria una intermedia de descomposicion de los reactivos de
Amadori para dar lugar a una serie de moléculas volatiles y otras no volatiles de
bajo peso molecular.

La dltima etapa es aquélla en la que muchos de los compuestos formados du-
rante la etapa intermedia tales como los derivados enaminol, los analogos de azd-
car de bajo peso molecular y productos carbonilicos insaturados sufren reacciones
de polimerizacion para dar lugar a polimeros pardos o melanoidinas como produc-
to final de la reaccién (Hodge, 1953; Namiki, 1988).

En resumen, de la reaccién de Maillard se obtienen al menos dos grandes gru-

pos de compuestos, unos de peso molecular inferior a 1.000 Da y las melanoidi-
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nas con un peso molecular superior variable desde 5.000 a 100.000 Da (Hoff-
mann, 1998).

En la mayoria de los paises las bebidas como cerveza o vino son una parte in-
tegral de la dieta. La cerveza es una bebida muy popular en Espafia con una in-
gesta de aproximadamente 150.4 mL de cerveza por dia/por persona (Pulido et
al., 2003). Los efectos positivos de la cerveza sobre la salud estan asociadas a la
presencia de compuestos como antioxidantes, minerales, vitaminas, fibra y bajos
niveles de etanol. En la tabla 1 se presentan la composicién nutricional de la cer-
veza publicada por Bamforth et al. (2002) donde se observa el contenido de vi-
taminas B asi como de acido félico y de selenio. Por otro lado la relativa relacion
potasio sodio (4:1) estd aconsejada con una dieta baja en sodio. Asimismo, po-

demos observar el contenido de calcio.

Tabla 1. Composicion nutricional de la cerveza

Rango por L de cerveza Rango por L de cerveza
Energia (Kcal) 150-450 Biotina (ug) 2-15
Proteina (g) 3-5 Calcio (mg) 40-140
Carbohidratos (g) 0-61 Fésforo (mg) 90-400
Vitamina C (mg) 30 Magnesio (mg) 60-200
Tiamina (mg) 0,003-0,08 Potasio (mg) 330-1.100
Riboflavina (mg) 0,02-0,8 Sodio 40-230
Niacina (mg) 3-8 Hierro (mg) 0,1-0,5
Vitamina B6(mg) 0,07-1,7 Zinc (mg) 0,01-1,48
Folato (ug) 40-600 Selenio (ug) <0,4-7,2
Vitamina B12(ug) 3-30

Obtenido del articulo Bamforth CW. (2002) Nutritional Aspects of Beer.




kl.z. ESTRES OXIDATIVO Y DEFENSA ANTIOXIDANTE)

Aparte de los valores nutricionales de esta bebida, hay que considerar sus
propiedades funcionales y, de entre ellas, su actividad antioxidante; por tan-
to determinados componentes de la cerveza juegan un importante papel ante
el estrés oxidativo.

Los principales radicales libres son las especies oxigénicas reactivas del oxi-
geno (ROS) y del nitrégeno (RNS). Entre estas especies reactivas cabe destacar
los radicales como el i6n superéxido (0,°7), radical hidroxilo (-OH), alcoxilo
(RO-), peroxilo (RO0+) y 6xido de nitrogeno (NO) y los no radicales como el pe-
roxido de hidrégeno (H,0,), oxigeno singlete (10,) y peroxinitrito (ONOO7).

Junto a los radicales del oxigeno existen otros derivados o centrados en
atomos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, azufre, cloro, etc., que indiscuti-
blemente contribuyen a la propagacion y mantenimiento de nuevas reaccio-

nes que conducen a la formacién de radicales.

Estas especies reactivas se pueden generar endégenamente:

1. A través de la cadena de transporte de electrénico mitocondrial. La reduc-
cion monovalente de la molécula de oxigeno da lugar a la formacidon de la
mayoria de estos compuestos y constituye la principal fuente generadora
de ROS (Figura 1). Sin embargo, el 95% del oxigeno que respiramos es re-
ducido a H,0 por la accién de la citocromo oxidasa-a-3, altimo eslab6n de
la cadena de transporte electrénico, mediante un mecanismo en el que
participan cuatro centros redox, proporcionando, ademas, la principal
fuente de energia (ATP) al organismo. También se puede formar el 0,°~ a
nivel del complejo Iy del complejo quinona-semiquinona-ubiquinol (Q;4)

que actdan como aceptor de electrones (Figura 1).



Figura 1. Generacion de especies oxigénicas reactivas (ROS) en la reduccién monova-

lente del oxigeno y en la cadena de transporte electronico

0, — 0, %} H, 0, :—> HO- %b H,0 : W
/ oH oH- H* P &.‘9“3"
o AonnRRRRaRRARRA
m et L e

Pi + ADP

Succinato  Fumarato H,0 + ATP

2. Transporte electronico no fosforilante, el reticulo endoplasmico, es decir, la frac-
cién microsomal de la célula, contiene sistemas de transporte electrénico no fos-
forilante. Dicho sistema participa en diversas reacciones de hidroxilacién y desa-

turacién que pueden tener caracter biosintético o degradativo (Figura 2).

Figura 2. Sistema hidroxilante microsomal hepdtico (Mataix y Battino, 2002)
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3. Las células fagocitarias (neutréfilos, monocitos o macréfagos) utilizan el sistema
de la NADPH oxidasa generando directamente 0,-~ (Figura 3). Por otra parte, di-
chas células también generan 6xido nitrico (NO), por accién de la éxido nitrico
sintasa sobre la arginina intracelular, como mecanismo de defensa. La combina-
cion del 0, con el NO da lugar a la formacién del ONOO™ capaz de inducir pero-

xidacion lipidica en las lipoproteinas (Nathan and Xie, 1994).

Figura 3. Sistema oxidante en las células fagocitarias

0, Arginina
CTE )
l (Reduccion -)e j NO Sintasa
02" NO"
SoD
Catalasa l

H,0 «——— H,0,

Fe+2 libre -

-OH
m ‘OH + NO, NO;
0;
RO ———— R RH

4. La autooxidacion de compuestos de carbono reducido como los aminoécidos, pro-
teinas, lipidos, glacidos y acidos nucleicos, da lugar también a la formacion de es-

tos compuestos.

5. La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo intermediario ce-
lular, como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido oxidasa, monoamino
oxidasa, ciclooxigenasa originan también radicales libres (Halliwel and Gutte-
ridge, 1989).



Como ejemplo en la figura 4 se puede observar la generacién de ROS a partir de
la xantina oxidasa. Durante la isquemia se suprime el aporte de oxigeno, lo que
implica una inhibicién en la cadena de transporte electrénico. Una de las vias
que se utiliza como alternativa para el suministro de energia es el ciclo de los
purin nucle6tidos, mediante la activacion del enzima adenilato quinasa. A con-
secuencia de una serie de variaciones electronicas se produce una hipercalcemia
que conduce a la activacion de varias proteasas citoplasmaticas que transforman
la xantina DHasa en santina oxidasa, la cual en presencia de 0, formara el 0,°~
(Figura 4).

Figura 4. Esquema de la conversién de xantina deshidrogenasa en xantina oxidasa

ATP
AK= Adenilato kinasa
HX= Hipoxantina
2ADP ——— X= Xantina
AK XDH= Xantina DHasa
X0= Xantina Oxidasa
AMP
1
HX HX
NAD+ | | 0,
,XDH P—' X0 ‘
roteasa -
NADH l l 0,
X X

NAD+ 0,
XDH ——— X0
NADH l Proteasa l 0,”

Acido drico

Los agentes exdgenos también pueden contribuir a un incremento de los ra-
dicales libres. Por ejemplo, el humo del tabaco, radiacién electromagnética, luz

solar, ozono, xenobidticos, contaminantes, aditivos, etc.

10)



A bajas concentraciones, estos radicales libres son necesarios para el buen fun-
cionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros, estimulando la
proliferacién celular y/o actuando como mediadores para la activacion de las cé-
lulas. Sin embargo, en los procesos como fagocitosis, infeccién, inflamacion, o so-
breexposicion a un ambiente estresante pueden acumularse hasta niveles toxicos,
produciéndose diversas acciones sobre el metabolismo de los principios inmedia-
tos, que pueden ser el origen del dafio celular.

Frente a la accion toxica de los radicales libres los organismos han desarrolla-
do numerosos mecanismos de defensa conocidos como antioxidantes que permi-
ten su eliminacion o transformacién en moléculas estables (Davies, 1995).

Los sistemas biolégicos estdn en un estado de equilibrio entre prooxidantes y
la capacidad antioxidante de los sistemas bioldgicos (Sies, 1985). El desequilibrio
a favor de la accion prooxidante es lo que se conoce como estrés oxidativo. De
hecho, el dafio oxidativo solamente se produce cuando los mecanismos oxidantes
superan la capacidad de los sistemas de defensa. Por lo tanto, la supervivencia de
las células aerdbicas precisa de mecanismos que contrarresten los efectos negati-
vos de los radicales libres donde los sistemas antioxidantes permitan mantener un

balance favorable entre los productos deletéreos y antioxidantes celulares.
1.2.1. DANO OXIDATIVO A BIOMOLECULAS

Son muchas las especies oxigénicas que actlian como oxidantes biolégicos. La ca-
pacidad de cada radical o especie oxigénica reactiva viene determinada, desde el
punto de vista quimico, por cuatro caracteristicas basicas como son: reactividad,
especificidad, selectividad y difusibilidad. EL HO,* es el mayor reductor, la simple
adicion de un proton da lugar a la formacién de 0,7, convirtiéndose en un agen-
te oxidante muy activo, selectivo y especifico (Figura 5). EL 0, no es particular-

mente reactivo con lipidos, glicidos o acidos nucleicos y exhibe reactividad limi-
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tada con determinadas proteinas. Esta evidencia constata que el 0,*" reacciona
con proteinas que contienen metales en su grupo prostético. EL OH., sin embar-
go, reacciona con cualquier molécula que tenga cerca, sin especificidad alguna y
el peligro radica en la importancia funcional del compartimento celular en el que
se origina o la molécula a la que ataque. Asi pues, si ataca al DNA puede produ-
cir o generar graves alteraciones. Por el contrario, si la produccion del radical tie-
ne lugar en un entorno como el plasma y la molécula daiiada es una enzima que
se encuentra presente en gran cantidad, el dafio bioldgico real sera practicamen-
te imperceptible. Los tres componentes con mayor capacidad de difusién son 0,°~
< H,0, < OH-, capaces de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas

del lugar de origen incluso con capacidad de atravesar membranas celulares.

Figura 5. Reactividad de las especies oxigénicas reactivas

0" + H* + @ cccccccccaaaa= HO

0 + HOy mmecmmmccccmamaas H0, + 0,

HOy + HOy + H' w e c e c i m e H:0, + 0,

0,;" + 0 + HHmmmeecmmmmmm = H:0, + 0,

0" + Hip mmmmcmmcmmemme-= OH- + OH- + 0,

Las especies oxigénicas reactivas producen diversas acciones sobre el metabolis-
mo de los principios inmediatos, que pueden ser el origen del dafio celular, asi actd-
an (Figura 6):

1. Sobre los lipidos poliinsaturados de las membranas produciendo pérdida de flui-
dez y lisis celular como consecuencia de la peroxidacién lipidica. La peroxidacion

lipidica se inicia tras la abstraccion de un atomo de hidrégeno en la cadena hi-



drocarbonada de los acidos grasos poliinsaturados, cuya estructura vinilo-metano
representa la diana y lugar de iniciacion del proceso peroxidico. En un ambiente
aerobio se produce interaccion del radical carbonilo (R) con el 0, dando lugar a
la formacion del ROO-. Posteriormente puede sustraer un nuevo H (reaccion se-
cuencial) y puede dar lugar al ROOH que por descomposicion formarad el radical al-
coxilo (RO*). A este primer proceso acontece una serie de reacciones de propaga-
cion y terminacion para dar finalmente productos més estables, como el malon-
dialdehido (MDA) y otros productos carbonados que son eliminados de las células
(Halliwell y Gutteridge, 1989).

. Sobre la molécula de colesterol, produciendo hidroperéxidos de colesterol y oxis-

teroles que estan implicados en la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares.

. Sobre los glicidos, alterando las funciones celulares tales como las asociadas a la
actividad de las interleuquinas y la formacion de prostaglandinas, hormonas y neu-

rotransmisores.

. Sobre las proteinas, produciendo inactivacion y desnaturalizacion.

. Sobre los acidos nucleicos, mediante la modificacion de bases produciendo muta-
génesis y carcinogénesis (Griffith, 1988). Las alteraciones oxidativas interrumpen
la transcripcion, traslacion y replicacion aumentando el ndmero de mutaciones.
Por otra parte, el aumento de dafio oxidativo es un proceso natural que en con-
diciones fisiologicas normales produce una modificacién en las bases, siendo su
relacion de 1/130000 bases en el DNA nuclear y 1/8000 en el DNA mitocondrial,
puesto que se encuentra mas proximo a los lugares de generacion de ROS. El sis-
tema reparador del DNA esta constituido por endonucleasas y gliosilasas. Estas ba-

ses oxidadas se han encontrado en orina lo que nos indica que sufren un proceso
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de escision y excrecion del DNA oxidado “in vivo”. En la actualidad, son muchas
las bases modificadas que se pueden detectar mediante técnicas de HPLC con de-
teccion electroquimica, pero una de las més estudiadas e indicativa de dafio oxi-

dativo es la 8-hidroxideoxiguanosina. (Demple and Harrison, 1994).

Figura 6. Dario inducido a biomoléculas

_LiPIDoS PROTEINAS L NA

Especies oxigénicas reactivas

} i {
PEROXIDACION DEGRADACION Y DESACTIVACION MUTACION

Dario a las membranas y componetes celulares,
tales como las lipoproteinas

PROBLEMAS CARDIOVASCULARES CANCER

Este dafio oxidativo a macromoléculas ha sido implicado en distintas enferme-
dades, y ain no siendo el factor que inicia la enfermedad, su progresién puede ver-
se influida significativamente como consecuencia del estrés oxidativo. Entre las pa-
tologias en las que estan implicados los radicales libres estan mutagénesis, trans-
formacion celular, cancer, arteriosclerosis, infarto de miocardio, procesos de isque-
mia/reperfusion, diabetes, asfixia del neonato, enfermedades inflamatorias, tras-
tornos del sistema nervioso central, envejecimiento, etc. Un 70% de estas enfer-
medades crénicas se pueden prevenir a través del control de los radicales libres ase-
gurando los niveles dptimos de antioxidantes y de "barredores" (“scavengers”) de
radicales libres a través del aporte de antioxidantes naturales presentes en la dieta
(vegetales, legumbres, bebidas, o productos derivados de ellos, etc.) y evitando la

exposicion innecesaria a agentes contaminantes ambientales y xenobiéticos.
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1.2.2. DEFENSA ANTIOXIDANTE

No cabe duda que todos los sistemas biolégicos en ambientes oxigenados han de-
sarrollado mecanismos de defensa, tanto a nivel fisiolégico como bioquimico. Los
sistemas antioxidantes se encuentran practicamente en la totalidad de las células
aerdbicas en mayor o menor cantidad; su mision consiste en disminuir la produc-
cién de especies reactivas.

En su definicion del termino "antioxidante", Halliwell y Gutteridge (1989) lo
definieron como “cualquier sustancia que presente a bajas concentraciones, cuan-
do se compara con su sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion”. Un buen antioxidante se caracteriza por su alta efectividad, su varia-
bilidad operativa y versatilidad para poder combinarse con una importante varie-
dad de especies radicales libres. Asi pues, entre los sistemas antioxidantes cabe

destacar:

1. A nivel fisiolégico: El sistema microvascular, cuya funcién es mantener los ni-
veles tisulares de 0,, siempre dentro de presiones parciales relativamente ba-

jas.

2. A nivel bioquimico: La defensa antioxidante puede ser enzimatica, no enzi-

méatica asi como sistemas reparadores de moléculas.
1.2.2.1. SISTEMA EnzIMATICO
Los organismos aerobios han desarrollado enzimas antioxidantes tales como: su-
peroxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y DT-diafo-

rasa. La SOD es la responsable de la reaccién de dismutacion del 0,°~ a H,0,, que

una reaccion posterior catalizada por la catalasa o GPx detoxificara formando H,0
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y 0,. La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, y su principal
funcién es eliminar el H,0, generado en la beta-oxidacién de los acidos grasos,
mientras que la GPx degradara el H,0, citoplasmatico. La DT-diaforasa, cataliza la
reduccion de quinona a quinol y participa en la reduccion de drogas de estructu-

ra quindnica (Davies, 1995; Muiiiz et al., 2000) (Figura 7).
1.2.2.2. SISTEMA NO ENZIMATICO

Un segundo grupo de antioxidantes son los de naturaleza no enzimatica, entre los
que se agrupan diversos tipos de moléculas, cuya accion defensiva dependera en
algunos casos de una interaccién directa sobre la especie reactiva para rendir
complejos estables o de menor reactividad. Entre ellos se encuentran los antioxi-
dantes enddégenos como el glutation, el 4cido (rico y ciertas proteinas plasmati-
cas (ceruloplasmina, ferritina).

