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ERO: Especies reactivas de oxigeno

FOSHU: Alimentos de uso especifico para la salud
GC: (-)-galocatequina

GF: Factores de crecimiento

GMSE: Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutation reductasa

GS: Glutamina sintasa

GSH: Glutation reducido

GSSG: Glutation oxidado

H*: Angulo Hue

H202: Peroxido de hidrogeno

HNE: 4-hidroxi-2,3-nonenal

OH": Radical hidroxilo

IFN: Interferén

IL: Interleuquina

LCR: Liquido cefalorraquideo

LDL: Lipoproteina de baja densidad

LOX: Lipooxigenasa

MCP: Proteina quimiotactica de monocitos

MCSE: Factor estimulante de colonias de macrofagos

MDA: Malondialdehido
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MIP: Proteina inflamatoria de macréfagos
NF-kB: Factor de transcripcion nuclear kappaB
NGE: Factor de crecimiento nervioso
O:2*:Radical anion superdxido

OH:: Anidn hidroxilo

ON: Oxido nitrico

ONOO:: Peroxinitrito

PBI: Producto bruto interno

PON-1: Paraoxonasa-1

PS-1: Presenilina-1

PS-2: Presenilina-2

RAGE: Receptor de los productos finales de glicacién avanzada

RL: Radicales libres

SNC: Sistema nervioso central
SOD: Superoxido dismutasa
SST: Solidos solubles totales
TAS: Estado antioxidante total

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbittrico

Tf: Periodo final del estudio

TGF-: Factor de crecimiento transformante [3
Ti: Periodo inicial del estudio

Tm: Periodo intermedio del estudio

TNEF: Factor de necrosis tumoral

T: Proteina tau
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1. INTRODUCCION

La funcion principal de los alimentos es proporcionar los nutrientes
necesarios para satisfacer los requerimientos nutricionales de un individuo, y
para dar al consumidor una sensacién de satisfaccion y bienestar a través de
atributos organolépticos. Sin embargo, ademas de esta funcién, hay evidencia
cientifica que demuestra que los alimentos pueden tener efectos beneficiosos para
la salud del consumidor, mas alla de los efectos nutricionales ampliamente
aceptados, y pueden desempenar un papel importante en la reduccion del riesgo
de padecer ciertas enfermedades.

En el mundo industrializado estd evolucionando el concepto de
“alimentacién adecuada” al concepto de “alimentacion dptima”, es decir, se ha
pasado de la preocupacion por la seguridad alimentaria y la satisfaccion del
hambre, a la busqueda del potencial de los alimentos para promover y mejorar la
salud. Debido a esta tendencia, se han desarrollado los alimentos funcionales,
basados en el principio de valor afiadido vinculado a beneficios para la salud del

consumidor.

No existe una definicion universalmente aceptada para los alimentos
funcionales. Un alimento puede ser denominado como “funcional” si se
demuestra que tiene un efecto beneficioso sobre una o mas funciones del
organismo, mas alla de los efectos nutricionales tradicionales, de manera que sea
relevante tanto para mejorar el estado de salud como para reducir el riesgo de
enfermedad. Ademads, los alimentos funcionales deben seguir siendo alimentos y
deben demostrar sus efectos en cantidades que normalmente se pueden esperar
en un patron de alimentacién normal. Las bebidas de soja, bebidas para
deportistas y bebidas ricas en antioxidantes son un ejemplo de este tipo de
alimentos.

Un antioxidante es una molécula capaz de inhibir la oxidacién de otras

moléculas al oxidarse ella misma, por lo que puede actuar como agente reductor.

Ejemplos de antioxidantes son el dcido ascorbico, la vitamina E y los polifenoles.
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Los compuestos polifenolicos se encuentran de forma natural en plantas, frutas,
verduras y en los productos obtenidos a través de ellas, como el aceite de oliva, el
vino tinto, el té y los zumos de frutas. Los flavonoides son el mayor grupo de
polifenoles, y numerosos estudios han demostrado tanto su actividad in vitro
como in vivo para prevenir o reducir los efectos nocivos de moléculas altamente
oxidantes, como son las especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno, y de

moléculas proinflamatorias.

En el organismo, un desequilibrio entre las sustancias oxidantes y
antioxidantes, a favor de las oxidantes, se conoce como estrés oxidativo. El
aumento del estrés oxidativo estd asociado con el envejecimiento, pero este
aumento es mas pronunciado en enfermedades como el cancer, la arteriosclerosis,

y en desdrdenes neurodegenerativos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer.

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neurodegenerativo crénico,
caracterizado por una pérdida progresiva de las funciones cognitivas e
intelectuales, especialmente la memoria. Las principales caracteristicas
neuropatologicas de esta enfermedad consisten en una pérdida de células
neuronales, asi como un depodsito de placas seniles extracelulares y ovillos
neurofibrilares intracelulares. Debido a estas lesiones, la neuroinflamacion es una
caracteristica patoldgica de la enfermedad de Alzheimer. Ademas de la
neuroinflamacién, existe un incremento importante del estrés oxidativo,
evidenciado por el incremento, tanto en la sangre como en el cerebro del enfermo,
de los niveles de biomarcadores de peroxidacion lipidica, oxidacion del ADN y
ARN, oxidacion proteica y glicoxidacion, asi como alteraciones en las defensas

antioxidantes del organismo.

Por lo tanto, la posibilidad del uso terapéutico de alimentos ricos en
antioxidantes, como el té verde y la manzana, parece ser racional para atenuar los

efectos del estrés oxidativo y la inflamacion en los enfermos de Alzheimer.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1.1. Historia de la enfermedad

El 3 de noviembre de 1906, en la ciudad alemana de Tubinga, durante la
XXXVII Reunion de Psiquiatras del Suroeste de Alemania, el neuropatdlogo
aleman Dr. Alois Alzheimer (Figura 2.1) present6 la comunicacion “Sobre un
proceso patologico peculiar grave de la corteza cerebral”, la cual fue publicada un
ano después (Alzheimer, 1907). En dicho trabajo, Alois Alzheimer describié por
primera vez los hallazgos clinicos y neuropatoldgicos de wun trastorno
neuroldgico, entonces novedoso, en una de sus pacientes, la Sra. Auguste Deter
(Figura 2.2). El caso clinico era el de una mujer de 51 afos, que comenz6 a sufrir
un delirio de celos contra su marido, seguido de una pérdida de memoria y de un
rapido declive cognitivo, desorientacidn, agresividad, mania persecutoria, llanto y
alteraciones del suefio, falleciendo en estado de total invalidez tras cuatro afios y

medio de evolucion por una septicemia.

Figura 2.1: Dr. Alois Alzheimer Figura 2.2: Sra. Auguste Deter
(Fuente: Ezquerro, 2007). (Fuente: Ezquerro, 2007).
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En el estudio histopatoldgico del cerebro de Auguste se advirtieron, por
primera vez, las caracteristicas neuropatoldgicas de la enfermedad de Alzheimer
(EA): atrofia de la corteza cerebral (Figura 2.3), placas seniles (Figura 2.4) y ovillos
neurofibrilares (Figura 2.4). Aunque las caracteristicas clinicas de la enfermedad
eran conocidas desde la antigiiedad, Alzheimer fue probablemente el primero en
correlacionar estas tres caracteristicas histopatoldgicas con el diagnostico y la
gravedad de la enfermedad (Hardy, 2006; Igbal & Grundke-Igbal, 2006; Tanzi &
Bertram, 2005).