El glutation reducido (GSH) es un tripéptido compuesto de cisteina, acido glu-
tamico y glicina. Su distribucion es universal al estar presente tanto en tejidos
de plantas como animales y juega un papel principal en la proteccién celular con-
tra los efectos toxicos de los radicales libres. Esta presente en las células princi-
palmente en su forma reducida, y gran parte de sus funciones se deben a la pre-
sencia del grupo tidlico reducido que le confiere la cisteina y que promueve su
estabilidad intracelular. En la defensa celular contra los radicales libres tiene un
papel importante como antioxidante, al ser capaz de interaccionar y estabilizar
radicales hidroxilo, superdxido, H,0, y peroxidos lipidicos, ademas de regenerar
otros antioxidantes (o.-tocoferol) y donar hidrogenos para reparar el DNA dafiado.
Por otra parte, actlia de cosustrato de enzimas antioxidantes como la glutation
peroxidasa. Ademas de ser un antioxidante enddgeno también es exdgeno, ya que
el GSH de la dieta puede ser parcialmente absorbido en el intestino delgado, asi

como ser sintetizado de novo (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de la generacion de ROS y defensa antioxidante
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Un segundo grupo de antioxidantes no enzimaticos son los de origen exégeno pro-
venientes principalmente de la dieta como vitaminas (C, E, carotenoides), flavonoi-
des, melanoidinas, selenio, etc.

La Vitamina E esta considerada como el principal antioxidante secuestrador de ra-
dicales lipofilicos “in vivo” en fase lipidica y en la parte externa de las lipoproteinas,
por tanto, opera a nivel de membranas o lipoproteinas. Se conocen 8 homdlogos, alfa,
beta, gamma, delta-tocoferoles y tocotrienoles y su accién antioxidante viene dada
por el grupo -OH del anillo aromatico de la vitamina que puede experimentar reac-
ciones de oxidacién. Una de sus funciones més importantes es la inhibicion de la pe-
roxidacion lipidica, actuando de “scavenger” del radical peroxilo (Figura 8). Otra re-
accion importante es la reduccién del radical del o-tocoferol por otros antioxidantes
como la vitamina C, CoQ y glutation (GSH) y esto es muy importante ya que regene-
ra o ahorra vitamina E y también reduce el caracter prooxidante del radical de vita-
mina E (Brigelius-Flohé and Traber, 1999; Abudu et al., 2004). De esta forma, prote-
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ge a las células de la peroxidacién de membranas y su posterior degeneracion, impi-
de el dafio oxidativo de LDL, proteinas celulares, y DNA (Topinka, 1989) (Figura 8).
Una dieta deficiente de vitamina E esta relacionada con una reduccion de la activi-
dad de catalasa hepatica, GSH peroxidasa, y glutation reductasa, induce la peroxida-
cion lipidica en higado y causa desordenes cardiovasculares y neurolégicos. La vita-
mina E también puede actuar de prooxidante. Segin la teoria que apoya la funcién
prooxidante, ésta produce una peroxidacion en la LDL y facilita la transferencia de la
reaccion de los radicales de la fase acuosa al interior del ambiente lipidico. Para inac-
tivar esta peroxidacién mediada por el o-tocoferol, son necesarios los adecuados
agentes reductores, llamados coantioxidantes, siendo los mas eficaces el acido ascor-
bico en ambientes hidrofilicos y el CoQ en los hidrofdbicos (Muller, 1990; Carr, 2000).

Figura 8. Esquema de la actividad antioxidante y prooxidante de la vitamina E

Ascorbato
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Vitamina C o acido ascérbico es una vitamina hidrosoluble que se encuentra en
una concentracién muy elevada en numerosos tejidos y plasma. Es uno de los antio-
xidantes mas potentes en fase acuosa, que actia a nivel extracelular y citosélico. Re-
acciona con el 0,7, H,0,, ROO-, OH y 10, oxidandose a dehidroascorbato (Dhremer

et al., 2001). Actda sinérgicamente con otros scavengers como la vitamina E o el GSH
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para regenerarlos, al reducirlos volviéndolos a su estado activo. La absorcién estd en
funcién de la ingesta, mayor ingesta menor absorcion y viceversa. También puede ac-
tuar de prooxidante en presencia de metales de transicion (Cu, Fe), generandose el ra-
dical hidroxilo. Este efecto prooxidante del acido ascorbico no tiene lugar, normal-
mente, “in vivo” dado que en situaciones no patolégicas no hay cobre ni hierro libres

en los fluidos extracelulares (Chen et al., 2000; Gaetke and Chow, 2003) (Figura 9).

Figura 9. £squema de la actividad antioxidante y prooxidante de la vitamina C
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Carotenoides se dividen en dos grupos, compuestos hidrocarbonados y las xantofi-
las. Los carotenos como el o o B-carotenos o el licopeno contienen solo dtomos de car-
bono e hidrdgeno, mientras que las xantofilas como la criptoxantina, cantaxantina y la
luteina tienen al menos un atomo de oxigeno en su estructura. Debido a la presencia
de mdltiples enlaces conjugados, los carotenoides y en particular los 4-oxo derivados

tales como astaxantina y cantaxantina actdian como captadores de radicales libres. Son
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eficientes antioxidantes contra el oxigeno singlete y los radicales perdxido, contribu-
yendo de este modo al sistema de defensa antioxidante lipofilico del organismo. En
presencia de radicales peroxilos finaliza la cadena oxidativa, siempre y cuando se man-
tengan las presiones parciales de 0, bajas; si la presion parcial no es baja prosigue el
proceso oxidativo. Por tanto las condiciones fisiolégicas determinan el caracter de an-

tioxidante o prooxidante de estos compuestos (Young and Lowe, 2001) (Figura 10).

Figura 10. E£squema de la actividad antioxidante y prooxidante de la vitamina A
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El acido lipoico como lipoamida, es considerado como un antioxidante ideal o
universal, se obtiene a partir de la dieta y es antioxidante frente a una elevada can-
tidad de radicales libres (hidroxilo, &cido hipocloroso, oxigeno singlete) en medios
lipidicos y acuosos. Tiene ademas actividad quelante de metales y act(a sinérgica-
mente con otros antioxidantes.

Los compuestos fendlicos, entre ellos los flavonoides, son un grupo de sus-
tancias naturales que se encuentran en el reino vegetal. Se han descubierto més de
4.000 especies diferentes de flavonoides, encontrandose en frutas, verduras, semi-
llas, tallos y flores y son, por tanto, constituyentes importantes de la dieta huma-
na. Los flavonoides mas abundantes en la dieta son los flavanoles (catequinas, pro-
antocianidinas), las antocianinas y los productos de oxidacion derivados de ellos.
La principal fuente de polifenoles son: frutas y bebidas (zumos de frutas, vino, té

y cerveza) y en menor cantidad, verduras, legumbres y cereales.
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Como media, una dieta mixta occidental proporciona aproximadamente 1 g de fla-
vonoides por dia. Estructuralmente los flavonoides son derivados benzo-y-pironas, su
estructura bésica es de difenilpiranos: dos anillos bencenos unidos a través de un ani-
llo pirona o pirano heterociclico (Bravo, 1998). La estructura quimica de los com-
puestos fenodlicos es la que les confiere su capacidad para actuar como captadores de
radicales libres (Heim et al., 2002). El tipo de compuesto, el grado de metoxilacion
y el nimero de grupos hidroxilo son algunos de los pardmetros que determinan su ac-
tividad antioxidante. Asi, segln Rice-Evans et al. (1996) los compuestos con mayor
actividad son aquéllos que presentan dos grupos hidroxilo en posicién orto en el ani-
llo B, lo que confiere una alta estabilidad al radical que se forma después de la re-
accion de captura del radical libre; los que contienen un doble enlace 2,3 en conju-
gacion con el 4-oxo (C=0) en el anillo C, y aquellos compuestos que tienen grupos
OH- en 3y 5y el grupo oxo (C=0) en 4 en los anillos Ay C. Se combinan con azl-
cares para formar glicosidos, siendo ésta la forma mas habitual en la que se encuen-
tran en la naturaleza, sin embargo, se ha visto que los agliconas muestran una acti-
vidad antioxidante mas elevada que sus correspondientes glicésidos (Figura 11).

Poseen actividad antioxidante tanto en sistemas hidrofilicos como lipofilicos y el
mecanismo de la actividad antioxidante parece ser doble, actuando como captadores
de radicales libres y teniendo capacidad de quelar iones metalicos. Asi, se ha obser-
vado que pueden actuar de dadores de hidrégenos o quelar iones metalicos como el
hierro y el cobre, impidiendo la oxidacién de las lipoproteinas de baja densidad (LDL),
las cuales estan implicadas en la patogénesis de las enfermedades coronarias (Hertog
et al., 1997), inhiben la agregacién plaquetaria (Hubbard et al., 2003) y protegen al
DNA del dafio oxidativo. En experimentacion animal se ha estudiado el efecto de la
epicatequina en hepatocitos aislados de rata y se ha observado que inhiben la pero-
xidacién lipidica y aumentan la viabilidad celular (Valls et al., 2002). Asimismo, la ca-
tequina previene de los efectos toxicos del antineoplasico adriamicina, y la fraccién
de flavonoides de la cerveza, tanto rubia como negra, disminuye la oxidacion de lipi-

dos y proteinas, al mismo tiempo que aumenta la viabilidad celular en células hepati-
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cas tras la induccién de un estrés oxidativo producido por ella (Gonzélez San-José et
al., 2001). Por otra parte, estos compuestos presentes en la dieta pueden favorecer
la defensa de antioxidantes enddégena a través de los elementos de respuesta a an-
tioxidantes (ARE) encontrados en los promotores de algunos genes, que son induci-
bles por el estrés oxidativo. Algunos quimiopreventivos cancerigenos se piensa que

actian a través de los ARE, al incrementar los antioxidantes y la detoxificacion.

Figura 11. Estructura quimica de los flavonoides
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También se ha comprobado que los flavonoides de forma combinada presentan
mayor poder antioxidante que de forma aislada. Recientemente se ha observado que
los flavonoides estimulan la P-glicoproteina, la cual participa en el mecanismo de de-
fensa celular contra de la accion de los xenobidticos.

Las melanoidinas son otro grupo de sustancias con actividad antioxidante que
esta presente de forma importante en determinados alimentos (café, malta, bolleria,
cerveza) siendo ingeridos en cantidades considerables en la dieta habitual, con una
media de ingesta del orden de varios gramos por dia. Son unos pigmentos marrones,
polimeros formados principalmente a partir de las interacciones entre carbohidratos
y compuestos que poseen un grupo amino libre (aminodacidos, péptidos y proteinas)
a través de la reaccion de Maillard. Esta es una de las reacciones méas importantes en
cambios quimicos de los componentes de los alimentos durante el almacenaje y pro-
cesado de los mismos, donde como producto final se forman las melanoidinas (Fried-
man, 1996). Entre los distintos efectos fisioldgicos se han descrito que poseen acti-
vidad antimicrobiana, anti/mutagénica, anti/tumorales, antioxidantes y prooxidan-
tes, producen supresion de crecimiento celular tumoral e inhibicién de enzimas di-
gestivas. Su papel como antioxidante “in vivo” no es conocido aunque distintos es-
tudios “in vitro” apoyan su papel beneficioso como antioxidante del radical hidroxi-
lo, superdxido y peroxilo, actlan ademas como quelantes de metales como el zinc y
el cobre. Chuyen et al. (1998) observaron que los niveles de peroxidacion lipidica en
higado de ratas wistar alimentadas durante 6 semanas con alimentos ricos en mela-
noidinas (miso) eran inferiores a los del grupo control. En una linea similar, nuestro
grupo de investigacion (Valls et al., 2004), utilizando melanoidinas procedentes de
sintesis, a partir de glucosa-glicina, encontr6 efecto como antioxidante frente a la
toxicidad inducida en hepatocitos aislados de rata por el agente antitumoral adria-
micina. Se observd una disminucion en los niveles de TBARS y en los niveles de LDH
liberados al medio extracelular, a la vez que se producia un incremento en los nive-

les de ATP. Otros estudios mostraron el papel protector de los productos de Maillard
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contra el dafio oxidativo al ser capaz de inhibir la oxidacion de las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) humanas “in vitro” (Dittrich, et al., 2003).
En definitiva, todos estos antioxidantes provienen de la dieta directa o indirec-

tamente.

1.2.2.3. SISTEMAS REPARADORES

Directo: Reduccion de los grupos (S-S) de los aminoacidos azufrados de las protei-

nas por enzimas especificos como la disulfuro reductasa y la sulféxido reductasa.

Indirecto: En primer lugar, se reconoce el dafio molecular siendo éste eliminado o
degradado, y en segundo lugar, se sintetiza la parte eliminada. Esto ocurre tanto en
las proteinas oxidadas y peroxidicos lipidicos de las cadenas carbonadas como en las
oxidaciones del DNA y RNA.

(1.3. DIETA Y ESTRES OXIDATIVOJ

La composicion de la dieta juega un papel importante en el estrés oxidativo ya que
puede contribuir tanto en el dafio oxidativo, como sobre los mecanismos de defensa
antioxidante. Esto explica, al menos en parte, la relacién entre dieta y algunas en-
fermedades cronicas como son la aterosclerosis y el cancer. Mas de 2.000 estudios
epidemiolégicos muestran que la mayoria de los efectos protectores contra una va-
riedad de enfermedades principalmente cardiovasculares y céncer, estan correlacio-
nados con una elevada ingesta de frutas y verduras. Tradicionalmente, la nutricién se
ha reconocido como un factor importante en la modulacion de distintas enfermeda-
des y de la longevidad. La dieta, particularmente a través de la fruta, vegetales, fru-

tos secos y bebidas procedentes de vegetales tales como la cerveza y el vino, apor-
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tan antioxidantes como vitaminas y otros fitoquimicos, los cuales son una importan-
te fuente exdgena capaz de aumentar la respuesta celular al estrés oxidativo.

Los estudios realizados con suplementos farmacolégicos de antioxidantes en el ser
humano, en contraste con los datos obtenidos en la experimentacion animal, no
muestran una evidencia consistente sobre los efectos beneficiosos de esta suplemen-
tacion. Segln los estudios llevados a cabo en la Unién Europea en el proyecto EU-
ROFEDA, 2002 (Lindsay and Astley, 2002), en el cual se han llevado a término y/o re-
copilado muchos estudios epidemiolégicos sobre suplementacion farmacolégica de
antioxidantes, concretamente sobre vitaminas tales como la vitamina E, C y beta-ca-
roteno, se plantean problemas en cuanto a la relacion causa-efecto, ya que la mayo-
ria de estudios son a largo plazo y estan interferidos por patologias crénicas o agu-
das. Ademas, hay que tener en cuenta que el abuso de suplementos es peligroso de-
bido a su posible papel como prooxidantes. Por otra parte, faltan estudios prospecti-
vos y controlados. Por tanto, la falta de datos no permite la recomendacion de forma
sistematica de suplementos de antioxidantes.

Sin embargo,en los estudios epidemioldgicos de Gey et al. (WHO/Proyecto Moni-
ca, 1991), donde determinaron los antioxidantes plasméticos (c-tocoferol, ascorba-
to, vitamina A, carotenoides y selenio) en 16 poblaciones europeas, la incidencia de
mortalidad por cardiopatia isquémica muestra una relacién inversa con el nivel de o-
tocoferol (P=0,002). Los estudios realizados sobre ingesta de frutas y vegetales en Eu-
ropa pone de manifiesto la alta diferencia en el consumo entre el norte y sur de Eu-
ropa. Estos estudios han demostrado una menor incidencia de enfermedades cardio-
vasculares y cancer, en los paises del sur de Europa, donde se consume una dieta me-
diterranea, en relacion a los paises nordicos, efecto atribuido en la hipétesis de par-
tida a las vitaminas. Hoy se sabe que las frutas y verduras contienen otros compues-
tos, incluso con mayor actividad antioxidante que las vitaminas, los flavonoides
(Vant Veer et al., 2000). En el estudio Rotterdam se investigd la relacion entre el

consumo alimentario de flavonoides y vitaminas antioxidantes y el riesgo de acciden-
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te cerebrovascular (ACV) isquémico durante un promedio de 6 afios, observandose
que un alto consumo alimentario de antioxidantes esta asociado con un menor riego
de ACV. Ha sido epidemiolégicamente demostrado que un elevado aporte dietético de
frutas y vegetales produce una reduccion del 50% en el riesgo de canceres digestivos
y de las vias respiratorias (Lindsay and Astley, 2002). Estos estudios avalan la hipo-
tesis de que los antioxidantes naturales procedentes de los alimentos pueden prote-
ger a las células del estrés oxidativo.

Ademas, debemos tener presente que no todos los efectos son debidos a las vita-
minas antioxidantes y flavonoides, sino que en los alimentos se encuentran otros
compuestos que contribuyen de forma indirecta a la reduccion de estas patologias
como por ejemplo: los niveles elevados en plasma de homocisteina son un factor de
riesgo para las enfermedades cardiovasculares, en cambio los folatos reducen los ni-
veles de homocisteina en plasma, asi pues el folato procedente de la dieta contribu-

ye indirectamente a la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares.

(1.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA CERVEZA)

La actividad antioxidante de la cerveza juega un papel crucial en la estabilidad de su
sabor, a la vez que retarda o previene los procesos de oxidacion y contribuye positi-
vamente sobre la salud al actuar como “scavenger” de radicales hidroxilo y peroxilo.
Ademas tiene actividad quelante de metales, inhibiendo las reacciones de Fenton y
Haber-Weiss, los cuales son importante fuentes de radicales oxigénicos activos. Son
distintos los trabajos que sefialan la elevada capacidad antioxidante de la cerveza
como donador de hidrégeno, y su elevado poder reductor y actividad quelante (Gon-
zalez San-José et al., 2001; Lugasi et al., 2003).

El contenido de antioxidantes en la cerveza esta influenciado por factores gené-

ticos y medio ambientales de su materia prima y también es el resultado de los pro-
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cesos tecnoldgicos durante la elaboracién de la misma, los cuales determinan las ca-
racteristicas de las distintas variedades de cerveza (negra, rubia o sin alcohol). Entre
los componentes de la cerveza que estan implicados en la actividad antioxidante es-
tan: compuestos fenélicos, acidos fendlicos (ferlico, galico o siringico), flavonoles,
catequina, procianidinas, taninos y calconas (Lugasi, 2003), carotenoides y vitaminas
que, aunque muy abundantes en la materia prima, sus niveles se ven disminuidos a
consecuencia del procesamiento al que se ven sometidos, estando presentes en can-
tidades variables, y melanoidinas que se forman a partir de azlicares y aminoacidos
por la reaccién de Maillard resultado del tratamiento térmico.

Los mecanismos de absorcion gastrointestinal de los polifenoles no estén total-
mente conocidos. Por su naturaleza hidrofilica se piensa que tienen que estar impli-
cados transportadores de membrana que faciliten su absorcion, aunque en la actuali-
dad solamente se ha identificado un mecanismo de transporte activo dependiente de
Na+*, implicado en el transporte de acidos fenélicos (Ader, 1996).

En el caso de los flavonoides, con excepcion de los flavanoles, se encuentran en
la forma glicosilada y la glicosilacion influye en su absorcion. Las agliconas pueden
ser absorbidas desde el intestino delgado (Hollman and Katan, 1999) y los glicdsidos
que resisten la hidrélisis del estdbmago, no pueden ser absorbidos en su forma nativa
y deben de ser hidrolizados por las enzimas intestinales o por la microflora del colon
para ser absorbidos (Day et al., 2000). En muchos casos cuando la flora esta implica-
da, la eficiencia de absorcién puede verse reducida porque tiene lugar una degrada-
cion de las agliconas que son liberadas en forma de acidos aromaticos. Una excepcion
en cuanto a su absorcion son aquellos flavonoides conjugados con glucosa que pue-
den utilizar el sistema de transporte activo de la glucosa dependiente de Na+ (SGLT1)
a nivel del enterocito para ser absorbidos y posteriormente hidrolizados en el interior
de las células por una b-glucosidasa (Hollman, 1995; Day, 1998). Otra via implicada
en la hidrélisis de algunos glucésidos es por accién de una enzima glucosidasa que se

encuentra en la membrana de las microvellosidades de las células intestinales y cata-
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liza la hidrélisis extracelular facilitando la difusién de las agliconas al interior de las
células (Day et al., 2000).

Las proantocianidinas difieren de la mayoria de los otros polifenoles por su natu-
raleza polimérica y alto peso molecular, lo cual limita su absorcion por cuanto los oli-
gémeros de mas de tres unidades es improbable que sean absorbidos a nivel del in-
testino delgado en su forma nativa. Sélo dimeros y trimeros son capaces de atrave-
sar el epitelio intestinal. Asi, las proantocianidinas, las cuales son los polifenoles mas
abundantes de la dieta, se absorben en muy escasa cantidad, pero pueden ejercer sus
efectos localmente en el tracto gastrointestinal, o mediar su actividad a través de los
acidos fendlicos producidos resultado de la degradacién microbiana. Esta accion lo-
cal es muy importante, al estar el intestino particularmente expuesto a agentes oxi-
dantes, y verse afectado por inflamaciones y degeneracién cancerigena.

Las concentraciones de polifenoles pueden alcanzar cantidades elevadas a partir
de su absorcion intestinal, y dentro de los otros antioxidantes, sélo los carotenoides
provenientes de la dieta estdn presentes en el colon, ya que la vitamina Cy E se ab-
sorben en partes superiores del intestino.

Los efectos del conjunto del alimento sobre la biodisponibilidad de los polifeno-
les no estd estudiada, e interacciones entre polifenoles y otros componentes como
proteinas y polisacaridos pueden ocurrir, ocasionando interferencias en la absorcién.
Otros efectos mas indirectos de la dieta serian parametros como el pH, la fermenta-
cion intestinal, excrecion biliar, etc. que pueden tener consecuencias sobre la absor-
cion de los polifenoles. Esto hace que la medida de los efectos antioxidantes “in vivo”
de un compuesto flavonoide simple sea dificil, excepto cuando tiene lugar a consu-
mo muy alto. Ademas hay que tener en cuenta la mezcla o efecto sinérgico entre los
distintos componentes presentes en alimentos que puede tener o no efectos benefi-
Ciosos.

En cuanto al metabolismo de los antioxidantes procedentes de la dieta es in-

tenso y pueden actuar como sustratos de diferentes enzimas. Los compuestos po-
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lifenélicos se modifican por enzimas de biotransformacién de la fase Iy los de la
fase II que pueden cambiar considerablemente la funcion de un componente par-
ticular, al modificarlo para su eliminacioén posterior o generando compuestos mas
bioactivos. La biotransformacion en el higado por medio de reacciones de fase I
introducen o exponen grupos polares mientras que la que tiene lugar en el colon
mediante reacciones de fase II por los microorganismos, degrada los flavonoides
no absorbidos. Las reacciones de conjugacién de los grupos hidroxilo con el aci-
do glucurénico, sulfato, glicina o la metilacion son los pasos mas frecuentes en
la metabolizaci6n de los flavonoides (Stahl et al., 2002), afectando alguna de es-
tas reacciones a la capacidad antioxidante “in vivo”. La metilacion en la posicion
3" de cianidina-3-glucosida y de la quercetina disminuyen la capacidad antioxi-
dante del metabolito. La conjugacion con glucurénido o sulfato puede afectar a
la capacidad antioxidante dependiendo de la posicién en la que tenga lugar la
conjugacion. Incluso se piensa que la quercetina se conjuga durante el proceso de
absorcion, y parece retener actividad antioxidante.

El transporte de los polifenoles en plasma esta asociado a proteinas. Los poli-
fenoles no se encuentran libres en sangre, siendo la principal transportadora la al-
bimina. La concentracion plasmatica de los polifenoles después de un consumo
elevado varia de acuerdo a la naturaleza y fuente de los polifenoles. Con respec-
to a la eliminacion de los metabolitos de los polifenoles puede seguir dos vias de
excrecion: la via biliar y la urinaria. Los metabolitos conjugados son principal-
mente eliminados por la bilis mientras que los monosulfatos principalmente por
orina.

Los polifenoles por su estructura presentan gran actividad antioxidante con
unos efectos metabélicos importantes. Con una solubilidad intermedia entre la vi-
tamina C y la vitamina E es de esperar que actden en la interfase agua-lipido y
puedan estar implicados en la regeneracién oxidativa de ambas vitaminas. La glu-

curonidacion y sulfatacion de polifenoles mas hidrofilicos, pueden afectar al sitio
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de accioén y a su interaccién con otros antioxidantes. También pueden mostrar
efectos indirectos sobre la salud porque son metabolizados por la misma via que
algunos xenobidticos u hormonas endégenas. Boyle et al. (2000) realizaron un es-
tudio sobre el consumo de flavonoides presentes en alimentos como cebolla y to-
mate y sus efectos antioxidantes, y observaron que flavonoides glucosidados
como la quercetina-glucosidada y isorhamnetina-glucosidada incrementaban sus
niveles en plasma después de una ingesta de cebolla. Ademas, este incremento se
asoci6 con un incremento en la resistencia del DNA de los linfocitos a la escision
de cadena y a una disminucién de los niveles de la base modificada 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina en orina a las 4 horas de haber ingerido cebolla. EL mismo estu-
dio pero combinando tomate y cebolla observd que la presencia del flavonoide
quercetina en plasma se relacion6 con una disminucién en la oxidacion de bases
endégenas. Sin embargo, no se observaron cambios en los niveles de malondial-
dehido (MDA) en orina. Otros estudios llevados a cabo por Cao et al. (1998) en
humanos encontraron que después de una comida de fresas, espinacas o vino de-
salcoholizado (todos ellos alimentos ricos en antioxidantes de naturaleza fenoli-
ca), la capacidad antioxidante en suero utilizando tres métodos (el ORAC, Trolox
y la habilidad de reducir el hierro) se veia incrementada. En otro estudio realiza-
do por Nagyova et al. (1998) se observd en vegetarianos que los TBARS en las
LDL estaban reducidos y la capacidad antioxidante total en plasma incrementada.

Los carotenoides: su absorcion va paralela a la de los lipidos, sufriendo el
proceso de emulsificacion, incorporacién en micelas que por difusion pasiva en-
tran en los enterocitos principalmente a nivel del intestino proximal. Su trans-
porte a los tejidos tiene lugar desde los enterocitos donde se incorporan en los
quilomicrones y son transportados a la circulacion via sistema linfético.

Poco es conocido sobre la biodisponibilidad de las melanoidinas pero estu-
dios en ratas han permitido saber que se absorben a través del tracto gastroin-

testinal. Con respeto a su biotransformacion, se cree que las enzimas de la fase

0]



II facilitan el transito metabélico de las melanoidinas formadas en los alimentos
(Faist and Erbersdober, 2001). Con relacién al mecanismo a través del cual estos
compuestos pueden ejercer sus efectos a nivel celular no es conocido, pero a este
respecto sabemos que los compuestos de la reaccion de Maillard se absorben por
difusion y son captados en el higado, rifion, mdsculo y eliminados en la orina (Er-
bersdobler and Faist, 2001.) Por otro lado, distintos trabajos apuntan a que el
efecto de las melanoidinas en las células pueda estar mediado por los RAGE (re-
ceptor for advanced glycation end products) receptores que fueron originalmente
identificados y caracterizados basandose en la capacidad de unir los productos de
glicosilacién avanzada (AGEs).

Una vez absorbidos estos compuestos presentes en la cerveza son capaces de
contribuir a la capacidad total antioxidante del plasma y posiblemente de otros
compartimentos del cuerpo reforzando las defensas contra el estrés oxidativo. Asi,
Ghiselli y colaboradores (2000) observaron que la cerveza induce a un incremen-
to significativo de la capacidad antioxidante del plasma. Otros estudios han mos-
trado que la cerveza presenta efectos antitumorales y antimutagénicos con capa-
cidad de inhibir carcinogénesis de colon inducida en ratas (Nozawa et al., 2004).
Algunos estudios demuestran un efecto preventivo de la cerveza sobre la carcino-
génesis experimental, mostrando que la ingesta de cerveza disminuye los tumores
gastrointestinales inducidos por dietil-hidrazina en ratas y de los tumores indu-
cios con azoximetano (Hamilton 1987). La ingesta de cerveza también reduce la
presencia de aductos de DNA en higado de ratén inducidos con Trp-p2 (Arimoto et
al., 1999).

Tenemos que tener presente que no todos los efectos son debidos a los antio-
xidantes, sino que en la cerveza se encuentran otros compuestos que contribuyen
de forma directa o indirecta a la prevencién de distintas patologias (Bamforth,
2002) como son por ejemplo el &cido félico. El acido félico, aunque no actie como

antioxidante, juega un papel en la reparacion del DNA y es sabido que reduce los
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niveles de homocisteina en plasma. Mayer et al. (2001) han demostrado que la
cerveza es una fuente de acido folico, llevando a la disminucién de homocisteina
contenida en sangre (la hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo significati-
vo para las enfermedades vasculares). La cerveza también es citada por ser una

fuente de selenio o por su importante efecto diurético mayor que el agua.

1.5. EFECTO SOBRE EL METABOLISMO
DE LOS XENOBIOTICOS: ADRIAMICINA

En la actualidad esté bien establecido que diversos componentes de la dieta pue-
den afectar o modular enzimas que metabolizan drogas. Esta propiedad sugiere
que componentes de los alimentos, como los flavonoides, pueden tener conse-
cuencias farmacoldgicas, disminuyendo los efectos toxicos de los xenobibticos y
facilita la eliminacién biliar y urinaria al incrementar su potencial hidrofilico.

Estudios realizados con flavona, flavanona y tangeretina en la dieta de las ra-
tas demuestran que inducen, de una manera dependiente de su concentracién, la
actividad de enzimas como las de alquilasas, GST y flucuronil transferasas. Asi
mismo tienen la capacidad de activar e inducir la sintesis de enzimas primarios
implicados en el metabolismo de varios xenobidticos lipofilicos tales como carci-
négenos, drogas, insecticidas, etc. Quizas la actividad anticarcinogénica de algu-
nos flavonoides esté relacionada con su capacidad de inducir enzimas que meta-
bolizan los carcinégenos (Middelton et al., 2000).

La adriamicina o doxorrubicina es un antibidtico quindnico que pertenece al
grupo de las antraciclinas (Figura 12). Clinicamente es usado como un potente
agente antineoplasico, que presenta actividad ante una gran variedad de cance-
res humanos incluido linfomas, leucemias y tumores sélidos. Los tumores que me-

jor responden son el de mama, carcinomas de esdfago, osteosarcoma, sarcoma de
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Kaposi, y linfomas de Hodgking y no-Hodgking (Murphy, et al., 1995; Wienik et
al., 1992), estando su uso limitado por sus efectos secundarios agudos y cronicos
(Lefrak, 1973). Los efectos agudos tales como mielosupresién, nadseas, vomitos
y arritmias son reversibles o clinicamente manejables. Sin embargo, los efectos se-
cundarios crénicos especialmente cardiomiopatias y posterior insuficiencia cardi-
aca son irreversibles y tienen mal prondstico. Ademas, dichos efectos son dosis-

dependiente.

Figura 12. Estructura de la adriamicina
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Se han propuesto diferentes mecanismos para explicar la accion citostatica y ci-
totoxica de este antibidtico. Entre ellos se incluye la intercalacion en el DNA con la
consecuente inhibicién de la biosintesis macromolecular, dafio en el DNA mediante
inhibicién de topoisomera II, interferencia con la separacién de las hebras de DNA
y con la actividad helicasa, formacion de radicales libres, etc. (Gewirtz, 1999; Sin-
gal, 1987).

En la actualidad se acepta que el estrés oxidativo y la produccion de radicales li-
bres, ademas de estar implicados en el mecanismo de accion de la doxorrubicina o
adriamicina, en sus efectos antitumorales, también lo estan en los efectos cardio-
toxicos. Un mecanismo a través del cual este antibidtico induce la formacién de ra-

dicales libres es resultado de su reduccién a semiquinona por el complejo I mito-
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condrial (Davies and Doroshow, 1986) (Figura 13) o por el complejo P450 microso-
mal (Goodmand and Hochstein, 1977) dando lugar a una liberacién del anion su-
perdxido y perdxido de hidrogeno, produciéndose finalmente una inactivacion en la
cadena de transporte electronico. Otra via de formacion de los radicales libres es la
mediada por metales como el Fe o el Cu en estado oxidado, que reaccionan con la
adriamicina y, a través de una reaccion redox, reduce el oxigeno e induce la forma-
cién de especies oxigénicas activas como el radical superdxido, oxigeno singlete o
perdxido de hidrogeno (Wallace, 1986).