Placas seniles

Ovillos neurofibrilares
Figura 2.3: Atrofia de la corteza

Fi 2.4: Pl il
cerebral en la EA. (A) Seccién de 1gura acas sentles y

, ovillos neurofibrilares en la
los ventriculos laterales de un

corteza cerebral de un
cerebro con EA; (B) Seccion de los

, paciente con EA (Fuente:
ventriculos laterales de un cerebro

Adaptado de Armstrong,
Boada, Rey, Vidal, & Ferrer,

2004).

sano (Fuente: Adaptado de
Blennow, de Leon, & Zetterberg,
2006).

El nombre de “enfermedad de Alzheimer” fue acufiado posteriormente por
el Profesor Kraepelin, maestro de Alois, en la 8 Edicion de su texto “Manual de

Psiquiatria para médicos y estudiantes” en 1910.

La EA fue considerada durante muchas décadas una anomalia rara de
escasa presencia en la poblacion. Este concepto sobre la EA se mantuvo durante
casi 70 afos. Al cabo de ese tiempo, se observo que la demencia que afectaba a la

mayoria de personas de edad avanzada con declive cognitivo global, era
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equivalente, clinica y patologicamente, a la descrita por Alois Alzheimer, y se
establecio la EA como causante del 60% de los casos de demencia (Ezquerro,
2007). Asi, lo que durante muchos afios se consideré una anomalia poco

frecuente, pasé a ser un problema notable para la salud publica.

2.1.2. Aspectos generales de la enfermedad

La EA es la enfermedad neurodegenerativa mas comun, ya que es
responsable de aproximadamente dos de cada tres casos de demencia, aunque
esta cifra puede variar. Seguin diferentes estudios, la EA representa entre el 42 y el
81% de todas las demencias (Nussbaum & Ellis, 2003).

Es un proceso neurodegenerativo que se caracteriza por provocar un déficit
progresivo e irreversible de la funcién cognitiva, pérdida de memoria y cambios
en la personalidad, con alteraciones en la capacidad de juicio, toma de decisiones,
orientacion y lenguaje. También pueden surgir alteraciones neuropsiquiatricas
como depresion, retraimiento, alucinaciones, delirios, agitacién, insomnio y
desinhibicion.

Anatomopatoldgicamente, la EA se caracteriza por la pérdida neuronal, y la
presencia de placas seniles extracelulares y ovillos neurofibrilares intracelulares.
La mortalidad en la EA es una consecuencia indirecta, debida principalmente a
las secuelas negativas derivadas de la pérdida de autonomia, siendo la

desnutricion y la aparicion de infecciones los sucesos mas perjudiciales.

El diagnostico clinico de la EA se basa en el examen neuroldgico y en la
exclusion de otras causas de demencia. Los criterios clinicos estan establecidos
por el DSM-V (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, Fifth
Edition) (American Psychiatric Association, 2013) y por el NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke and
the Alzheimer's Disease and Related Disorders Association) (McKhann et al.,
1984).

Las pruebas de neuroimagen (tomografia axial computarizada o resonancia
nuclear magnética cerebral) desempenian una parte importante en el diagndstico
de la EA. En las fases iniciales de la enfermedad, sus resultados pueden ser

normales, pero al evolucionar la EA, se advierte atrofia cortical difusa, con
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dilatacién del sistema ventricular. Sin embargo, estas caracteristicas también
pueden aparecer en el envejecimiento normal y en otras demencias. La
neuroimagen ayuda a excluir otras causas de deterioro cognitivo, como

hematoma subdural, tumor cerebral y enfermedad cerebrovascular.

El grado de fiabilidad de este diagndstico no es absoluto, ya que tnicamente
la deteccién postmortem de las placas seniles y los ovillos neurofibrilares
permiten el diagnostico definitivo, y la exclusién de otros tipos de demencia
(Bacskai, Klunk, Mathis, & Hyman, 2002; Chui et al., 1993).

Para establecer el diagndstico de la EA, se estan investigando nuevos
biomarcadores, tanto para respaldar el diagnostico clinico, como para predecir
una incipiente EA en los casos de deterioro cognitivo leve. Los criterios de un
biomarcador ideal para la EA fueron propuestos por el Consensus Group on
Molecular and Biochemical Markers of Alzheimer’s disease (1998). Este grupo de
trabajo recomendd que un biomarcador ideal deberia discernir una caracteristica
fundamental de la neuropatologia de la EA, y ser validado en casos
neuropatologicamente confirmados, con una sensibilidad y especificidad no
menor del 80%. Se han valorado algunos métodos diagndsticos como la medicion
de la atrofia del l6bulo temporal por resonancia nuclear magnética, la tomografia
por emision de positrones para la determinacion del metabolismo de la glucosa y
los depdsitos P-amiloides, y la medicién de biomarcadores en el liquido
cefalorraquideo (LCR). Hasta ahora ninguno ha sido recomendado como criterio

diagnostico (Blennow et al., 2006).

La prevalencia de la enfermedad es dificil de determinar de forma definitiva
porque la medida depende de varios factores: el criterio de diagnostico usado, la
edad de la poblacidon superviviente e, incluso, factores geograficos y étnicos
(Hendrie et al., 2001).

2.1.3. Epidemiologia y prevalencia

Después de mas de un siglo desde su descripcion, la EA es una de las mas
graves e incapacitantes enfermedades a nivel mundial. Se estima que la demencia
contribuye al 11,2% de los afios vividos con incapacidad, en personas mayores de

60 afios, por encima del ictus (9,5%), enfermedades musculoesqueléticas (8,9%),
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cardiovasculares (5%) y de todas las formas de cancer (2,4%) (World Health
Organization, 2003).

Los estudios epidemioldgicos de las demencias han sido un area de
investigacion controvertida y polémica, hasta principios de los afios ochenta,
debido a la disparidad de criterios diagndsticos utilizados, y a la dificultad de
establecer el diagnostico de demencia leve. Para la EA, la unificacion en 1984 de
los criterios diagnodsticos aceptados por la comunidad cientifica internacional
(McKhann et al., 1984) y, posteriormente, la declaracion del consenso de 1997 para
el diagndstico y el tratamiento de la EA (Small et al., 1997), han supuesto que los
estudios epidemiologicos realizados por cualquier grupo de investigacion, tengan
una gran fiabilidad, a pesar de las diferencias culturales de las distintas regiones
geograficas.

Conocer la prevalencia de la EA en las distintas regiones del mundo resulta
dificil, ya que los datos pueden ser incompletos o insuficientes. Incluso en paises
con amplios trabajos publicados, sus datos son de areas especificas, por lo que se
generaliza realizando estimaciones de las cifras globales de la poblacién afectada.
De ahi la importancia de establecer métodos de estimacion consensuada para
conocer la prevalencia de la enfermedad, como el Delphi consensus study (Ferri et
al., 2005).

De las estimaciones realizadas, se sabe que la EA es la causa mas frecuente
de demencia en los paises occidentales, y supone el 50-60% de todos los casos. En
2010, hubo mas de 35 millones de casos de EA en el mundo, y se prevé que esa
cifra casi se duplique cada 20 afos, llegando a 66 millones de personas con EA en
2030 y 115 millones en 2050 (World Health Organization & Alzheimer’s Disease
International, 2012).

Por sexo, las mujeres parecen tener mayor prevalencia, si bien es un hecho
controvertido. En algunos trabajos se expone que la superioridad numérica es
debida a la mayor esperanza de vida de las mujeres, y también a la mayor
demanda asistencial de este género. En Europa, parece haber un incremento del
riesgo significativo de EA en mujeres (Launer et al., 1999).

Por edades, la prevalencia de la demencia es menor del 1% en individuos
entre 60-64 afos, pero experimenta un incremento exponencial con la edad, de

modo que en sujetos mayores de 85 anos alcanza entre el 24 y 33% (Ferri et al,,
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2005). Se considera que la incidencia de EA se dobla cada cinco afios a partir de
los 65 afos de edad, salvo en el grupo de 80 a 84 afnos que se triplica (Andersen et
al., 1999).

Por areas geograficas, aunque se consideraba que las mas altas tasas de
prevalencia de demencia correspondian a paises desarrollados, es China y sus
vecinos del Pacifico Oeste, los que tienen el mas alto nimero de personas con
demencia (6 millones), seguido de Europa Occidental (4,9 millones) y
Norteamérica (3,4 millones). Los 7 paises con mas alto nimero de demencia en
2001 fueron: China (5 millones), Unién Europea (5), USA (2,9), India (1,5), Japén
(1,1), Rusia (1,1) e Indonesia (1). Las predicciones son que para 2040, China y los
paises del Pacifico Oeste tendrdn 3 veces mas personas con demencia que Europa
Occidental. Latinoamérica, actualmente, tiene la mitad de pacientes con demencia
(1,8 millones) que Norteamérica (3,4), pero en 2040 la cifra serd muy similar (9,1 y
9,2 respectivamente). De los paises en vias de desarrollo, se estima que el 60% de
los pacientes con demencia viven en esta parte del mundo, y alcanzara el 71% en
2040 (Ferri et al., 2005).

Esto implica un gran impacto social, familiar y econdmico. A nivel mundial,
los costos que representa la demencia han aumentado de US$ 604 billones en el
2010 a US$ 818 billones en el 2015, lo que significa un incremento del 35,4%.
Actualmente se calcula que US$ 818 billones representan el 1,09% del Producto
Bruto Interno (PBI) a nivel mundial, visualizandose un incremento de lo estimado
en el 2010 que fue del 1,01%. Si excluimos los costos por cuidados informales, el
monto total de los costos directos representa el 0,65% del PBI mundial. Los costos
se han incrementado en todas las regiones del mundo, siendo mayor en Africa y
el Este de Asia (debido, en gran medida, a la alta prevalencia de demencia
estimada para estas regiones). Se estima que la EA es la tercera enfermedad mas
cara en USA, con un coste anual de US$ 100 billones, donde cada paciente supone
un gasto total de US$ 195.000 (Schumock, 1998). El coste estimado en Europa es
de 6.000 a 19.000 € anuales por paciente. Estas estimaciones de costes varian entre
los diferentes paises, dependiendo de las diferencias en la estructura para la
atencion de demencia (Jonsson & Berr, 2005). En Espana los gastos ocasionados
por paciente y afo se sitdan entre los 12.000 y 24.000 €, que se podrian desglosar
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en el 16% de este coste de indole sanitario y el 84% restante en asistencia social
(Atance Martinez, Yusta Izquierdo, & Grupeli Gardel, 2004).

2.1.4. Factores predisponentes

A lo largo de los ultimos afios, se han realizado multiples estudios
epidemioldgicos para intentar establecer la etiologia y los factores predisponentes
de esta severa enfermedad. Se han sugerido numerosos factores
medioambientales como causa de la EA, tales como el aluminio, el mercurio, los
virus y los priones, pero no se ha demostrado que ninguno de ellos desempernie un
papel importante. Estudios longitudinales han destacado la asociaciéon entre la EA
y algunos factores de riesgo cardiovascular, como son la hipertensiéon arterial,
diabetes, obesidad, y niveles elevados de homocisteina y lipidos en sangre (Vogel
et al., 2006). Sin embargo, un gran numero de estudios realizados en distintas
areas geograficas, coinciden en que los factores de riesgo mas importantes para
desarrollar la EA son la edad avanzada y los antecedentes familiares de EA.

Se estima que mas del 90% de los pacientes con EA debutan después de
los 65 afios, lo que se denomina EA de aparicion tardia. Antes de esta edad
también puede iniciarse, y su presentacion en menores de 65 afios se conoce como
EA de aparicion precoz. Ningtin grupo de edad adulta esta exento de padecerla,
pero es poco frecuente entre los 40 y 65 afios, aunque en algunos casos la

enfermedad ha debutado a los 30 afios.

La edad media de aparicion es de 80 afios (Helmer, Joly, Letenneur,
Commenges, & Dartigues, 2001). En un estudio francés, en el que se considerd la
EA de aparicidon precoz a los 61 anos, la prevalencia en este grupo de edad fue del
41 por 100.000, lo que supone del 6 al 7% de todos los casos de EA (Campion et
al., 1999).

Otro importante factor de riesgo es la historia familiar de EA. Se
comprobo a través de varios estudios epidemiologicos, que la presencia de uno o
mas sujetos con EA dentro de una misma familia era un importante factor de
riesgo para desarrollar esta enfermedad neurodegenerativa. Tal observacion
impulsé la busqueda de una causa genética de esta patologia. Se encontrd que

habia determinadas familias con aparicién precoz de la enfermedad (menores de
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65 afos) y con un patrén de herencia autosémica dominante. Posteriormente, se
conocieron 3 genes cuyas mutaciones estan implicadas en la génesis de la EA
familiar de aparicién temprana. De los genes implicados en la EA, se podrian
distinguir tres como “genes causantes” de EA, y uno como “gen de
susceptibilidad”. Los genes causantes han sido identificados en la EA de
aparicion temprana y son el gen de la proteina precursora del amiloide (APP)
(Goate et al., 1991), el gen PS-1 o presenilina-1 (Sherrington et al., 1995), y el PS-2
o presenilina-2 (Levy-Lahad et al., 1995). El gen de susceptibilidad es el gen de la
apolipoproteina E (Apo E) (Corder et al., 1993).

El conocimiento de estos genes ha supuesto un importante avance
etiopatogénico, pero son la causa de apenas el 0,1% de los casos de EA (Harvey,
Skelton-Robinson, & Rossor, 2003).

Uno de estos genes, el de la APP, esta situado en el cromosoma 21 y su
mutacion condiciona la aparicion de la EA. Otra conocida patologia relacionada
con este cromosoma es el sindrome de Down. Existen una serie de caracteristicas
comunes en estas dos enfermedades, la mas remarcable es la acumulacion de -
amiloide a nivel cerebral. En los pacientes con trisomia del cromosoma 21,
después de los 35 afios, aparecen las lesiones neuropatoldgicas de la EA, y la
aparicion de demencia oscila entre los 40 y 70 afos, con deterioro de las funciones
intelectuales (Lai et al., 1999).

La influencia genética de la EA también parece tener un papel importante
a nivel mitocondrial. La tnica localizacion extranuclear de informacion genética
se encuentra en el ADN de las mitocondrias. Algunos trabajos han sugerido que
la disfuncién mitocondrial puede contribuir a la progresion de la EA y de otras
enfermedades neurodegenerativas (Beal, 1998). Estos hallazgos apoyan la teoria
de que el estrés oxidativo (EO) relacionado con los trastornos mitocondriales y la
edad, representan un importante papel en las enfermedades neurodegenerativas
(Manczak et al., 2006; Mecocci et al., 1997).