Figura 13. Ciclo redox de las antraciclinas
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Estas ROS inducen el dafio oxidativo resultado de la peroxidacion de los lipidos
de membrana, inactivacion de enzimas criticos, inhibicion del DNA, RNA, lo que im-
plica una inhibicién en la funcién mitocondrial y finalmente dafio celular ( Gutte-
ridge and Quinlan, 1985; Bagchi, 1995 ) (Figura 14).



Figura 14. Esquema del dafio oxidativo a los componentes mitocondriales
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Este dafio oxidativo a los distintos componentes celulares y el estado redox se
cree que es el suceso clave en el desarrollo de la toxicidad irreversible de la adria-
micina, lo cual limita su utilidad clinica en la terapia de enfermedades neoplésicas
(Bagchi et al., 1995).

A pesar de sus efectos toxicos, la adriamicina se usa ampliamente por su gran
eficacia como anticancerigeno. Habiéndose ensayado distintos antioxidantes como
proteccion, obteniendo diferentes resultados, entre ellos moléculas como transferri-
nas, metallotioneina, deferrioxamina o bilirrubina, acido drico, etc. Otro grupo de
antioxidantes que se han estudiado son aquellos que derivan de la dieta como vi-
tamina E, vitamina C, vitamina A, coenzima Q, flavonoides etc (Quiles et al., 2002).

En la actualidad, se le presta un gran interés al grupo de los flavonoides debi-
do a sus propiedades como quelante y “scavenger” de radicales libres, que los ha-
cen ser considerados como protectores potenciales de la cardiotoxicidad causada por
la doxorrubicina. Ademas de sus efectos beneficiosos sobre la salud es sabido que

pueden inhibir los efectos negativos de la doxorrubicina sin afectar a la actividad



antitumoral, reduciendo asi Gnicamente los efectos toxicos. Entre los estudios rea-
lizados en este campo se encuentran los llevados a cabo por el grupo de van Acker
et al. (1997, 2000), que demostraron que flavonoides sintéticos de la subclase de
los flavonoles como el mono-HER (7-monohydroxietilrutoside) aportan una protec-
cion dosis dependiente contra la cardiotoxicidad inducida en ratones por la doxo-
rrubicina. Estos autores observaron que la administracion del flavonoide sintético
monoHer intraperitonealmente una hora antes de la doxorrubicina disminuia signi-
ficativamente la cardiotoxicidad del antibiético sin verse afectados sus efectos an-
titumorales. Sadzuka et al. (1997) observaron que el incremento en el nivel de pe-
roxidos lipidos y las disminucion de la enzima antioxidante, glutation peroxidasa,
inducida por la doxorrubicina se ve normalizada por la accién combinada de flavo-
noides como la rutina y luteolina. De todas formas, no todos los flavonoides mues-
tran un efecto cardioprotector, algunos incluso muestran toxicidad moderada por si
mismos. Por lo tanto, ademas de la capacidad antioxidante o quelante de estos
compuestos es necesario que presenten otras caracteristicas como baja citotoxici-
dad, facilidad del transporte a través de membrana, etc. Otros efectos también re-
lacionados con los flavonoides es su actividad antiproliferativa, o la capacidad de
incrementar la actividad antitumoral de la doxorrubicina potenciando los efectos
quimioterapéuticos de la droga (Bagchi, 2003).

El estado beneficioso frente a la toxicidad de la adriamicina también se ha ob-
servado con extractos de compuestos de origen vegetal. En estudios con un extracto
de proantocianidinas de semillas de uva (Ray et al., 2000; Bagchi et al., 2003) se
observd que un pretratramiento a ratones con dicho extracto inhibia significativa-
mente la cardiotoxicidad inducida por la doxorrubicina, apreciandose una disminu-
cion en la actividad de la creatina quinasa de suero, en el dafio al DNA y cambios
histopatoldgicos en el tejido cardiaco de ratén. Nuestro grupo de investigacion re-
cientemente valord los efectos de un extracto de cerveza sobre la citotoxicidad de

la adriamicina en hepatocitos de rata. Los resultados mostraron que el extracto era
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un buen agente citoprotector frente a la toxicidad de la adriamicina al inhibir el
dafio a membrana, disminuir la liberacién de LDH, peroxidacion lipidica y el dafio a
proteinas en hepatocitos aislados de rata (Gonzalez et al., 2001).

Estos y otros estudios permiten postular que la ingesta de alimentos ricos en fla-
vonoides pueden llevar a cabo una disminucién de los efectos colaterales del agen-

te antitumoral.

En el presente trabajo hemos estudiado:

a. La composicion de los diferentes componentes de la cerveza que presentan acti-

vidad antioxidante y el efecto de la cerveza en la inhibicion del ion superoxido.
b. Estudios “in vitro” sobre el material genético.
c. Ensayos “in vivo” en animales de experimentacion:
1. Biodisponibilidad de los polifenoles tras la ingesta de cerveza.
2. Efecto de un concentrado de cerveza sin/con alcohol como suplemento die-
tético evaluando su papel frente a la cardiotoxicidad y hepatotoxicidad indu-

cida por la adriamicina.

d. Estudios en humanos: efecto de la cerveza sin alcohol en pacientes con hiperli-

pemia.



MATERIALES Y METODOS

(2.1. MATERIALES)

2.1.1. Reactivos

Los reactivos para las soluciones tamponadas, enzimas, coenzimas, DNA de timo de
ternera, 8-Hydroxydeoxyguanosina (8-OHdG), acido L-ascorbico, acido galico, cate-
quina 6-hydroy-2,5,7,8, -tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) son propor-
cionados por Sigma Chemical Co (St Louis, MO, USA). La adriamicina fue suministra-
da por Pharmacia-Upjohn (Milan, Italia), el N, N-dimethyl-p-phenylenediamine dihy-
drochloride (DMPD) de Fluka (Seelze, Germany), la agarosa de Bio-Rad (Richmond,
CA, USA), disolventes y otros reactivos de Scharlau (Barcelona, Espafia) y Merck
(Darmstadt, Germany). Los kits de antioxidantes totales son de Randox (United King-
dom, BT29 4QY), los de la 8-OHdG y MDA+ HAE son de OXIS, (OXIS Health Products,
Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-3935 USA) y los de la LDL
oxidada son de Biomédica Medizinprodukte (GMBH and Co KGA-1210, Wien). El agua

utilizada en todas las determinaciones es de grado Milli-Q (Millipore).

2.1.2. ANIMALES

Se utilizan ratas Wistar hembras de 3-4 meses de edad y peso comprendido entre 250-
300 g, instaladas en jaulas individuales y condiciones apropiadas del animalario (ci-
clos de 12h/12h luz y oscuridad a temperatura de 22°C), alimentadas con dieta es-
tandar IPM R-20 comercializada por Panlab (Barcelona, Espafia) y agua ad libitum.

2.1.3. CERVEZA

Las cervezas que empleamos, tanto rubia como sin alcohol, estdn comerciali-

zadas en Espafia. Se mantienen refrigeradas hasta su utilizacion, e inmediata-
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mente, antes de ella, se procede a su analisis para prevenir una posible oxida-
cion de los fenoles. Las muestras que se usaron como suplemento dietético se
obtienen a partir de una concentracion en vacio a una temperatura inferior a

35°C (10 veces concentradas de la cerveza original).

2.2. MEtopos

2.2.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LAS CERVEZAS SEGUN EL METODO quimico DMPD

Se utiliza el método de Fogliano et al. (1999). Este método se basa en la capacidad
que tienen los polifenoles de reaccionar con los radicales libres. Se usa el N,N-dime-
til-p-fenilendiamina (DMPD) como reactivo, compuesto que, en presencia de un agen-
te oxidante, da lugar al radical DMPD con una coloracion parpura (medible a 505 nm).
La adicién de un agente antioxidante capaz de transferir hidrégeno provoca una de-
coloracion de la solucion. De este modo, la decoloracion del medio es proporcional a
la cantidad de agente antioxidante presente en éL.

Se toma 1mL de croméforo y se afiade 50 pL de muestra o de patron (vitamina C
o Trolox). La reaccion tiene lugar a 25°C, manteniéndose en agitacion continua du-
rante 10 minutos. Tras este tiempo se procede a la medida del valor de la absorban-
cia a 505 nm (Af), determindndose ademas el valor de absorbancia del croméforo ini-
cial (Ao). A partir de estos valores de absorbancia se define un parametro que es el

porcentaje de inhibicién:
% Inhibidén 505 nm = (1-Af/A0) *100

Las curvas de calibrado se calculan con soluciones estdndar de Trolox (un analogo

de a-tocoferol), en un rango de concentraciones de 0,2 a 6 g, y de vitamina C des-
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de 0,05 a 2 ug. Por tanto, los resultados de actividad antioxidante se expresan en
TEAC (Capacidad Antioxidante Equivalente de Trolox) y en CEAC (Capacidad Antioxi-
dante Equivalente de vitamina C).

2.2.2. DETERMINACION DE LAS FAMILIAS FENOLICAS

Las familias fenélicas analizadas son: polifenoles totales, catequinas y proanto-
cianidinas. En todos los casos se tiene en cuenta la posible sobrevaloracién de-

bido a la presencia de azlcares y dextrinas.

2.2.2.1. DETERMINACION DE LOS POLIFENOLES TOTALES EN LA CERVEZA Y EN PLASMA

A DIFERENTES TIEMPOS TRAS LA INGESTA DE CERVEZA

Se aplica el método Folin-Ciocalteus. Esta reaccion se basa en la oxidacién, en
medio basico (Na,C05), de los grupos hidroxilos de los compuestos fenélicos con
el reactivo de Folin, una mezcla de acido fosfowolframico y fosfomolibdico, que
se reducen dando una mezcla de dxido de wolframio y 6xido de molibdeno, de co-
lor azul. EL complejo azul que se forma se mide a 750 nm y es directamente pro-
porcional a la cantidad de polifenoles totales presentes en el medio (Singleton
and Rossi, 1965).

2.2.2.2. DETERMINACION DE CATEQUINAS

Se basa en la propiedad de estos compuestos de dar reacciones de condensacion
con los grupos carbonilos en medio acido. Se emplea el aldehido vainillico (vai-
nillina) como compuesto carbonilico, que reacciona con los ciclos bencénicos “ac-
tivados” de las catequinas originando un croméforo rojo que se mide a 500 nm
(Swain and Hillis, 1959).
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2.2.2.3. DETERMINACION DE PROANTOCIANIDINAS

Su determinacion se basa en la capacidad de las proantocianidinas de transformarse
en antocianidinas al calentarse en medio acido y en presencia de oxigeno. El color
rojo formado, fruto de la hidrolisis de las proantocianidinas, se mide a 550 nm (Ri-

béreau-Gayon and Stonestreet, 1966).

2.2.3. AISLAMIENTO DE MELANOIDINAS

Las melanoidinas se aislan de las cervezas en estudio por un método de diélisis,
utilizando una membrana de celulosa, que retiene aquellas moléculas de peso mo-
lecular >12.000 Da. En cada tubo de dialisis se introducen 15 mL de cerveza que
se colocan en un vaso con 1 L de agua MiliQ. Esta soluciéon se mantiene en agi-
tacion continua durante 12 horas a 5°C. Al cabo de las cuales se realiza el cam-
bio del agua del vaso, dejandose de nuevo otras 12 horas en agitacién. EL volu-
men final retenido en el tubo de dialisis (dializado) se lleva a un volumen de 50
mL con agua MiliQ (Ames et al., 1999).

2.2.4. CUANTIFICACION DE LAS MELANOIDINAS

La cuantificacion de melanoidinas, tanto en la cerveza original como en el dializado,
se efectiia tal y como se detallara a continuacion. EL patron de melanoidinas se ob-
tiene a partir de glucosa y glicina, siguiendo el método descrito por Hofmann (2000).
Se disuelven 0,05 moles de glucosa y 0,05 moles de glicina en 100 mL de agua des-
tilada. Posteriormente se liofiliza la disolucion a temperatura inferior a 30°C. Se ca-
lienta la mezcla a 125°C durante 2 horas. Se enfria hasta temperatura ambiente. Pos-
teriormente, se toman 0,5 g de la muestra y se disuelven en 25 mL de agua destila-

da, filtrandose a través de un filtro Whatman n° 4 (diametro de poro 20-25 um) y re-
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cogiéndose el filtrado que contiene las melanoidinas solubles. Se lava el residuo dos
veces y se mezclan ambos lavados con el filtrado original, siguiendo el mismo pro-
cedimiento descrito para las cervezas. Posteriormente se liofiliza y conserva a -80°C.

Se realiza el espectro UV-visible de una disolucion de esta sustancia patron en el
rango de 200-600 nm utilizando agua como blanco, teniendo que observarse un pico
caracteristico a 345 nm (Pérez-Magarifio et al., 2000). Por ello los valores de absor-
bancia a 345 se utilizan para cuantificar las melanoidinas presentes tanto en las cer-

vezas como en los dializados.
2.2.5. ENSAYO DEL RADICAL SUPEROXIDO

El radical superoxido se genera mediante la oxidacion del fenazin metasulfato-f3-
nicotinamida adenina dinucleotido por el NADH y se determina por la reduccién
del nitroazul tetrazolium (NBT). En nuestro experimento, el radical superoxido se
gener en 3 mL de tampén Tris/ClH 16 mM a pH: 8.0 que contiene 78 uM de
NADH, 50 uM de NBT y 10 uM PMS'y cerveza (0,5, 1, 5y 10 pl). Al reaccionar el
radical superdxido y el NBT se produce una coloracién que se detectada a una 0D
560 nm (Liu et al., 1997).

2.2.6. DISENO EXPERIMENTAL EN RATAS WISTAR

Se establecieron 4 grupos de animales para cada tipo de cerveza (con/sin alcohol):
Grupo estudio (Adriamicina + Cerveza): La suplementacion con cerveza se inicia 7
dias antes del tratamiento con el quimiostatico, y se continla hasta una semana des-
pués de finalizar dicho tratamiento. EL suplemento dietético de cerveza (con/sin al-

cohol) consiste en un concentrado (10 veces) de una cantidad equivalente a

400ml/dia para una persona de 70 kg de peso. A estos animales se les administra
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dos dosis de adriamicina de 5 mg/kg de peso por via intraperitoneal (que es la dosis
establecida en humanos y utilizada en otros estudios) (Hong et al., 2002). Asi pues,
el dia 7 de la suplementacion se administra la primera dosis de adriamicina y el dia
14 la segunda, y el aporte dietético de cerveza se mantiene hasta el dia 21, proce-

diendo en ese dia a la toma de muestras bioldgicas.

Grupo adriamicina (Adriamicina + H,0): Durante los 21 dias que dura el experi-
mento, a los animales se les suplementa con agua en vez de cerveza y se sigue el

mismo tratamiento con la adriamicina, igual que en el grupo anterior.

Grupo testigo (Suero fisiologico + Cerveza): Durante 21 dias se sigue la suple-

mentacion dietética con cerveza y la adriamicina es sustituida por suero fisioldgico.
Grupo control (Suero fisiolégico + H,0): Durante los 21 dias las ratas se suple-
mentan (nicamente con agua y en vez de adriamicina se administra suero fisiol6gi-
co.

2.2.7. DISENO EXPERIMENTAL DEL ESTUDIO CLiNICO

Para tal objetivo se ha elegido a un grupo de humanos de sexo masculino con ni-
veles elevados de colesterol (hiperlipemias), a los cuales se les suplementa su die-

ta con 660 mL/dia de cerveza sin alcohol durante un periodo de tiempo de 28 dias.

2.2.8. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES TOTALES EN PLASMA, A DIFERENTES TIEMPOS,

TRAS LA INGESTA DE CERVEZA

Para la determinacion de los niveles de antioxidantes totales se utiliza el kit: To-
tal Antioxidant Status de Randox (United Kingdom, BT29 4QY), de la forma si-
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guiente: El 2,2"-azino-di-3-etilbenzotiazolin sulfonato (ABTS) se incuba con pero-
xidasa y H,0, para dar lugar a la formacion del radical ABTS*. Este radical presen-
ta una coloracién verde-azulada relativamente estable, que se mide a 600 nm. La
presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion de la coloracion,

siendo esta supresion, proporcional a la concentracién de antioxidantes.
2.2.9. AISLAMIENTO DE MITOCONDRIAS DE HIGADO Y CORAZON DE RATA

Para el aislamiento de las mitocondrias se utiliza el método descrito por Santos
et al. (2002). Las ratas se anestesian con halotano. Posteriormente se realiza
una extracciéon de sangre de la vena yugular, la cual se procesa para la obten-
cion de plasma, realizando en él las correspondientes pruebas bioquimicas. A
continuacién seccionamos longitudinalmente el animal para extraer los érganos
(higado y corazédn), los lavamos y homogeneizamos con la solucién tampoén 1
(sacarosa 250 mM, EGTA 1 mM y Hepes-KOH 5 mM a pH 7,4) para proceder a la
obtencion de las mitocondrias puras.

Corazén.- Homogeneizamos el corazén con 5 mL de tampén 1 en frio y afia-
dimos Nagarse (1mg/mL de tampdn). Posteriormente llevamos el volumen hasta
30 mL y centrifugamos a 11.000 g durante 10" a 4° C. Decantamos el sobrena-
dante y disolvemos el pellet con 15 mL de tampdn 1, centrifugamos a 900 g du-
rante 10" (este paso se repite tres veces). Finalmente, resuspendemos con tam-
pén 2 (Sacarosa 250 mM, Hepes/KOH 5 mM, EGTA 0.5 mM a pH 7,4) con lo que
se obtienen las mitocondrias que se congelan a -80°C hasta que sean utilizadas
para realizar los ensayos bioquimicos.

Higado.- Lavamos el higado con la solucion tampén 2. Homogeneizamos en
5 mL del tampén 2 y posteriormente afiadimos 15 mL de la misma solucién tam-
pon. Centrifugamos a 900 g durante 10 minutos a 4°C, filtramos el sobrenadan-

te con una gasa doble y volvemos a centrifugar a 9.000 g durante 10 minutos a
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4°C (este paso se repite dos veces). Finalmente se resuspende el pellet con tam-
pén 2 y congelamos las mitocondrias obtenidas a -80°C hasta que se realicen las

correspondientes pruebas bioquimicas.

2.2.10. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NADH-UBIQUINONA OXIDORREDUCTASA

(comPLE30 I) EN MITOCONDRIAS DE HIGADO Y CORAZON DE RATA

La actividad de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa se cuantifica siguiendo es-
pectrofotométricamente la oxidacién del NADH. La muestra se somete a 2-3 ci-
clos de congelacion y descongelacion con la finalidad de romper las membranas.
Se utilizaron 25 uL de muestra a una concentracion de proteina de 1mg/mL. Se
incubd durante 1 minuto a 25°C con tampén fosfato potasico 50 mM a pH7,4,
EDTA 1 mM, decilubiquinona (Q1) 60 mM disuelta en etanol, antimicina a 2
mg/uL en etanol. La reaccion se inicia con 10 puL de NADH a una concentracion
final de 75 uM. Se mide espectrofotométricamente el descenso de la actividad a

340 nm durante un minuto (Santos et al., 2002).

2.2.11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CITOCROMO OXIDASA (cOMPLEJO IV)

EN MITOCONDRIAS DE HIGADO Y CORAZON DE RATA

Para medir la actividad de la citocromo oxidasa nos basamos en la oxidacion del
citocromo c reducido. Se incubd 1 mL de tampdn fosfato potasico 20 mM a pH
7,0 con n-dodecyl-B-D-maltosido 0.45 mM y citocromo c reducido a una concen-
tracién final de 15 uM a 25 °C durante 1 minuto. Afiadimos 25 plL de la muestra
de mitocondrias a una concentracion de proteina de 0,6 mg/mL para iniciar la re-
accion de la citocromo oxidasa, y espectrofotométricamente medimos la dismi-
nucion de esta actividad a una A=550 nm durante un minuto (Santos et al.,
2002).
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Para la reduccion del citocromo ¢, disolvemos citocromo c oxidado en H,0 y afa-
dimos ditionito sddico en exceso. Posteriormente se pasa por una columna PD-10-
Sephadex G25 M (Pharmacia-LKB), con lo que se consigue la reduccidn del citocro-
mo (Trounce et al., 1996).

2.2.12. DETERMINACION DE MALONDIALDEHIDO (MDA) + 4-HIDROXIALKENALES (HAE)

EN HIGADO Y CORAZON DE RATA Y PLASMA HUMANO

Para la determinacion del MDA + HAE se utilizo el kit de OXIS, BIOTECH HAE-586 AS-
SAY (OXIS Health Products, Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-
3935 USA)

La oxidacion de los acidos grasos da lugar a la formacion de peroxidos lipidicos,
como malondialdehido (MDA) y alkanales. El método HAE-586 esta basado en la re-
accion del cromégeno N-metil-2-fenilindol (NMPI) con el MDA y 4-hidroxialkanales
(HAE) a 45°C. Una molécula de 4-hidroxialkanal reacciona con dos moléculas de NMPI
y da como producto una molécula estable. Posteriormente, se mide espectrofotome-

tricamente a una A 586 nm.

2.2.13. DETERMINACION DE LOS NIVELES LA COENZIMA Q44 Y Qg Y VITAMINA E

EN MITOCONDRIAS DE HiGADO Y CORAZON DE RATA

Para la extraccion de la coenzima Qo y Qq y Vitamina E se sigui6 la técnica de Taka-
da et al. (1984) con ligeras modificaciones para determinar la vitamina E. La con-
centracién de mitocondrias utilizada es de 1 mg de proteina/mL del tampon de ais-
lamiento de mitocondrias (tampon 1). Afiadimos 2 mL de etanol:hexano (2/5 v/v),
sonicamos y centrifugamos a 3.000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se recoge la fase hexano. Al resto se le afiade de nuevo 2 mL de eta-

nol:hexano, repitiendo el proceso dos veces. EL sobrenadante hexano se evapora con

52)



N, liquido. Finalmente el residuo se resuspende en 200 mL de etanol. El contenido de
coenzima Qg y Qyq v de la vitamina E se determina por HPLC equipado con una bom-
ba 422, detector UV-V 430 e inyector automatico 360, de Kontron Instruments. Se
utilizaron dos columnas continuas, una de 15 y la otra de 25 cm x 0,46 mm (Sphe-
risorb y Kromasil respectivamente , RP18, 5 um). La fase mévil se preparé disolvien-
do 7,0 g de NaCl0,.H,0 en 1.000 mL de etanol: metanol:70% HCLO, (700:300:1). La
deteccion se realizo a dos longitudes de onda, para la Qg y Q;o una A = 275 nm y para

la vitamina E una A = 293 nm.

2.2.14. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRUPOS CARBONILO EN PROTEINAS

PLASMATICAS DE RATA Y HUMANOS

La oxidacion proteica se mide por la cuantificacion de los grupos carbonilo formados
durante la incubacién con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH) en condiciones acidas, ba-
sandose en la reaccién equimolar entre ellos, segin procedimiento desarrollado por
Levine y cols (1990), con algunas modificaciones de Tian y cols (1998). La DNFH uni-
da a proteinas se cuantifica colorimétricamente (8375=21.10-3 M1 cm1 ) tras la se-
paracién de las proteinas derivatizadas por precipitacion con &cido, lavado y poste-
rior solubilizacién con guanidina.

La cantidad de proteina utilizada oscila entre 0,5- 1mg/mL, afiadiendo tampdn de
conservacién de mitocondrias hasta 1 mL de volumen final. Centrifugamos a 13.600
rpm durante 10 minutos y al sobrenadante le afiadimos estreptomicina sulfato 10%
con tampén Hepes 50 mM pH:7,2, en una proporcién de 1/9 v/v. (Ahn et al., 1987).
Centrifugamos y cogemos 200 pL del sobrenadante y afiadimos 400 pL de 2,4 dini-
trofenilhidracina (DNFH)10 mM /CIH 2,5 M a las muestras y 400 mL de ClH 2,5 M a
los controles. Incubamos 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion ocasional.
Centrifugamos a 12.600 rpm durante 3 minutos y afiadimos 1 mL de TCA al 20%. Cen-

trifugamos de nuevo a 12.600 rpm durante 3 minutos. Recogemos el pellet y lo lava-
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mos 3 veces con 1 mL de etanol:acetato de etilo (1:1 v/v). Centrifugamos otra vez a
12.600 rpm durante 3 minutos y recogemos el pellet. Finalmente afadimos 1 mL de
Guanidina 6 N a pH: 2,3, centrifugamos a 12.600 rpm y medimos el sobrenadante a

una A= 366 nm frente a una solucion de guanidina.
2.2.15. DETERMINACION DE O(-TOCOFEROL EN PLASMA HUMANO

Se utilizd la técnica de HPLC de Arnaud et al. (1991). Se toman 200 mL de plasma y
se mezclan con 100 plL de etanol, se afiaden 500 mL de hexano, se centrifuga y se
recoge la fase organica, la cual se lleva a secado con N, seco y finalmente se resus-
pende con 200 pL de fase movil (diclorometano/acetonitrilo /metanol, 20:70:10). Se

mide a una A de 291 nm.

2.2.16. TRATAMIENTO DE LA SANGRE PARA LA DETERMINACION DEL GSH Y

HEMOGLOBINA EN HUMANOS

Se toma una alicuota de sangre heparinizada y se centrifuga a 3.000 rpm durante 10
minutos. Separamos el plasma y lo congelamos a -80°C. Las células se transfieren a
un tubo cénico de vidrio, se le aflade aproximadamente la misma cantidad de agua
MiliQ (1.5 mL células + 1.5 mL agua). Posteriormente, dejamos a 4°C durante 2 ho-
ras para que se hemolice (determinacién de Hemoglobina). A 1,88 mL del hemoliza-
do se afiade 0,8 mL de mezcla cloroformo:etanol (3:5 v/v) frio y 0.3 mL agua MiliQ.
Se centrifuga a 4000 rpm 10 minutos y del sobrenadante determinamos los niveles
de GSH (Maral et al.,1977).

2.2.17. DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA (HB) EN SANGRE DE HUMANOS

A 20 pL de muestra se le afiaden 5 mL de solucion Drabkin (Drabkin’s reagent
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525-2, Sigma-Aldrich), se mezcla e incuba a temperatura ambiente durante 15 mi-

nutos. A continuacion se lee la absorbancia a 540 nm (Dragkin and Austin, 1935).

2.2.18. DETERMINACION DEL GSH EN SANGRE DE HUMANOS

La cuantificacion del GSH se llevo a cabo mediante la técnica de Brigelius et
al. (1983), de la glutation-s-transferasa (GSH-S-T). El complejo formado (GS-
DNB) absorbe luz a una longitud de onda de 340 nm, siendo proporcional el
cambio de extinciéon medido espectrofotométricamente a la cantidad de GSH

presente en la muestra.

2.2.19. DETERMINACION DE PROTEINAS

La determinacion de la concentracion de proteinas se ha llevado a cabo me-
diante la técnica de Markwell y cols. (1978). Es una modificacion de la técni-
ca de Lowry y cols. (1951). La técnica se basa en la formacién de un com-
puesto coloreado al interaccionar el reactivo de Folin-Ciocalteu con los grupos

fendlicos e indélicos de los aminoacidos integrantes de las proteinas.

2.2.20. INMUNOENSAYO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION LDL

OXIDADA EN SUERO DE HUMANOS

Para la determinacion de la LDL oxidada se utiliz6 el kit OLAB anti oxidised LDL
de Biomédica. Afiadimos 200 puL de tampdn de ensayo en los pocillos de la pla-
ca incluyendo el blanco y 20 uL de la pre-dilucién (1:5) de estdndar/mues-
tra/control en cada pocillo excepto el blanco. Cubrimos bien la placa a incu-
bar a 37°C durante 1,5 horas. Transcurrido el tiempo, lavamos los pocillos con

tampon de lavado diluido y afiadimos 100 plL de conjugado en cada pocillo.
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Cubrimos bien la placa e incubamos a temperatura ambiente (18-26°C) duran-
te 30 minutos. Lavamos y afiadimos 100 uL de sustrato en cada pocillo e in-
cubamos durante 15 minutos a temperatura ambiente. Adladimos 50 pL de so-
lucién stop y finalmente medimos la absorbancia a 450 nm en un lector de

placas.

2.2.21. INMUNOENSAYO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION LDL 0XIDADA

EN SUERO DE HUMANOS

Se aplicd el método descrito por Halliwell et al. (1987) que permite valorar la
degradacién de la desoxirribosa en presencia del acido ascérbico y del Cu (II)
dando como producto malondialdehido (MDA); el cual reacciona con el acido
tiobarbitarico (TBA) y forma un croméforo de color rosa. La adicién de un
agente barredor (“scavenger”) de los radicales hidroxilo compite con la deso-

xirribosa por estos radicales inhibiendo la formacién de color.

(1) OH * + desoxirribosa ——» fragmentos ——» MDA
(2) MDA + TBA ——> Croméforo

La reaccion se produce incubando las muestras durante 1 hora a 37°C en
tampo6n fostato 50 mM, que contiene desoxirribosa 10 mM, acido ascorbico 1
mM y sulfato de cobre 100 mM. Transcurrido el tiempo de incubacion, se afa-
de 0,5 mL de acido tricloroacético (TCA) al 28% y 0,5 mL de &cido tiobarbitd-
rico (TBA) al 1% con NaOH 0,05 M. Posteriormente, se calienta a 100°C du-
rante 15 minutos y se realiza una extraccién con butanol de los compuestos
que reaccionaron con el TBA, se centrifuga y el sobrenadante se mide espec-
trofotométricamente a 532 nm. Los resultados se expresan como porcentaje de

inhibicion de la oxidacidn, segln la siguiente ecuacion:
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% Inhibicion= (1-Ag/A,)x100
Siendo A, el valor de absorbancia de la desoxirribosa oxidada

y Agel valor de absorbancia de la muestra que evalda el efecto protector.
2.2.22. ELECTROFORESIS DEL DNA DE TIMO DE TERNERA EN GEL DE AGAROSA

Los radicales hidroxilo acttian sobre el enlace fosfato y provocan en el DNA la ro-
tura de la cadena. Esta degradacion origina fragmentos mas pequefios que pueden
ser separados en un gel de agarosa.

La oxidacion del DNA de timo de ternera se llevo a cabo con acido ascérbico
10 mM y Cu (II) 100 uM incubando durante 1 hora a 37°C en ausencia y presen-
cia de la cerveza concentrada. Tras la incubacion se tomaron 50 plL de cada mues-
tra y se mezclaron con 10 pL de una disolucién compuesta por glicerol y azul de
bromofenol en tampon fosfato sédico 100 mM pH 7,4. Posteriormente, se realizd
una electroforesis de las muestras en gel de agarosa al 0,7% preparado en tampén
fosfato sédico pH 7,4. Las condiciones fueron 400V, 400 mA y 100W. Las bandas
de los fragmentos de DNA se visualizaron con luz UV y se fotografiaron con ca-

mara digital.
2.2.23. ExTRACCION DEL DNA DE TEJIDOS

Partimos de 0,1-0,3 g de tejido en 4 mL de tampén de extraccién (Tris/CIH 10 mM
a pH: 7,5, NaCl 37,5 mM y EDTA 2 mM a pH: 8), homogeneizamos y afiadimos Pro-
teinasa K 0,2 mg/mL y SDS 16% a una concentracion final de 0,5%. Calentamos a
55°C durante 3 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, agregamos 1 volumen
de una mezcla de cloroformo:isoamilalcohol (24/1, v/v). Decantamos a un tubo
estéril y precipitamos el DNA, afiadiendo NaCl 4 M a una concentracién final de

0,2 My 1 volumen de etanol al 100%. Finalmente se lava el DNA con etanol al
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70% en frio. Se resuspende en tampén TRIS/CIH 10 mM pH: 7,0 para realizar de
inmediato la digestion (Gupta, 1984; Thomas, et al., 1989).