El factor de riesgo o susceptibilidad genética mas frecuente es el genotipo
Apo E4. A principios de los afios 90, se identifico este genotipo como factor de
riesgo de EA familiar de aparicion tardia (Corder et al., 1993; Saunders et al.,
1993), y posteriormente se relaciond también con las formas esporadicas de EA y

EA de aparicion precoz (van Duijn et al.,, 1994). El gen de Apo E, situado en el
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cromosoma 19, presenta un polimorfismo determinado por el cambio de un
aminodcido en los codones 112 y 158, resultando tres isoformas llamadas Apo E2,
E3 y E4. De ellas, es la Apo E4 la que se relaciona con la EA (Corder et al., 1993;
Saunders et al., 1993). La presencia de Apo E4 no determina la aparicion de EA,
pero incrementa el riesgo de padecerla. La posesion de un alelo Apo E4 (sujeto
heterocigoto) aumenta de 2 a 3 veces el riesgo de padecer EA, y si tiene los 2
alelos (homocigoto) se incrementa de 5 a 15 veces el riesgo (Corder et al., 1993;
Farrer et al., 1997).

Asi mismo, la presencia de un alelo Apo E4 incrementa el riesgo de EA en
familiares de primer grado en todos los grupos étnicos (Devi et al., 1999). Apo E4
actia modificando la edad de apariciéon de EA, y se estima que cada alelo
descenderia la edad de aparicion en casi 10 afios (Corder et al., 1993). Es uno de

los mas importantes factores de riesgo de EA en la vejez (Slooter et al., 1998).

2.1.5. Cambios neuropatoldgicos macroscopicos

Los cambios macroscopicos que se pueden observar en los cerebros de los
pacientes con EA son: (1) tamafio medio del cerebro mas pequefio que el de las
personas sanas, (2) atrofia cortical considerable y simétrica, con afectacién de
todos los ldbulos, (3) atrofia del lébulo temporal medio y (4) afectacion
desproporcionada de las areas de asociacidn, con respecto a las dreas motoras y
sensoriales (Hof, Cox, & Morrison, 1990). Las estructuras subcorticales se hallan
normalmente conservadas, excepto la amigdala, que se encuentra gravemente
afectada. En general, la atrofia es simétrica entre los dos hemisferios, aunque no
necesariamente entre los lébulos. Ademas, practicamente todos los casos de EA

desarrollan un déficit de perfusion en las regiones parietotemporales posteriores.

2.1.6. Cambios neuropatoldgicos microscopicos

La EA es una compleja patologia, que por su alta incidencia e impacto en la
salud publica, provoca un gran interés. En los tltimos afios se han puesto en
marcha multiples estudios orientados fundamentalmente al conocimiento de los
aspectos etiopatogénicos, basicos para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas.
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Para comprender las diversas lineas de investigacion en la EA, resulta de
gran importancia conocer los hallazgos microscopicos en los cerebros afectados
por la EA. A nivel neuropatoldgico, se producen alteraciones en la estructura
microtubular neuronal, con cumulos neurofibrilares intracitoplasmaticos,
depdsitos amiloides extracelulares, degeneraciéon neuronal, e importantes
pérdidas de conexiones neuronales. Varios mecanismos patogénicos que
subyacen en estos cambios han sido estudiados, incluyendo la agregacion y
deposito del amiloide AP (AP), con el desarrollo de la placa senil, la
hiperfosforilacion de la proteina tau (1), con la formacién del ovillo neurofibrilar,
la disfuncién neurovascular, y otros mecanismos tales como anormalidades del

ciclo celular, procesos inflamatorios, EO y disfuncién mitocondrial.

2.1.6.1. Ovillos neurofibrilares y .

Los ovillos neurofibrilares intracitoplasmaticos estdn compuestos,
principalmente, de filamentos dobles enrollados en espiral, que representan una t
hiperfosforilada. T es una proteina axonal que cumple la funcién de estabilizar y
unir a los microttibulos axonales, a través de sus dominios de unién, y transportar
las organelas celulares, las glucoproteinas, y otros materiales a través de la
neurona. Las formas hiperfosforiladas de la T restan eficacia a los microtubulos y
facilitan el caimulo de dobles filamentos helicoidales intraneuronales. Estos ovillos
neurofibrilares se depositan predominantemente en el hipocampo y la amigdala,

y posteriormente en las dreas de asociacion neocortical.

Las neuronas afectadas, combaten a la T tdxica sintetizando t normal, y
envolviendo la t hiperfosforilada en polimeros inertes como los ovillos
neurofibrilares de dobles filamentos helicoidales, cintas enrolladas y filamentos
rectos. Estos hechos patologicos comienzan de manera temprana en la EA, y
progresivamente, las neuronas afectadas experimentan degeneracion (Blennow et
al., 2006; Igbal & Grundke-Igbal, 2006).
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2.1.6.2. Depdsitos amiloides y Ap.

Los depodsitos amiloides extracelulares o placas neuriticas seniles, se
componen de un nucleo central que contiene AQ, proteoglicanos, Apo E, al-
antiquimiotripsina y otras proteinas. El mayor componente proteico es el A3, un
péptido que se agrega en grupos llamados oligémeros, de 4 kDa y de 39 a 43
aminodacidos, con heterogeneidad en la secuencia de aminoacidos, pero con
idéntico extremo carboxiterminal, que deriva de la APP. El nticleo de la placa esta
rodeado por neuronas degeneradas y macréfagos. Las placas se encuentran
predominantemente en el hipocampo y en la corteza del 16bulo temporal, también
se encuentran cumulos de A{ en las arteriolas cerebrales, lo que se denomina
angiopatia amiloide.

Inicialmente, el AB encontrado en las placas seniles, fue considerado una
proteina anormal, pero posteriormente se descubrié que el AP se producia
durante el metabolismo celular normal (Haass et al., 1992). Este hallazgo llevé a
investigar acerca de dos enzimas que escindian el A3 de APP, y se designaron [3-
secretasa y Yy-secretasa. APP es una proteina transmembrana con un largo
extremo N-terminal extracelular. El dominio del Af esta parcialmente alojado en
la membrana plasmatica, e incluye 28 residuos justo fuera de la membrana, y los
primeros 12-14 residuos en el dominio transmembrana. APP puede ser procesada
por 2 patrones. El patréon no amiloidogénico o de a-secretasa, donde esta enzima
escinde APP en el dominio de A, liberando el fragmento largo soluble de APP
(a-sAPP). El restante dominio APP intracelular es metabolizado en el citoplasma.
APP fragmentada por a-secretasa impide la generacion de AP. En el patron
amiloidogénico o de P-secretasa, esta enzima actda justo antes del dominio A,
liberando B-sAPP soluble. El restante dominio es fragmentado por el complejo y-
secretasa liberando el péptido AP de 40 o 42 aminoacidos. El complejo y-secretasa
es una proteasa intramembrana con cuatro componentes: presenilina, nicastrina,
PEN-2 y faringe anterior defectuosa-1, siendo la presenilina el sitio activo (Gandy,
2005).
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2.2. EL ESTRES OXIDATIVO