2.2.24, EXTRACCION DE DNA DE SANGRE

Partimos de 5 mL de sangre con EDTA, centrifugamos a 1.500 rpm durante 5 minu-
tos, y al pellet le afiadimos 10 mL de tampdn de lisis (Tris-CLH 10 mM pH: 7,4; NaCl
10 mM; MgCl, 3 mM) y homogeneizamos. Posteriormente, incubamos durante 5 mi-
nutos a temperatura ambiente y centrifugamos a 3.500 rpm durante 10. Al pellet
obtenido afiadimos nuevamente tampdn de lisis, incubamos durante 3 minutos a
temperatura ambiente y centrifugamos a 3.500 rpm durante 10 minutos. Al pellet
se le afladen 3 mL de tampon (TRIS 0,2 M pH: 8,0; EDTA 0,05 M; SDS 1% y Pro-
teinasa K 100 pg/mL, y se incuba durante una hora a 60 °C con agitaciéon. Decan-
tamos la incubacion a un tubo con gel y afiadimos 1 volumen de fenol:cloroformo
(1:1, v/v). Finalmente, decantamos la fase acuosa y precipitamos afiadiendo un vo-
lumen de NaCl y 2 voliimenes de etanol absoluto. Una vez aislado el DNA se resus-
pende con tampdn TE (TRIS-CIH 10 mM; EDTA 1 mM a pH: 7,5) (Thomas et al., 1989;
Moreno et al., 1989).

2.2.25. HiproLisis ENZIMATICA DEL DNA DE TEJIDOS Y SANGRE

La digestion del DNA se realiza siguiendo el método descrito por Floyd et al., en
1988 con ligeras modificaciones (Mufiiz et al., 1995). Se diluyen 400 ug de ADN en
tampdn Tris/HCL 10 uM pH: 7,0 hasta un volumen de 100 pL . Se afiade ADNasa I
(1U/mg) y posteriormente se incuba a 37°C durante 1 hora. Se afiade 10 pl CH;-
C00-Na* 0’5 M a pH: 5,1 y nucleasa P1 (1U/40 /ug), y nuevamente se incuba a 37°C
durante 1 hora. Finalmente se agrega Tris/ClH a pH: 7,0 para que el volumen final

sea 200 pL y fosfatasa alcalina (1U/40 /ug), e incubamos a 37°C durante 1 hora.
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2.2.26. DETECCION DE LA 8-HIDROXIDEOXIGUANOSINA (8-OHDG) EN EL DNA DE TIMO DE TERNERA

EL DNA hidrolizado se cuantifica mediante HPLC con deteccion electroquimica. Las
condiciones de elucion fueron las descritas por Ritcher et al. (1988), usando como
eluyente tampdn fostato potasico 50 mM a pH: 5,5 conteniendo acetonitrilo al
10%. La columna que se utilizd fue una Waters ODS (25 cm x 0,46 cm y de 5 mm
de tamafio de particula). El aumento de la deoxiguanosina (dG) se determind por
deteccion UV a 260 nm y la 8-OHdG por deteccion electroquimica (Floyd et al.,
1988).

2.2.27. DETECCION DE LA 8-HIDROXIDEOXIGUANOSINA (8-OHDG) EN EL DNA

DE HiGADO, CORAZON Y SANGRE

Para la determinacion de la 8-OHdG se utilizd el kit de la 8-OHdG-EIA-BIOTECH
(OXIS Health Products, Inc. 6040 N Cutter Circle, Suite 317 Portland, OR 97217-
3935 U.S.A.), tal como sigue: a una placa en la cual esta fijada la 8-OHdG se afia-
di6 el anticuerpo monoclonal de 8-0HdG y la muestra o estandar. La 8-OHdG en la
muestra o estandar compite con el 8-0HdG unido a la placa por los sitios de union
del anticuerpo monoclonal de 8-OHdG. Los anticuerpos que se han unido a la 8-
OHdG de la muestra son lavados, mientras que aquéllos que se han unido a la 8-
OHdG de la placa permanecen. Posteriormente, afiadimos el anticuerpo secundario
marcado con la enzima, el cual se une al anticuerpo monoclonal que permanece
en la placa. El anticuerpo secundario marcado con enzima que no se ha unido se
elimina mediante un proceso de lavado. Finalmente se le afiade un cromdgeno y
la intensidad de coloracién es proporcional a la cantidad de anticuerpo unido a la

placa.



(2.3. ANALISIS ESTADiSTICO]

Aplicamos distintos tratamientos estadisticos a partir de los datos obtenidos en las
diversas repeticiones enunciadas en los respectivos apartados. Con el fin de obte-
ner la mayor informacion posible, y para su mejor interpretacion, se llevaron a cabo
analisis comparativos ANOVA y LSD, t de Student, para determinar diferencias sig-
nificativas entre grupos, y se recurri al analisis de correlacion lineal simple para
estudiar las relaciones entre variables. Empleamos el programa Statgraphics Plus

para Windows (Manugistics Inc, 1997).



RESULTADOS

En un trabajo previo (Gonzalez et al., 2001) demostramos el efecto protector
de la fraccion fendlica (rica en flavonoides) de la cerveza sobre la toxicidad
inducida por la adriamicina en los hepatocitos aislados de higado de rata. Se
trataba de un estudio “in vitro”, incubando la fraccion de la cerveza (tanto ru-
bia como negra) rica en polifenoles con los hepatocitos aislados mantenidos
en medio de Krebs-Henseleit salino.

En el presente trabajo, hemos estudiado, en primer lugar, la composicion
de compuestos con propiedades antioxidantes de la cerveza, pasando poste-
riormente a ensayos “in vitro” sobre el material genético (DNA). A continua-
cion, hemos querido reproducir la situacion real, utilizando el animal de ex-
perimentacién, la rata, administrandole cerveza (10 veces concentrada) como
suplemento a su dieta habitual de laboratorio. Hemos utilizado tanto la cer-
veza con alcohol, como sin alcohol, para valorar posibles diferencias debidas
al componente alcohélico. Se trata, por tanto, de un estudio “in vivo”, que
puede ser extrapolable al ser humano. Finalmente, hemos efectuado un estu-
dio en humanos para valorar el efecto antioxidante en patologias humanas me-
diadas por radicales libres. Para ello hemos administrado a pacientes con hi-
perlipemia, durante 28 dias, 660 mL de cerveza sin alcohol, periodo durante

el cual no han recibido ningln tratamiento farmacolégico.

( 3.1. ENnsavos “IN VITRO")

Mediante ensayos quimicos hemos determinado la composicion de los diferentes

componentes de la cerveza que presentan actividad antioxidante.




3.1.1. NIVELES DE POLIFENOLES TOTALES, PROCIANIDINAS, CATEQUINAS,

MELANOIDINAS Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA CERVEZA CONCENTRADA

La tabla 2 muestra los valores medios, por grupos, de los resultados obtenidos
en un estudio cuantitativo, de los diferentes parametros evaluados en las cer-
vezas estudiadas. Estadisticamente, el test de ANOVA mostré el efecto factor
“tipo de cerveza” para todos los parametros evaluados. Analiticamente, los re-
sultados del test de LSD muestran que la cerveza con alcohol es significativa-
mente mas rica en compuestos fendlicos; del mismo modo, presenta niveles
significativamente superiores de actividad antioxidante total (AOA) medido por
el test DMPD respecto a la sin alcohol. Los niveles de procianidinas, catequi-

nas y melanoidinas fueron similares en ambos tipos de cerveza.

Tabla 2. Actividad antioxidante y niveles de polifenoles totales, procianidinas, ca-

tequinas y melanoidinas de la cerveza concentrada

DMPD PPT PRO CAT melanoidinas
(mg/mL) (mg/mL) mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Con Alcohol 1,49 + 0,1b 2891 + 133b 1936 + 22,82 | 393 £ 17,22 6,11 + 2,42
Sin Alcohol | 0,87 + 0,032 2257 + 1382 1749 + 4,02 | 337 + 12,22 5,77 + 1,22

Los resultados se expresan en media + SD de 6 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se
aplico el test de ANOVA. Valores con diferente letra son significativos (p<0,05).

Se observa una correlacion positiva entre actividad antioxidante y niveles de
polifenoles totales (R = 0.6096; p<0.05), y procianidinas (R = 0.6476; p<0.05).
Sin embargo no se observa ninguna correlacion entre actividad antioxidante y
niveles de catequinas y los niveles de melanoidinas.

La capacidad antioxidante total, que determina la inhibicién de radicales li-
bres, depende del contenido de polifenoles presentes en la cerveza, siendo éste

superior en la cerveza con alcohol. Sin embargo, los compuestos polifenélicos
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mayoritarios presentes en esta bebida, las proantocianidinas y las catequinas,
no difieren entre ambas. Analizamos también otros compuestos, originados en
la reaccién del malteado, entre los grupos amino de las proteinas y los aldehi-
do de los aziicares, las melanoidinas, pigmentos de color pardo, responsables en
gran parte del color de esta bebida. Estos compuestos presentan asimismo acti-
vidad antioxidante, como hemos demostrado previamente (Valls-Bellés et al.,
2004), pero tampoco su contenido es diferente entre los dos tipos de cerveza

estudiados.
3.1.2. RADICAL SUPEROXIDO

Dentro de la actividad antioxidante valoramos especificamente la actividad del
radical superdxido (0,). Este es un radical oxigénico que se produce en situa-
ciones fisiologicas como producto de la accion catalitica de las oxidasas, o a
consecuencia del flujo de electrones de la cadena transportadora. Es una espe-
cie de baja reactividad y mucha especificidad, que puede convertirse en espe-
cies altamente reactivas y poco especificas, como el radical hidroxilo (OH-), tras
su dismutacion a H,0, y reaccion con metales de transicion como el hierro
(Fe2+) o el cobre (Cut) (reaccion de Fenton).

La actividad “scavenger” del radical superoxido se midi6 en las dos cervezas
seleccionadas a diferentes concentraciones. Esta actividad es dependiente de la
concentracion (Figura 15), ya que la inhibicion del radical superdxido llega a ser
del 65-75% cuando la concentracién de cerveza se incrementa 10 veces, no en-

contrandose diferencias significativas entre los dos tipos de cerveza.



Figura 15. Efecto de la cerveza en la inhibicion del ion superdxido (0,")
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Los resultados estdn expresados en media + SD de 6 experimentos diferentes. Para la estadistica se uso la ANOVA siendo

p< 0,0001 respecto al volumen. No existen diferencias significativas entre ambos tipos de cerveza.

3.1.3. EsTupios “IN VITRO” SOBRE EL MATERIAL GENETICO

Hemos estudiado el efecto protector de la cerveza con y sin alcohol tras la in-
duccion de un estrés oxidativo con acido ascorbico y cobre (SO,Cu) sobre el ma-

terial genético.

3.1.3.1. TEST DE LA DESOXIRRIBOSA

Se estudid el efecto protector de la cerveza sobre la desoxirribosa sometida a
un estrés oxidativo producido por el acido ascorbico y el cobre, que actdan

como inductores del radical hidroxilo. En la figura 16 podemos observar que la

cerveza, concentrada 10 veces, tiene un potente efecto protector, siendo éste
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dependiente de la concentracién; es decir, a mayor concentraciéon mayor efecto,
siendo significativo (p<0,005) para todas las concentraciones utilizadas. Para un
volumen de 10 mL el porcentaje de inhibicion fue de 66% y 62% para la cerve-
za con y sin alcohol respectivamente. A partir de 50 ul ambos tipos de cerveza
mostraron un porcentaje de inhibicion mayor del 90%. Es importante sefialar

que en ningln caso se detecté un efecto prooxidante de las cervezas.

Figura 16. Efecto protector de la cerveza con/sin alcohol ante la degradacion de

la desoxirribosa inducida por el dcido ascorbico y el SO,Cu
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El ensayo en material y métodos. Los resultados estdn expresados en media + SD de 6 experimentos diferentes. Para el
cdlculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t Student. *p<0.05y **p<0.005 — Comparando Asc-Cu respec-
to a 10, 50, 100 !l de cerveza. %p<0.05 y %9p<0.005 — Comparando cerveza con alcohol respecto a cerveza sin alcohol

3.1.3.2. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

El 4cido ascorbico y el cobre dafian al DNA debido a que producen especies oxigé-

nicas altamente reactivas tal como *OH, responsable de su degradacion. Cuanto ma-
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yor es el dafio, menores y mas cantidad de fragmentos se forman, apareciendo en
la electroforesis una imagen en ovillo que migra rapidamente hacia la parte inferior
(banda 2 de la electroforesis) (Figura 17). Sin embargo, cuando el DNA no ha sido
degradado, la imagen electroforética es en forma de cohete (banda 1).

Asi pues, hemos incubado el DNA con los inductores de estrés oxidativo en
ausencia y presencia de los dos tipos de cerveza, con y sin alcohol, a diferen-
tes concentraciones. En los resultados obtenidos podemos observar que cuan-
do el DNA esta incubado en presencia de los inductores de estrés oxidativo la
imagen es en forma de ovillo (banda 2), mientras que cuando en la incubacién
esta presente, la cerveza se recupera la imagen de su control (banda 1). Esto se
produce a partir de la concentracién de 50 pl, mostrando un efecto méximo a
100 pl para ambos tipos de cerveza (bandas 3, 4, 6 y 7). Sin embargo, con-
centraciones bajas de cerveza (10 pul) no ejercen efecto protector. Estos resul-
tados ponen de manifiesto el papel antioxidante que esta ejerciendo la cerveza

ante la degradacion del DNA.

Figura 17. Separacion en geles de agarosa de DNA de timo de ternera

(1) DNA solo incubado 1h a 37° C, (2) DNA mds ascdrbico 1mM y cobre (II) 100 uM; Como la calle 2 mds: (3) 100 uL
de cerveza rubia, (4) 50 uL de cerveza rubia, (5) 10 plL de cerveza rubia, (6) 100 uL de cerveza sin, (7) 50 pL de cerve-
za sin, (8) 10 UL de cerveza sin.
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3.1.3.3. Nivetes pe 8-OHoG en EL DNA DE TIMO DE TERNERA

Otro método utilizado para observar la capacidad protectora de la cerveza frente al
DNA oxidado, consiste en determinar la base modificada, 8 hidroxideoxiguanosina
(80HdG), originada durante el ataque del -OH al DNA. Para tal fin, el DNA fue tra-
tado con acido ascorbico y cobre en ausencia o presencia de 100 pl de cerveza (Ta-
bla 3). Cuando el DNA se incubd solo, o en presencia de ambos tipos de cerveza, no
se detect6 la base modificada, sin embargo, cuando el DNA se incubé en presencia
de acido ascorbico y cobre, se detectaron niveles de 59,6 80HdG/105dG. De forma
diferente, cuando en el medio de incubacion esta presente la cerveza (100 mL) los
niveles se reducen practicamente a la mitad, 29,3 para la cerveza con alcohol y 22,7
para la cerveza sin alcohol. La presencia de cervezas en el sistema de ADN-cobre(II)-
acido ascorbico inhibid significativamente el dafio al DNA, siendo esta inhibicion
mayor en la cerveza sin alcohol, aunque no significativa estadisticamente con res-
pecto a la cerveza con alcohol. Dichos resultados nos corroboran los anteriormente

obtenidos por electroforesis.

Tabla 3. Determinacién de la 80HdG/10° dG inducida por el dcido ascérbico y
50,Cu en el DNA de timo de ternera. Efecto protector de la cerveza

80hdG/105dG % Inhibicion
DNA ND
DNA + Cer. con alcohol (100pL) ND
DNA + Cer. sin alcohol (100puL) ND
DNA + Asc-Cu 59,9 +1,8
DNA + Asc-Cu + Cer. con alcohol 29,3 +6,9* 51,6 + 11,6
DNA + Asc-Cu + Cer. sin alcohol 22,7 +£2,3* 62,0 + 3,8

El ensayo en material y métodos. Los resultados estdn expresados en media + SD de 10 experimentos diferentes. Para el
cdlculo de la significancia estadistica se aplicé el test de la t Student. *p<0.05 - Comparando Asc-Cu respecto a 100 ul
de cerveza.



(3.2. ENSAYOS “IN VIVO"” EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION)

3.2.1. BIODISPONIBILIDAD DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS EN PLASMA TRAS LA INGESTION

Evaluamos los niveles plasméticos de polifenoles totales en el plasma de la rata
tras la administracion de una suplementacién de cerveza junto a su dieta habi-
tual (Figura 18). Valoramos, en primer lugar, la absorcion de los polifenoles con-

tenidos en el concentrado de cerveza administrado como suplemento dietario.

Figura 18. Niveles de polifenoles totales en plasma a diferentes tiempos, tras la

suplementacion de la dieta con cerveza
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en media +
SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t Student.

Ap<0.05 y 99p<0.005 Comparando TO respecto a los tiempos 30, 60, 90, minutos tras la suplementacion.

bp<0.05 1% bbp<0.005 Comparando 30 minutos respecto a 60 y 90 minutos.

€p<0.05 y “p<0.005 Comparando 60 minutos respecto a 90 minutos.
'p<0.05 Comparando cerveza con alcohol respecto a cerveza sin alcohol.

Tanto en el caso de la cerveza con alcohol, como de la cerveza sin alcohol, en-
contramos una diferencia significativa a los 90" de la administracién (T90), com-
parando tanto con la situacién basal (T0) como a los 30" postingesta (T30), en el

sentido de que existia un incremento en las cifras de polifenoles plasmaticos a los

90" Estos resultados indican la eficacia de la absorcion de los compuestos fendli-
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cos presentes en el concentrado de cerveza afadido a la dieta. En el caso de la cer-
veza con alcohol, ademas, observamos un aumento mayor en los niveles de polife-
noles plasméaticos a los 60, situacion que no ocurria cuando se administraba cer-
veza sin alcohol. Ello puede obedecer a una facilitacion en la absorcion de la frac-
cion polifendlica debida al contenido alcohélico. Sin embargo, esto no influye en
el resultado final, puesto que, a los 90°, ambos tipos de cerveza alcanzan valores
muy similares, y significativos con respecto a los tiempos iniciales (p<0,05).

El mecanismo de absorcion de los flavonoides no estd completamente dilucida-
do. Parece que hay una difusion pasiva a nivel intestinal, sin embargo, estos com-
puestos estan presentes en los alimentos mayoritariamente en su forma glicosila-
da. Una vez unida la fraccién glicosidica a la pared intestinal, se incrementa la hi-
drofilicidad de la molécula, con lo que la difusion pasiva se dificulta. Esto condu-
ciria a la hipotesis de que tendrian que ser absorbidos mediante transporte activo.

El alcohol actuaria de “facilitador” en un primer tiempo de la absorcion, quiza
a nivel gastrico, o al favorecer la escision del radical glucidico del resto de la mo-
lécula, permitiendo asi una mayor difusion pasiva. Posteriormente, al entrar en ac-
cion el transporte activo, esta situacién se equilibra, no siendo por tanto, diferen-

te, la absorcion a partir de la cerveza con alcohol o sin alcohol.

3.2.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Para valorar si este incremento plasmatico de la fraccion polifenélica se acompa-
fiaba también de su actividad bioldgica, determinamos la actividad antioxidante to-
tal del plasma, a los diferentes tiempos, 30, 60 y 90 minutos tras la suplementa-
cién con cerveza. Observamos, de forma coincidente con lo expuesto anteriormen-
te, que la actividad antioxidante total era significativamente mayor (p<0,05) a los
90 minutos de la ingestion de cerveza, lo que era debido, por tanto, a ese incre-

mento de los polifenoles (Figura 19).



Figura 19. Actividad de los antioxidantes totales en plasma a diferentes tiempos,

tras la suplementacion de la dieta con cerveza
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en media +
SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t Student.
Ap<0.05 y 99p<0.005 Comparando TO respecto a los tiempos 30, 60, 90, minutos tras la suplementacion.

3.2.3. DANO OXIDATIVO A MACROMOLECULAS

Por otra parte, hemos valorado, en el animal de experimentacién, mediante estu-
dios “in vivo”, la capacidad de modificar un estrés oxidativo inducido por un po-
tente agente oxidante, la adriamicina. La adriamicina es uno de los agentes qui-
mioterapicos mas efectivos frente a una variedad de canceres humanos, y princi-
palmente sobre el cancer de mama, estando millones de mujeres, a nivel mundial,
tratadas con dicho agente a consecuencia de esta dolencia. Sin embargo, las limi-
taciones clinicas son considerables debido a sus efectos toxicos, los cuales se ori-
ginan, generalmente, a través de la produccion de especies oxigénicas. Estd per-
fectamente demostrado que la mitocondria es el objetivo primordial de la toxicidad
inducida por este antineoplésico (Figura 13).

En nuestro trabajo hemos valorado la capacidad del aporte suplementario de cer-
veza para inhibir el dafio oxidativo producido a nivel mitocondrial por un potente

agente oxidante, el antineoplasico adriamicina, que actla a través de la alteracion
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de la cadena transportadora de electrones. Para ello hemos utilizado las mitocon-
drias aisladas de dos 6rganos con un metabolismo muy activo, como son el higado
y el corazén, obtenidos de los animales tratados con adriamicina y suplementados

dietéticamente con cerveza o con placebo (suero fisioldgico).

3.2.3.1. ALTERACIONES EN LOS COMPONENTES DE LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO

En la mitocondria existen 5 complejos enzimaticos encargados del mantenimiento
del aporte energético celular. EL complejo I o NADH-ubiquinona oxidorreductasa es
el paso inicial que controla el resto de la cadena transportadora de electrones, cons-
tituyendo de esta forma el principal factor responsable de la fosforilacién oxidativa
mitocondrial.

Para ello, tras el periodo de suplementacion, aislamos las mitocondrias de higa-

doy corazon respectivamente (Figura 20).

Figura 20. Mitocondrias de corazon e higado por microscopia electronica




3.2.3.1.1. Actividad del complejo I en la cadena de transporte electronico

En las mitocondrias de higado de rata observamos cémo disminuye de forma sig-
nificativa (p<0,005) (Figura 21) la actividad de este complejo I al administrar la
adriamicina, en comparacién con el grupo control, que habia recibido suero en
lugar de la adriamicina. En los animales suplementados dietéticamente con cer-
veza no se produce este descenso del complejo I, siendo los valores practicamente
idénticos a los del grupo control. Tampoco en los animales a los que se les habia
administrado suero fisiolégico, en vez de adriamicina, junto con la cerveza, mos-

traban disminucion de este complejo.

Figura 21. Actividad del complejo I en mitocondrias de higado de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplico el test de la t Student.
*p<0.05 y **p<0.005 - Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

# p<0.05 y # #p<0.005 — Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo I = NADH:ubiquinona oxidoreductasa, ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua



La adriamicina presenta una toxicidad principalmente a nivel cardiaco, por lo
que presenta especial importancia evaluar este complejo I en las mitocondrias car-
diacas. Nuestros resultados muestran, asi como en el caso anterior, una disminu-
cién pronunciada en la actividad del complejo I en las mitocondrias de los anima-
les tratados con adriamicina (p<0,005). En los animales suplementados con cerve-
za, la actividad del complejo I era similar a la del grupo sin tratar, al que se le
habia dado dnicamente suero fisiologico (tanto con la cerveza con alcohol como
con la cerveza sin alcohol). Incluso, en los animales a los que se habia adminis-
trado cerveza, junto con el suero fisioldgico, los valores de este complejo I eran

ligeramente superiores, si bien no significativa estadisticamente (Figura 22).

Figura 22. Actividad del complejo I en mitocondrias de corazon de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significancia estadistica se aplico el test de la t Student.
*p<0.05 y **p<0.005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y ##p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR= Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua



3.2.3.1.2. Actividad del complejo IV en la cadena de transporte electrénico

El complejo IV o citocromo oxidasa es una hemoproteina localizada en la mem-
brana interna de la mitocondria. Si se altera su actividad, se interrumpe el flujo
de electrones en la cadena respiratoria, favoreciéndose la produccién de radica-
les libres. Es fundamental, por lo tanto, el determinar esta actividad para una eva-
luacion adecuada del metabolismo oxidativo.

Este complejo presenta una disminucion importante a nivel hepatico al ser tra-
tadas las ratas con adriamicina (p<0,005). El efecto protector de ambos tipos de
cerveza se pone de manifiesto tras su suplementacion en las ratas tratadas con el
quimioterapico, no apreciandose diferencias con el grupo control (animales no
tratados y no suplementados con cerveza), y si con el de las ratas sometidas a

este antineopldsico y no suplementadas (p<0,005) (Figura 23).

Figura 23. Actividad del complejo IV en mitocondrias de higado de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
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Complejo IV = Citocromo oxidasa; ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua
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En las mitocondrias cardiacas, tras el tratamiento con adriamicina, la disminu-
cion del complejo IV es notoria (p<0,005). Observamos que los niveles de este
complejo IV, en las ratas tratadas y suplementadas dietéticamente con cerveza,
son similares a los de las ratas control. Se vuelve a poner de manifiesto, aunque
no significativo estadisticamente, un ligero incremento en las ratas a las que se
les habia dado suero fisioldgico y cerveza, con respecto a las que se administrd
Ginicamente suero fisiolégico, en cuanto a la actividad del complejo IV en las
mitocondrias del corazén, de forma similar a lo acontecido en la actividad del

complejo I en las mismas mitocondrias (Figura 24).

Figura 24. Actividad del complejo IV en mitocondrias de corazon de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
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*p<0.05 y **p<0.005 - Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H20) respecto al grupo (ADR + Cer).

Complejo 1V = Citocromo oxidasa; ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua



En resumen, la actividad de estos complejos enzimaticos (I'y IV) se veia seria-
mente comprometida en el animal tratado con el agente quimioterapico. De otro
modo, a los animales a los que se les habia aportado como suplemento dietario
el concentrado de cerveza, no se observd esta disminucién enzimatica, por lo que
el efecto toxico estaba contrarrestado. Este hecho ocurria de igual manera a
nivel del higado como del corazén, y tanto con la cerveza con alcohol como con

la sin alcohol.
3.2.3.1.3. Niveles de coenzima Q9 y Q10

La coenzima Q es un componente crucial del proceso de fosforilacion oxidativa en
la mitocondria, puesto que es la molécula central en la cadena de transporte elec-
tronico. Esta coenzima existe en tres estados redox diferentes: quinona (oxida-
da), semiquinona, y ubiquinona (reducida), lo que hace posible el que acepte
electrones generados durante el metabolismo de las grasas y de la glucosa y los
transfiera.

Hemos determinado tanto la coenzima Qg (predominante en los roedores),
como la Qyy (que se sintetiza preferentemente en los humanos), para poder eva-
luar adecuadamente el estado de la fosforilacion oxidativa.

Ambos niveles de coenzima Q (Figs 25 y 26) disminuyen en las mitocondrias
de higado de forma significativa, tras el tratamiento con adriamicina (p<0,005).
En los animales a los que se les ha suplementado con cerveza sin alcohol esta
disminucién no ocurre, encontrando una diferencia significativa (p<0,005) con el
grupo que habia recibido agua en lugar de la cerveza. Sin embargo, en el grupo
de animales suplementados con cerveza con alcohol los niveles de la coenzima Qq
son menores que en los suplementados con cerveza sin alcohol. Ello podria indi-
car un menor efecto protector, en el mantenimiento de este antioxidante en el

caso de este tipo de cerveza. En el caso de la coenzima Q4 los niveles también

70)



son ligeramente menores en los animales suplementados con cerveza con alcohol
en comparacién con los suplementados con cerveza sin alcohol. De todas formas,
ambos grupos de animales presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,005) con respecto a los animales tratados con adriamicina y no suplementa-
dos, en el sentido de que los niveles de esta coenzima Q;, son superiores en el

caso de que las ratas hayan recibido el aporte dietético de cerveza.

Figura 25. Niveles de la coenzima Qg en las mitocondrias de higado de rata
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Figura 26. Niveles de la coenzima Q,, en las mitocondrias de higado de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplico el test de la t Student.

*p<0.05 y **p<0.005 - Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua

De igual manera que en la situacién anterior, en las mitocondrias de corazén,
los niveles de ambas coenzimas (Figuras 27 y 28) se ven seriamente comprome-
tidos cuando las ratas son tratadas con adriamicina (p<0,005) con respecto al
grupo control.

Cuando los animales estan suplementados con cerveza no se observa esta caida
enzimatica, manteniendo los niveles iguales a los del grupo control. Hay que des-
tacar, ademas, que en el grupo de animales no tratados con adriamicina sino con
suero fisiolégico, a los que se les habfa dado cerveza con alcohol, la coenzima Q;q
aumentaba de forma significativa (p<0,05). Estos animales no habian sido some-
tidos a un estrés oxidativo extra y, en ellos, la cantidad de este antioxidante es

mayor tras el aporte dietético de cerveza.



Figura 27. Niveles de la coenzima Qg en las mitocondrias de corazon de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplico el test de la t Student.
*p<0.05 y **p<0.005 — Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua

Figura 28. Niveles de la coenzima Q,, en las mitocondrias de corazon de rata
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3.2.3.2. CONTENIDO DE GRUPOS CARBONILO EN LAS PROTEINAS PLASMATICAS DE RATA

Para apreciar si también se ocasionaba dafio a nivel de macromoléculas determina-
mos, en primer lugar, la cantidad de grupos carbonilo producidos, puesto que es uno
de los mejores indicadores de dafio oxidativo a proteinas.

Figura 29. Determinacién de los grupos carbonilo en las proteinas del plasma de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-

dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplicd el test de la t Student.

*p<0.05 y **p<0.005 - Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H20), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua

Tras el tratamiento con adriamicina se observa un incremento significativo del
contenido en estos grupos carbonilo con respecto a la situacién basal (p<0,005),
reflejando la oxidacién proteica originada (Figura 29). Si el aporte de adriamicina
se asociaba con un suplemento dietético de cerveza, los valores eran parecidos a

los basales, indicando asi el efecto protector sobre el estrés oxidativo originado.



3.2.3.3. NIVELES DE MALONDIALDEHIDO MAS 4-HIDROXINONENAL (MDA+4HNE)

EN LAS MITOCONDRIAS

El dafio oxidativo a lipidos se evalué mediante la produccion de perdxidos lipidicos
a nivel de la membrana mitocondrial. Como marcador utilizamos el malondialdehido
y el 4-hidroxinonenal, puesto que son productos formados directamente en la reac-
cién de peroxidacion lipidica, responsable de la mayoria de los efectos fisiopatolé-
gicos relacionados con el estrés oxidativo de las células y los tejidos.

En este trabajo, hemos encontrado un incremento significativo de los valores de
dichas sustancias en las mitocondrias hepéticas, tras el tratamiento del animal de
experimentacién con los ciclos de adriamicina. Las ratas tratadas con adriamicina y
suplementadas con cerveza no mostraban diferencias significativas ni con el grupo

control ni con el grupo tratado no suplementado (Figura 30).

Figura 30. Niveles de MDA + 4HNE en mitocondrias de higado de rata
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En las mitocondrias cardiacas, la produccién de malondialdehido y 4 hidroxino-
nenal era significativamente superior tras el tratamiento con adriamicina (p<0,005)
con respecto al grupo control. Ello explica, al menos en parte, los efectos toxicos
que se aprecian tras la terapéutica con este antineoplasico. Si en la dieta del ani-
mal afladiamos cerveza, los niveles disminuian, llegando a ser similares a los de la
situacion basal, siendo dicha disminucion significativa con la cerveza con alcohol
(Figura 31).

Figura 31. Niveles de MDA + 4HNE en mitocondrias de corazon de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplico el test de la t Student.
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(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua



3.2.3.4. NIVELES DE S8HIDROXIDEOXIGUANOSINA (8-OHDG) EN EL DNA DE HiGADO

Y CORAZON DE RATA

Uno de los riesgos principales de la produccion de radicales libres es la posibilidad
de inducir alteraciones en el DNA, a través de la modificacién de sus bases. Utiliza-
mos como marcador, para determinar la oxidacion de la cadena de DNA, la produc-
cién de la base modificada 80HdG, formada durante el dafio oxidativo al DNA por
parte del radical hidroxilo (*OH).

Por ello, determinamos el nivel de la 80HdG en situacion basal, y tras los ciclos
de terapia con adriamicina. Observamos un incremento significativo en esta base
modificada en el DNA del higado (p<0,05), y principalmente en el DNA del corazén
(p<0,005) de las ratas tratadas (Figuras 32 y 33). Si en la dieta de los animales se
afladia cerveza, este incremento no se producia, independientemente del tipo de
cerveza, en el caso del DNA hepatico, pero a nivel del DNA del corazon, el efecto
era mas evidente en el caso de la cerveza con alcohol. La 80HdG no se incrementa
tras la suplementacion Gnicamente con cerveza y suero fisioldgico, lo que implica

que la cerveza no induce ningln dafio al DNA.

Figura 32. Niveles de 80HdG en el DNA de higado de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
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(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua
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Figura 33. Niveles de 80HdG en el DNA de corazon de rata
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Tratamiento de las ratas especificado en el apartado de material y métodos. Los resultados estdn expresados en me-
dia + SD de 8 experimentos diferentes. Para el cdlculo de la significacion estadistica se aplico el test de la t Student.

*p<0.05 y **p<0.005 - Comparando grupo control (Suero + H,0) respecto a los grupos (ADR+ H,0), (ADR + Cer) y
(Suero + Cer).