2.2.1. Los radicales libres

Los radicales libres (RL) fueron descritos por primera vez por Moses
Gomberg hace mas de un siglo (Gomberg, 1900). Durante un largo periodo de
tiempo, no se considerd que los RL estuvieran presentes en los sistemas bioldgicos
debido a su alta reactividad y, consecuentemente, a su corto tiempo de vida. Mas
de 30 afos después, Leonor Michaelis (Michaelis, 1939) propuso que todas las
reacciones de oxidacion que implican moléculas organicas, podrian estar
mediadas por RL. Aunque esta afirmacion tan general era erronea, estimuld el
interés sobre el papel de los RL en los procesos biologicos. En los afios 50, los RL
fueron encontrados en los sistemas bioldgicos (Commoner, Townsend, & Pake,
1954) lo que supuso inmediatamente el pensamiento de que estuvieran
involucrados en diversos procesos patoldgicos (Gerschman, Gilbert, Nye, Dwyer,
& Fenn, 1954) y en el envejecimiento (Harman, 1956). Desde entonces, nuestro
conocimiento sobre la participacion de los RL en los procesos de la vida se ha
extendido enormemente, sugiriéndose que desempenan funciones dafinas. Este
punto de vista se vio reforzado por el descubrimiento de McCord y Fridovich
(McCord & Fridovich, 1969), quienes describen la primera enzima protectora
contra los RL, la superdxido dismutasa (SOD).

Un RL es un 4tomo o molécula, neutra o cargada, que contiene uno o mas
electrones desapareados en su orbital externo, ya sea por pérdida o ganancia de
estos (Borut Poljsak et al., 2013) y es, al mismo tiempo, capaz de existir de forma
independiente (Gutteridge, 1994). La existencia de electrones desapareados
incrementa la reactividad de la especie quimica, pues estos electrones tienden a
aparearse con un electron libre de otro dtomo o molécula. La produccion de RL
ocurre por la adiciéon o privacion de un electrén en una reaccion de o6xido-
reduccién y se producen normalmente durante el metabolismo de la célula
(Halliwell & Gutteridge, 2007). Su pequefio tamano hace posible que muchos de
ellos puedan penetrar en las membranas celulares. Los RL tienen una vida media
del orden de milisegundos debido a su gran reactividad, aunque varia segtin el
tipo de RL. En general, son mas peligrosos cuanto mayor es su reactividad,

concentracion, vida media y duracidon de su accion (Ballester, 1996).
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A pesar del dafio oxidativo que pueden producir los RL, debe mencionarse
que también poseen efectos beneficiosos, ya que desempenan un papel
importante en multitud de reacciones bioldgicas. Por ejemplo, en la fagocitosis de
los leucocitos, los RL destruyen los microorganismos invasores mediante un
proceso conocido como explosion respiratoria (Lilius & Marnila, 1992). Los RL
también actian como mediadores esenciales en la apoptosis, y participan en el
sistema de metabolizacion de productos tdxicos que elimina numerosas
sustancias nocivas del organismo. También es posible que el papel fisioldgico de
algunos RL potencie la vasorregulacion (Halliwell, 1989). Otros RL inorganicos
como el 6xido nitrico (ON), actian como factor de relajacion endotelial,
participando ademds como neurotransmisor en el sistema nervioso central
(Zentella & Saldafia, 1996) y en la respuesta fagocitica de algunos macrofagos
(Knowles & Moncada, 1994). Ademads, los RL tienen funciones fisioldgicas
necesarias para el desarrollo del metabolismo celular, tales como la transduccion
de sefiales, la expresion génica y la activacion de factores transcripcionales
(Zentella & Saldana, 1996).

2.2.2. Especies oxidantes

En la mayoria de los casos, los términos “radicales libres” y “especies
reactivas de oxigeno” (ERO) se utilizan indistintamente. Si en muchos casos esto
es correcto, en algunos es un error. El analisis de la generacion de las ERO, su
interconversidn y su eliminacion se presenta esquematicamente en la Figura 2.5.
En los organismos que viven en condiciones aerdbicas, mas del 90% del oxigeno
consumido se reduce directamente a agua por el citocromo oxidasa en la cadena
de transporte de electrones (CTE), a través de mecanismos de cuatro electrones
sin liberacion de ERO (Ott, Gogvadze, Orrenius, & Zhivotovsky, 2007; Skulachev,
2012). En los eucariontes, el sistema esta representado por la CTE, situada en la
membrana mitocondrial interna, mientras que en los procariontes los
componentes de la CTE se encuentran en la membrana plasmatica. La operacion
de la CTE se acopla con la fosforilacion oxidativa para producir energia en forma
de ATP. Mucho menos del 10% del oxigeno consumido se reduce a través de vias
sucesivas de un electrén, dando como resultado la conversion del oxigeno

molecular al radical anién superoxido (O:*), seguido de la reduccion de un
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electron con la concomitante aceptacion de dos protones para producir el
peroxido de hidrégeno (H20:) (Figura 2.5). Este compuesto no es un radical libre,
pero es quimicamente mas activo que el oxigeno molecular, por lo que se incluye
dentro del grupo de las ERO. La molécula de H20, al aceptar un electréon mas, se
divide hasta el radical hidroxilo (OH*) y el anién hidroxilo (OH-). Finalmente, el
HO-* interactiia con un electrédn y protén mas, formandose la molécula de agua.
En los sistemas bioldgicos, esta reaccion se realiza principalmente a través de la
abstraccion del atomo de hidrégeno a partir de diferentes compuestos, tales como
proteinas y lipidos, resultando, con frecuencia, en la iniciaciéon de procesos de
cadena. Resumiendo lo descrito anteriormente, al O2*, H202, y HO" se les llaman
ERO, pero solo el O2*- y el HO* son RL, mientras que el H202 no lo es. Las ERO
no sélo incluyen las especies antes mencionadas, sino también diversos
peroxidos, como los peroxidos de lipidos, y los perdxidos de proteinas y acidos
nucleicos. Ademas, su homeostasis esta estrechamente relacionada con muchas
otras especies reactivas, tales como las especies reactivas de carbonilo
(Semchyshyn & Lozinska, 2012). Hay también muchas otras especies reactivas de
nitrégeno (ERN) (ON, peroxinitrito y compuestos relacionados) (Bild, Ciobica,
Padurariu, & Bild, 2013; Radi, 2013), de carbono (Bild et al., 2013), azufre (Jacob,
2006), etc.

@,—— >0, # H,0,—=—>HO"* +HO
4e |4H'
e, H" (H)
2H,0= -
H

Figura 2.5: La reduccion del oxigeno molecular. Descripcion en el texto

(Fuente: Lushchak, 2014).
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Existe una gran variedad de ERO y ERN citotoxicas, tanto RL como especies
moleculares (Tabla 2.1). Algunas de las mas importantes son:

2.2.2.1. Radical anién superoxido (O2*)

Consiste en una forma reducida del oxigeno molecular, constituida por dos
atomos de oxigeno, 17 electrones y una carga eléctrica negativa. En el organismo
se forma a partir del O2 por captura de un electrén, cedido por ciertos sustratos
(Ballester, 1996). Este radical se produce, por ejemplo, en la oxidacién de la
xantina y la hipoxantina a acido urico, por la acciéon de la enzima xantina oxidasa.
En la CTE de las mitocondrias, algunos electrones se fugan para combinarse con
oxigeno, para asi formar O:*-. Esto ocurre en todos los organismos aerobios, pues
una pequena parte de los electrones que pasan por la cadena respiratoria salen de
ésta y son captados por el O2. Ademas de la mitocondrial, las CTE del reticulo
endoplasmico y de la membrana nuclear también pueden generar O:*. Ciertos
iones metalicos libres como el Fe?* y el Cu?, pueden ceder un electron al oxigeno
para formar O2*-. Este radical también puede ser segregado por los leucocitos que

migran hacia las lesiones tisulares, a partir del H20:.

Al contrario de lo que generalmente se piensa, este radical es relativamente
poco reactivo, pero potencialmente toxico, ya que puede iniciar reacciones que
den lugar a otros intermediarios a su vez muy reactivos. Después de la
produccion de O2*, varios mecanismos de defensa celular se activan. Las
actividades enzimaticas de la SOD, catalasa (CAT) y glutatiéon peroxidasa (GPx)
representan unos mecanismos ejemplares para la desintoxicacion de las ERO. La
SOD combina el O:*- con protones para formar H202, que acttia como sustrato
tanto para la CAT como para la GPx, pero también puede reaccionar con el hierro
(Pong, 2003).
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Tabla 2.1: Especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno citotdxicas.

O2*-  Radical anién superdxido H:0: Peréxido de hidrégeno
OH* Radical hidroxilo HCIO Acido hipocloroso
ROO* Radical peroxilo ONOO-  Peroxinitrito
RO* Radical alcoxilo O3  Ozono
RS* Radical tiilo O2 Oxigeno molecular
NO* Radical 6xido nitrico 102 Oxigeno singlete

NOz2* Radical diéxido de nitrégeno
ONOO*- Radical peroxinitrito

CCls* Radical triclorometilo

2.2.2.2. Peréxido de hidrogeno (H20:)

Es una especie no radical dentro de las ERO, ya que no presenta electrones
desapareados, que se forma a partir de RL, como por ejemplo el radical O:*. La
reaccion de dismutacion del O2* catalizada por la SOD genera H20:, siendo su
toxicidad importante ya que atraviesa facilmente las membranas celulares. El
H20: también se forma por la accion de algunas oxidasas como la xantina oxidasa
y la NADPH oxidasa. El H20: es un precursor del radical HO* (en presencia de
metales de transicién, y de oxigeno que facilitan esta reaccion) y del acido
hipocloroso (Dhalla, Temsah, & Netticadan, 2000).

A muy baja concentracion (micromolar) el H20: también es muy reactivo, y
a concentraciones elevadas puede dafnar los sistemas celulares productores de
energia, por ejemplo, inactivando la enzima glicolitica gliceraldehido-3-

fosfatodeshidrogenasa (Aruoma, 1998).

La CAT utiliza el H202 para producir oxigeno molecular y agua, mientras
que la GPx utiliza el H202 y el glutatiéon reducido (GSH) para formar agua y
glutation oxidado (GSSG). El hierro ferroso reacciona con el H202 en una reaccion
de Fenton, generando OH- y OH". El hierro férrico también puede reaccionar con
el H202 para generar OOH" y H* (Winterbourn, 1995).
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2.2.2.3. Radical hidroxilo (OH*)

Es el estado de reduccidn por tres electrones de la molécula de oxigeno. Es
uno de los RL mas lesivos, que ataca a las proteinas y lipidos de las membranas
celulares, debido a su semejanza fisicoquimica con el agua y a su pequefio
tamano, lo que facilita su penetraciéon en las membranas celulares, produciendo
en éstas efectos toxicos. Tiene una vida media muy corta en las células, alrededor
de 10 segundos (Aruoma, 1998). Puede generarse in vivo como consecuencia de
radiaciones de alta energia (rayos X, rayos y) que pueden provocar rotura
hemolitica del agua corporal. La luz UV no tiene suficiente energia como para
escindir una molécula de agua, pero puede dividir el H202 en dos moléculas de
OH-". Otro proceso todavia mas importante en la formacién del radical OH* es la

llamada reaccién de Fenton:

Fe?+ H202 > Fe?* + OH* + OH

También a partir de H202y del radical O2*- puede formarse el radical OH*,
por la reaccion de Haber-Weiss:

H202 + O2-=> O2 + OH* + OH

Esta reaccion es catalizada por metales como hierro o cobre.

2.2.2.4. Radical peroxilo (ROO*)

Estos radicales son especies intermedias, formadas durante las reacciones en
cadena de la oxidacion lipidica, como en la oxidaciéon de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI).

La peroxidacion lipidica puede ser iniciada por especies suficientemente
reactivas, capaces de sustraer un atomo de H de la cadena de AGPI (por ejemplo
acido araquidonico y acido linolénico) de los lipidos de la membrana celular. El
acido araquiddnico es un precursor de las prostaglandinas y los leucotrienos, que
contiene grupos metilenos alternados con dobles enlaces, que son particularmente

susceptibles de la abstraccion del atomo de H.
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La formacion de los ROO* in vivo se relaciona con las condiciones de EQO,
como sucede en situaciones patoldgicas asociadas con la inflamacion (Aruoma,

1998). Este RL tiene una vida media relativamente larga (del orden de segundos).

2.2.2.5. Oxigeno singlete (10:2)

Es una forma excitada del oxigeno molecular. No es un RL y se forma in
vivo por accion de la luz sobre las moléculas de oxigeno. Su vida media es
alrededor de 10¢ segundos, dependiendo de la naturaleza de la matriz
circundante. Puede interaccionar con otras moléculas transfiriéndoles su energia
de excitacion o combindndose quimicamente con ellas. Puede formarse en la
oxidacion del NADPH en los microsomas, y también gracias a la actividad de
varias enzimas como la xantina oxidasa, la lactoperoxidasa, lipooxigenasa y

prostanglandinsintetasa, entre otras (Kanofsky, 1989).

2.2.2.6. Radical 6xido nitrico (NO*)

El ON ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios por la importante
funcion fisioldgica que desempefia, ya que es un importante agente vasodilatador,
neurotransmisor, y tiene accién protectora frente a microorganismos patdgenos,
pero ademds por ser considerado un intermediario toxico importante por su

condicion de RL.

Es un gas lipofilico e hidrosoluble, cuya vida media es relativamente larga
(3-5 segundos). La formacién del RL tiene lugar por una reaccidon enzimatica en la
que la enzima o6xido nitrico sintasa cataliza la conversion de L-arginina a L-
citrulina dando como subproducto NO* en numerosos tipos celulares (Nisoli et
al., 2003).

NO* es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en lipoproteinas, oxidar
grupos tioles y guanosinas, degradar carbohidratos y fragmentar ADN (Beckman,
Chen, Crow, & Ye, 1994).

Este radical genera peroxinitrito (ONOOQO) al reaccionar con el O2*- (Miles et

al., 1996), tal como se muestra en la siguiente reaccion:

O2*-+ NO* > ONOO- + H*
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2.2.2.7. Dioxido de nitrégeno (NO2*)

El didxido de nitrogeno es un RL contaminante producido primariamente a
partir de la oxidacion del NO* atmosférico (Postlethwait, Langford, Jacobson, &

Bidani, 1995). Es un iniciador muy efectivo de la cadena de peroxidacion lipidica
(Kaur & Halliwell, 1994).