#p<0.05 y # #p<0.005 - Comparando el grupo (ADR + H,0) respecto al grupo (ADR + Cer).

aP<0.05 y 99P<0.005 - Comparando el grupo (cerveza sin alcohol) respecto a (cerveza con alcohol).
ADR = Adriamicina; Cer = Cerveza y H,0 = Agua

3.2.4. DEFENSA ANTIOXIDANTE: NIVELES DE O~-TOCOFEROL

La vitamina E, en su forma de o-tocoferol es un antioxidante natural presente so-
bre todo en alimentos de origen vegetal. Su principal papel lo ejerce a través de su
accion como “barredor” (scavenger) de radicales libres ya formados. Su disminucion
nos indica por tanto, una formacién excesiva de radicales oxigénicos, que precisan
ser contrarrestados y pueden originar un consumo de este antioxidante.

En las mitocondrias de higado de rata hemos detectado una disminucién muy
importante (Fig 34) de este antioxidante en los animales sometidos a tratamiento
con adriamicina (p<0,005) con respecto a los animales del grupo control. En los

animales a los que se les habia administrado cerveza los valores de o-tocoferol es-
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taban significativamente més altos. Este efecto era, sobre todo, demostrable en los
animales suplementados con cerveza sin alcohol, donde los valores de a-tocoferol
permanecian al mismo nivel que los del grupo control, a pesar de haber recibido la
adriamicina. En los animales tratados que habian recibido la cerveza con alcohol,
los valores de o-tocoferol eran mas elevados que en los que no habian recibido este
suplemento, pero se mantenian a un nivel mas bajo que los del grupo control. Otro
hecho destacable, es que, en estas mitocondrias hepaticas, el nivel de la vitamina
E era mas bajo en el caso de que los animales hubieran recibido cerveza con alco-
hol, adn sin haber sido tratados con el quimioterapico, en comparacién al grupo
control. Este hecho no ocurria en caso de la administracion de cerveza sin alcohol,

por lo que podria estar atribuido al contenido alcohélico de la cerveza.

Figura 34. Niveles de a-tocoferol en las mitocondrias de higado de rata
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En el caso de las mitocondrias cardiacas la situacion era diferente (Figura 35). En
primer lugar, si que observamos una disminucién de la vitamina E tras el tratamien-
to con adriamicina, al igual que en las mitocondrias hepaticas, pero ya no se apre-
cian diferencias en cuanto al tipo de cerveza administrada. Tras la suplementacion,
ambos grupos de animales (suplementados con cerveza sin alcohol o con alcohol)
mostraban una recuperacion de los niveles del a-tocoferol en comparacion con los
animales no suplementados (p<0,005). Ademas, en los animales no tratados con
adriamicina, y sélo suplementados con la cerveza, las cifras de esta vitamina E, eran
incluso mas elevadas en el grupo al que se le habia aportado la cerveza con alcohol,
si bien no presentaba significacion estadistica. Por lo tanto, a nivel de las mitocon-

drias cardiacas no se apreciaba diferencia entre los tipos de cerveza.

Figura 35. Niveles de a-tocoferol en las mitocondrias de corazén de rata
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Este diferente comportamiento del corazén con respecto al higado en cuanto a
la cerveza con alcohol, observando que la proteccion frente a la oxidacion es infe-
rior en el higado, es posiblemente debido a que el 90% del etanol ingerido es bio-
transformado en el higado, y el 10% restante lo es en el resto de tejidos, tales como
el corazén, cerebro, pulman, etc., excretandose una pequefia parte por el sudor y la
orina. El higado posee tres vias metabdlicas de eliminacion del etanol. Cuando éste
se ingiere en pequefas cantidades con los alimentos fermentados, o por fermenta-
cion en el intestino, la principal via de biotransformacion es a través de la alcohol-
deshidrogenasa (ADH) que oxida el alcohol a acetaldehido. Esta enzima se encuen-
tra mayoritariamente en el higado (actividad en nmol/minuto x mg de proteina es
de 49,6) y minoritariamente en los otros tejidos como el corazén (actividad en
nmol/minuto x mg de proteina es de 0,8), de la que existen varias isoformas. Jun-
to a ella tenemos la aldehidodeshidrogenasa mitocondrial que se ocupa de la oxida-
cion del acetaldehido dando como producto final acetato. Esto puede implicar una
mayor generacién de ROS, y por tanto una disminucién de la defensa antioxidante
(Shiva et al., 2005). Ello puede ser la explicacion de que observamos unos menores
niveles de proteccién con la cerveza con alcohol con respecto a la cerveza sin al-
cohol en el higado, si bien el efecto final es protector en ambas, ya que la canti-

dad de alcohol ingerido es moderada.

(3.3. ESTUDIOS EN HUMANOS CON HIPERLIPEMIA)

En el estudio realizado en humanos con hiperlipemia, hemos valorado la influencia
de la ingesta de un suplemento dietético de cerveza sin alcohol (0,0%). La canti-
dad de cerveza administrada fue de 660 mL/dia durante un periodo de tiempo de 28
dias. En dichos pacientes efectuamos dos extracciones de sangre una previa al tra-

tamiento (control) y una posterior a la suplementacion.



3.3.1. DierA

Hemos evaluado la ingesta dietética de dichos pacientes, el porcentaje de grasa re-
flejado en la encuesta dietética oscila entre 30-45% de las calorias diarias, con una
ingesta de colesterol entre 150 y 630 mg/dia y un porcentaje de acidos grasos satu-
rados del 16 al 44%. El aporte de proteinas oscila entre 16-21% y el aporte de hi-
dratos de carbono entre el 34-54% de las calorias diarias.

3.3.2. PerfIL LIPIDICO

Los valores de triglicéridos (TG) en dichos pacientes oscilan entre 68-90 mg/dL an-
tes y 65- 85 mg/dl después de la suplementacién y los de colesterol total entre 237-
330 mg/dl antes y 217-283 mg/dl después de la suplementacion. Los niveles de las
HDL colesterol anteriores y posteriores al periodo de suplementacion dietética fueron
de 48-92 mg/dl antes y 42-90 mg/dl después. En la Figura 36 estan representados
los porcentajes de los niveles de triglicéridos (TG), colesterol total y de las HDL an-
tes y después del suplemento dietético, no observandose ningin cambio significati-

vo respecto a su control en los pardmetros determinados.

Figura 36. Niveles de TG, Colesterol total y HDL en plasma
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*P<0.05 y **P<0.005 — Comparando grupo control respecto al grupo suplementado con cerveza sin alcohol.



En cuanto a los resultados obtenidos respecto a su control (muestras pareadas)
de las LDL colesterol y de las LDL oxidadas, observamos una disminucion poste-
rior al suplemento dietético con cerveza sin alcohol en las LDL colesterol (149-
177 mg/dl antes, y 130-171 mg/dl después, p<0,05). Los niveles de la LDL oxi-
dada (777-994 y 621-826 mg/dl) antes y después de la suplementacién con cer-
veza sin alcohol, también muestran una disminucion significativa (p<0,05) res-
pecto a las determinaciones previas a la suplementacion. En la figura 37, hemos
representado los valores de LDL colesterol y LDL oxidadas, obtenidos tras el pe-
riodo de suplementacién dietética, expresados como porcentaje respecto a su
propio control previo. Aqui se pone de manifiesto el descenso, principalmente en
las cifras de LDL oxidadas, que puede ser de gran valor en la proteccién frente al

desarrollo de enfermedad arteriosclerética.

Figura 37. Niveles de LDL y LDL oxidada en plasma
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*P<0.05 y **P<0.005 - Comparando grupo control respecto al grupo suplementado con cerveza sin alcohol.



3.3.3. DANO OXIDATIVO A MACROMOLECULAS

Asimismo, hemos evaluado la influencia de la suplementacién dietética sobre los pa-
rametros de dafio oxidativo de macromoléculas, tanto de lipidos como de proteinas,

asi como la alteracion oxidativa del material genético (DNA).

3.3.3.1. DETERMINACION DE LAS SUSTANCIAS QUE REACCIONAN CON EL ACIDO TIOBARBITURICO

PROCEDENTES DE LA PEROXIDACION LIPIDICA EN PLASMA

Respecto a la peroxidacion lipidica, hemos determinado las sustancias que reaccio-
nan con el acido tiobarbitdrico procedentes de la peroxidacién lipidica, los TBARS
(Figura 38). En dichos resultados, observamos que tras la suplementacién dietética
con cerveza sin alcohol se produce una disminucién significativa con una p< 0,005

respecto a su control.

Figura 38. Niveles de las sustancias que reaccionan con el dcido tiobarbittrico, pro-

cedentes de la peroxidacion lipidica en plasma

50

o [

=
£ -
[=]
: I
S
-
wv
o
=
g 2

10

0
CONTROL CERVEZA

Tratamiento de las muestras especificado en el apartado de material y métodos.

Los resultados estdn expresados en media + SD de15 pacientes.

Para el calculo de la significancia estadistica se aplicé el test de la t Student para muestras pareadas
**P<0.005 - Comparando grupo control respecto al grupo suplementado con cerveza sin alcohol.

[20)



3.3.3.2. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS OXIDADAS MEDIANTE LA CUANTIFICACION DE

LOS GRUPOS CARBONILO EN PLASMA

Respecto a la oxidacion de las proteinas, cuantificada mediante la determinacion de
los grupos carbonilo (Figura 39), observamos una disminucién, aunque esta no sea

significativa, después de la suplementacion.

Figura 39. Niveles de grupos carbonilo en proteinas plasmdticas
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3.3.3.3. DETERMINACION DE LA ALTERACION OXIDATIVA AL DNA EN SANGRE

Finalmente, cuantificamos los niveles de la base modificada 8-HO-deoxiguanosina,
(80HdG) como parametro indicador de dafio al DNA. En la figura 40 observamos una
disminucion en los niveles de dicha base después de la suplementacion, aunque és-

tos no sean significativos.



Figura 40. Niveles de la 80HdG en el DNA de sangre
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3.3.4. DEFENSA ANTIOXIDANTE: NIVELES DE GLUTATION REDUCIDO (GSH)

Asimismo, también hemos valorado la defensa antioxidante endégena en los pa-
cientes, determinado como marcador los niveles de glutation reducido (GSH) (Figura
41), Apreciamos un aumento significativo (p<0,005) a nivel del glutation reducido
intraeritrocitario tras la suplementacion dietética de cerveza sin alcohol respecto a
su control.

Los resultados obtenidos, tanto en el perfil lipidico como en el dafio inducido a
macromoléculas y en la defensa antioxidante, pueden indicar un papel protector del
suplemento dietético de cerveza sin alcohol, frente a la produccion de especies oxi-

génicas reactivas (ROS) que pueden propiciar la degeneracion arteriosclerdtica en los
pacientes con hiperlipemia.



Figura 41. Niveles de GSH en plasma
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[3.4. CONCLUSIONES ]

En el presente trabajo hemos valorado la capacidad antioxidante “in vitro” que pre-
senta la cerveza, analizando los compuestos responsables de esta actividad, estu-
diando, ademas, la biodisponibilidad de estos compuestos en el animal de experi-
mentacidn.

Hemos evaluado también, el papel protector que presenta la cerveza frente a un
estrés oxidativo producido en el animal de experimentacion. Esto se ha realizado con
el tratamiento de un agente antineoplasico, la adriamicina, que se sabe que es un
potente agente inductor de radicales libres a nivel mitocondrial.

Por Gltimo, hemos analizado su posible efecto en una patologia humana cuya pa-
togenia esta mediada por la oxidacién como es la arteriosclerosis, efectuando el es-
tudio en pacientes afectos de hiperlipemia y con riesgo familiar de enfermedad co-

ronaria.
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La capacidad antioxidante de la cerveza, determinada “in vitro”, es superior en
la cerveza con alcohol, y se correlaciona con el nivel de polifenoles, y de las me-
lanoidinas, productos originados en la reaccion del malteado, entre los grupos
amino de las proteinas y los aldehido de los azicares, responsables en gran parte
del color de esta bebida. Estas sustancias actuarian de “scavenger” o captadores
de radicales libres oxidandose y dando lugar a otros compuestos mas estables.

En cambio, al valorar la actividad antioxidante especifica frente al radical
superdxido, adn siendo ésta mayor en la cerveza con alcohol, no presenta
diferencias significativas con respecto a la cerveza sin alcohol, dependiendo
ademas este efecto de la concentracién de cerveza en el medio.

La absorcion a nivel digestivo se ve favorecida por el débil contenido alcohéli-
co en la cerveza con alcohol, dando lugar a un pico mas elevado a los 60" de la in-
gestion. Sin embargo, el nivel de polifenoles sanguineos se iguala en ambos tipos
de cerveza a los 90’ de la ingestion. Este nivel de polifenoles se correlaciona con
la actividad antioxidante total, determinada en el plasma del animal, la cual era
significativamente superior, en ambos tipos de cerveza, a los 90" de la ingestion
con respecto al tiempo basal, previo a la ingestion de cerveza.

Los estudios realizados “in vitro” sobre el material genético han sido realizados
induciendo un estrés oxidativo con acido ascérbico y cobre. Esta adicion al DNA
origina roturas y fragmentacion de la cadena, asi como alteracién en sus bases ni-
trogenadas. Se demuestra un efecto protector al afiadir concentrado de cerveza al
medio, por cuanto la cadena de DNA no se ve alterada, ni tampoco incrementada
la produccién de bases modificadas. Este efecto no es dependiente del tipo de cer-
veza afiadido, pero si de su concentracion. EL mecanismo de actuacion propuesto
seria el siguiente:

El acido ascorbico (QH,) en presencia de cobre induciria la formacién del ion
superéxido (0--), el cual tras dismutacién formaria el H,0,, que a su vez reac-

cionaria con el cobre y originaria el radical hidroxilo (HO-), responsable de la
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oxidacién al DNA. En presencia de cerveza, serian los compuestos antioxidantes
los que reaccionarian previamente con el acido ascérbico, neutralizando la for-
macion del HO-. e inhibiendo la oxidacién en el DNA, ejerciendo asi el efecto
protector.

En el estudio “in vivo” en el animal de experimentaciéon, hemos valorado la
capacidad de modificar un estrés oxidativo inducido por un potente agente oxi-
dante, la adriamicina, mediante un aporte dietético de cerveza, tanto con alco-
hol como sin alcohol, administrada junto a su dieta habitual. Para ello hemos
utilizado las mitocondrias aisladas de dos érganos con un metabolismo muy ac-
tivo, como son el higado y el corazén, obtenidos de los animales tratados con
adriamicina o placebo (suero fisioldgico) y suplementados con cerveza o con
agua. De los resultados observados podemos concluir que el grupo tratado con
adriamicina y suplementado con cerveza con respecto al grupo tratado con

adriamicina solo:

a) La actividad mitocondrial y los niveles de la coenzima Q aumentan, alcanzando

valores similares a su control (suero + agua).

b) El dafio inducido a macromoléculas se ve contrarrestado, ya que disminuye el
contenido de grupos carbonilos a nivel plasmatico, la peroxidacion lipidica a ni-
vel mitocondrial y los niveles de 80HdG, alcanzando incluso niveles superiores

a su control.

c) Aumentan los niveles de a-tocoferol (vitamina E), lo que significa un ahorro de

la defensa antioxidante.

Por tanto, la cerveza con y sin alcohol ejerce un efecto protector ante el estrés

inducido por el antibi6tico antitumoral adriamicina.



Finalmente, en el estudio realizado en humanos con hiperlipemia, hemos valo-
rado la influencia de la ingesta de un suplemento dietético de cerveza sin alcohol.

De los resultados obtenidos podemos concluir:

a) Los cifras de lipidos sanguineos, TG, CT y HDL-c no muestran cambios significati-
vos. En cambio, en los niveles de LDL-c y LDL oxidada se observa una disminucion
significativa tras la suplementacion, lo que puede ser de importancia en la géne-

sis posterior de la arteriosclerosis.

b) Respecto al dafio oxidativo a macromoléculas (lipidos, proteinas y DNA) aprecia-

mos una disminucién después de la suplementacion con respecto a su control.

c) La defensa antioxidante determinada por el nivel de GSH intraeritrocitario como
marcador de defensa enddgena presenta un aumento después del periodo de su-

plementacién.

En resumen, podemos concluir, de acuerdo con los datos obtenidos en el
presente trabajo, que la suplementacion dietética de cerveza sin alcohol
(660ml/dia), puede ser recomendada en la dieta de sujetos afectos de hi-
perlipemia, en base a mejorar los parametros marcadores de estrés oxida-

tivo, conducentes de la progresion hacia la enfermedad aterosclerética.
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