2.2.3. Concepto de estrés oxidativo

A pesar del papel fisiologico que desempenan algunas ERO y ERN también
pueden dar lugar a reacciones de oxidacion indeseadas, contra las cuales los
organismos han tenido que desarrollar defensas antioxidantes (Moorhouse,
Grootveld, Halliwell, Quinlan, & Gutteridge, 1987).

El EO se define como una alteracion del equilibrio entre las especies
prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras (Ballester, 1996; Chance,
Sies, & Boveris, 1979). Asi pues, el EO puede originarse por un exceso de
sustancias prooxidantes, una deficiencia de agentes antioxidantes, o por ambos

factores a la vez.

Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y
antioxidantes a favor de las primeras, el resultado es un dafio oxidativo, que
puede afectar a diversas moléculas, y que puede reflejarse en sus funciones
fisioldgicas.

Las células sanas son capaces de neutralizar determinados niveles de
especies reactivas. Cuando estos niveles sobrepasan la capacidad de accion de los
mecanismos de defensa, se produce la lesioén celular (Orrenius & Nicotera, 1987);
si la exposicion persiste o es suficientemente intensa, la célula es incapaz de
reparar el dafio, se produce una lesion irreversible y finalmente muere (Halliwell
& Gutteridge, 2007).

El dafio celular se produce fundamentalmente a nivel de cuatro sistemas o
estructuras celulares: la membrana, el proceso respiratorio aerobio a través de la
fosforilacion oxidativa, la sintesis de proteinas enzimadticas o estructurales y el

aparato genético de la misma (Comporti, 1987).
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Los RL pueden ocasionar dafio en la mayoria de los componentes celulares,
pero son las proteinas, los acidos grasos insaturados y los acidos nucleicos los

mas afectados (Figura 2.6).

RESPIRACION [
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Figura 2.6: Posibles lesiones celulares debidas al estrés oxidativo
(Fuente: Adaptado de De la Fuente, 2008).

Los efectos de los RL en estas moléculas se manifiestan en una alteracion de
sus estructuras quimicas y, por tanto, en un mal funcionamiento de los sistemas
celulares en los que participan. La alteracion del funcionamiento celular conlleva
a la disfuncién del érgano o sistema al que pertenecen las células dafiadas, lo que

se manifiesta a través de sintomas clinicos apreciables.

2.2.4. Dano sobre biomoléculas

Ante una determinada tension oxidativa, los organismos se suelen adaptar
rapidamente. En general, un estimulo oxidante de baja intensidad hace que una
célula pueda resistir después condiciones mas oxidantes. Sin embargo, las ERO

que se producen en cualquier estado fisiologico, producen continuamente dafo al
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ADN, a las proteinas y a los lipidos. Asi, se pueden detectar en individuos sanos
bases nitrogenadas alteradas en el ADN, aminodcidos modificados en las
proteinas y peroxidacion de lipidos. Actividades fisioldgicas como, por ejemplo,
una actividad fisica intensa, también conlleva la aparicion de EO, que se
cuantifica mediante el andlisis de los productos de oxidacién de proteinas, lipidos
y ADN (Morillas-Ruiz et al., 2005; Morillas-Ruiz, Villegas Garcia, Lopez, Vidal-
Guevara, & Zafrilla, 2006).

2.2.4.1. Daiio oxidativo a lipidos

Los lipidos, y sobre todo los AGPI de las membranas celulares, son las
biomoléculas mas susceptibles a ser atacadas por los RL. Los RL que pueden
empezar esta reaccion son: el radical OH*, el ROO*, el RO y el alquilico (R*). El
proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina peroxidacion lipidica
(Figura 2.7). Esta es una reaccion en cadena, de modo que el ataque por un solo
RL da lugar a la formacién de un gran nimero de especies activadas, lo cual
desemboca en la oxidacion de una gran cantidad de especies, sobre todo
aldehidos. Muchos de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con los

componentes celulares, causando dafios en los mismos.

Figura 2.7: Oxidacién de lipidos. Se

/\/\/:\/=\/=\/:\/\/CODH ejemplifica una posible modificacion

a) [\H- del acido araquidoénico: a) la salida
/\/\/=\C_/=\/=\/:\/\/COOH de un atomo de hidrégeno genera
b) ! un radical en un carbono, b) éste
/‘\/\MC\/:\/:\/\/COOH puede migrar, con lo cual hay un
) ? l +0, reacomodo de los dobles enlaces y c)
N — COOH en presencia del dioxigeno se genera
R
(IJH L il un radical ROO* que d) se puede
d

) 0 apropiar de un hidrégeno de otro

W\/\/COOH ‘s
dE lipido, con lo que se propaga la

reacciéon (Fuente: Adaptado de

Hansberg, 2002).
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Los parametros que se miden con mas frecuencia para cuantificar el grado
de dafno oxidativo a los lipidos son los productos derivados de la oxidacion
lipidica, como el MDA (malondialdehido), pero su baja especificidad ha recibido
criticas por parte de investigadores (Frijhoff et al, 2015), y por ello en la
actualidad se consideran biomarcadores de oxidacion lipidica mas adecuados, por

ejemplo, los isoprostanos (Frijhoff et al., 2015).

2.2.4.2. Daiio oxidativo a proteinas

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los RL (principalmente por el OH*), formandose
diferentes productos. Muchos de estos productos oxidativos forman grupos
carbonilo. La deteccion de estos grupos carbonilo es una medida eficaz de la
oxidacién proteica (Chang, Chou, & Chang, 2000). Esta oxidacion puede dar lugar
a un cambio conformacional de la proteina, y por tanto, a una pérdida o

modificacién de su funcion bioldgica.

2.2.4.3. Daiio oxidativo al ADN

El ADN también es susceptible al dafio oxidativo en todos sus
componentes. Se sabe que el oxigeno es capaz de adicionarse a las bases o al
azucar del ADN formdndose radical ROO". Las posteriores reacciones de estas

especies radicalarias en el ADN dan lugar a un gran niimero de productos.

La alteraciéon de este tipo que mas se observa es la 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG). Su importancia reside en su poder mutagénico, ya que
durante la replicaciéon producira transversiones G-T (Kasai, 1997). La cantidad de
8-OHdG se utiliza como indice del dafio oxidativo al ADN.

El ADN mitocondrial sufre mucho mas dafio oxidativo que el ADN nuclear
(Hellsten, Frandsen, Orthenblad, Sjodin, & Richter, 1997). El genoma mitocondrial
presenta ciertos rasgos que le hacen especialmente susceptible de ser atacado por
agentes oxidantes: carece de histonas que puedan recibir el ataque en lugar del
ADN (Johns, Neufeld, & Park, 1992); el sistema de reparacion es poco efectivo
(Suter & Richter, 1999) y, por ultimo, se encuentra muy cerca de la cadena de
transporte mitocondrial, uno de los sistemas principales de produccion de ERO
(Giulivi & Cadenas, 1998). Otro factor distintivo del ADN mitocondrial es que no
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posee intrones, de manera que la modificacion de cualquier base afecta a una
zona de ADN codificante (Shigenaga, oujaoude, Chen, & Ames, 1994) y su

repercusion suele ser, por tanto, mas importante.

2.2.4.4. Dafio oxidativo a glicidos

Los glacidos reaccionan facilmente con los radicales OH*. Por ello, se ha
observado que diversos polisacaridos actian como agentes protectores celulares.
El dafo oxidativo a los glacidos reviste importancia cuando se trata de

polisacaridos de funcién estructural, ya que da lugar a procesos degenerativos.

2.3. EL ESTRES OXIDATIVO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En algunas situaciones, la produccion de moléculas oxidantes puede
exceder la capacidad antioxidante enddgena del organismo para destruirlas,
produciéndose un desequilibrio oxidativo. Este episodio da lugar a un EO, y al
dafio posterior sobre las biomoléculas, que se traduce en funciones celulares

alteradas y en la muerte celular (Pratico, 2001).

El sistema nervioso central (SNC) esta predispuesto al dano oxidativo
debido a que es rico en AGP], tiene un alto contenido de metales de transicion y
tiene una alta actividad metabolica oxidativa, que en su conjunto, actian como

potentes prooxidantes.

La fuente de especies oxidantes en el SNC incluye la presencia de metales
de transicion, una funciéon mitocondrial alterada y los péptidos A (Reddy & Beal,
2008). Todos estos factores no son independientes y, sobre todo en las primeras
etapas de la EA, AP podria entrar en la mitocondria donde podria aumentar la

generacion de las ERO y causar un dafo oxidativo.

Dependiendo del sustrato atacado por las ERO, el EO se manifestard como
una oxidacion del ADN y ARN, una oxidacién de las proteinas, una oxidacién de
los gltcidos o una oxidacion lipidica. Todos estos marcadores de EO han sido
descritos en el cerebro de pacientes con EA, lo que ha dado lugar a la “hipodtesis
del estrés oxidativo” en la EA (Butterfield, 1997, Markesbery, 1997; Smith,
Rottkamp, Nunomura, Raina, & Perry, 2000).
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2.3.1. Oxidacion de las proteinas

Las modificaciones oxidativas de las proteinas son importantes en el
envejecimiento y en las enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la
edad, como la EA (Markesbery, 1997; Stadtman, 1992), por lo que la investigacion
en la oxidacion de las proteinas es esencial para la comprension de cémo el EO

afecta a las funciones celulares y, finalmente, conduce a la muerte neuronal.

Las ERO pueden atacar las cadenas laterales de las proteinas, lo que
conlleva a la introducciéon de grupos OH o a la generacion de carbonilos
proteicos. Los grupos carbonilo se introducen en las proteinas mediante la
oxidacion de residuos de aminoacidos de la cadena lateral de OH, en derivados
de cetonas o aldehidos (Berlett & Stadtman, 1997). Una variedad de vias
oxidativas conducen a la carbonilacion de las proteinas (Isabella Dalle-Donne et
al., 2006). Los grupos carbonilo también se pueden introducir en las proteinas por

la oxidacién directa de residuos de lisina, arginina, prolina y treonina.

El aumento de los carbonilos proteicos reactivos fue la primera forma de
dafio oxidativo identificada en la EA (Smith et al.,, 1992), siendo entonces
detectados los dafios producidos por los carbonilos en las placas seniles (Smith et
al., 1994; Vitek et al., 1994), en los ovillos neurofibrilares (Smith et al., 1994; Yan et
al., 1994) y en el componente primario de la T (Ledesma, Bonay, Colaco, & Avila,
1994; Yan et al., 1994). La oxidacion proteica esta vinculada al cerebro con EA, por
un aumento de proteinas modificadas carboniladas (Hensley et al., 1995). Los
estudios han demostrado un aumento de carbonilos proteicos en el hipocampo y
en la corteza parietal de pacientes con EA, pero no en el cerebelo, donde hay
menos indicios de patologia en la EA (Hensley et al., 1995).

El primer uso de la protedmica para identificar especificamente proteinas
oxidadas en el cerebro con EA, mostrd varias proteinas como la creatina quinasa
(CK) y la glutamina sintasa (GS) (Butterfield, Boyd-Kimball, & Castegna, 2003).
Estas proteinas se ven mas afectadas por la oxidacion en la EA y, por lo tanto, son
mas propensas a la inactivacidon, lo que representa un paso importante en la
vinculaciéon de la neurodegeneracion en la EA con el EO. Se ha encontrado un
exceso de oxidacion proteica y una disminucion de la actividad de la GS y la CK
en los lébulos frontal y occipital de sujetos ancianos y pacientes con EA, en

comparacion con controles jévenes (Smith et al., 1991). El hallazgo de que la
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actividad de la GS se redujo en el l6bulo frontal en la EA ha sugerido que la
neuropatologia caracteristica de la EA, puede representar una vulnerabilidad
especifica de las areas o células cerebrales a la oxidacidn relacionada con la edad.
De acuerdo con esta idea, el hipocampo y el 16bulo parietal inferior, en los
pacientes con EA, tuvieron mayor contenido de carbonilos proteicos y menor
actividad de la GS y la CK que el cerebelo (Hensley et al., 1995; Smith et al., 1996),
lo que refleja, de nuevo, que el aumento de la oxidacion de proteinas se
correlaciona con la histopatologia de la EA.

Se cree que la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) es un
mecanismo importante en muchas enfermedades degenerativas, incluida la EA
(Arlt, Kontush, Muller-Thomsen, & Beisiegel, 2001). La paraoxonasa-1 (PON-1) es
una esterasa dependiente del calcio, la cual contribuye a la proteccion
antioxidante conferida por las lipoproteinas de alta densidad sobre la oxidacién
de las LDL. Ademas, la PON-1 es un potente inhibidor de la colinesterasa y una
arilesterasa que hidroliza el paraoxén, un metabolito toxico activo del paration,
para asi proporcionar proteccion contra el envenenamiento por organofosforados
y la metabolizacion de las neurotoxinas ambientales, que podrian ser
responsables de neurodegeneracion. Se ha sugerido que la actividad paraoxonasa
es significativamente menor en los pacientes con EA (Schuessel, Leutner, Cairns,
Muller, & Eckert, 2004).

El aumento de la nitracion de proteinas en el cerebro con EA apoya la teoria
de que el estrés nitrosativo también contribuye a la neurodegeneracion en la EA
(Castegna et al., 2003; Dalle-Donne et al., 2005; Sultana et al., 2006). La nitracién
de proteinas también aumenta la susceptibilidad de las proteinas del cerebro a la
degradacion proteosomal (Gow, Duran, Malcolm, & Ischiropoulos, 1996). La
sobreexpresion de la Oxido nitrico sintasa inducible y la dxido nitrico sintasa
neuronal podria ser responsable de un aumento de los niveles de ERN. Se han
observado niveles elevados de proteinas nitradas presentes en el cerebro y en el
LCR de pacientes con EA, lo que implica un papel importante de las ERN en la
EA (Castegna et al, 2003; Hensley et al, 1998; Sultana et al.,, 2006). Otro
mecanismo potencial de la oxidacion de las proteinas esta relacionado con el
radical téxico ONOQO:, formado en la reacciéon del O2*- con el ON (Teunissen, de
Vente, Steinbusch, & De Bruijn, 2002). La formacion de ONOO- puede ocurrir bajo
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condiciones de EO en combinacion con la sintesis continua de ON (Chiueh, 1999;
Dawson & Dawson, 1998). Aunque el mecanismo no es universalmente aceptado,
se cree que la formacidn de la 3-nitrotirosina (3-NT) se produce por la reaccion del
ONOO- con los residuos de tirosina de las proteinas (Teunissen et al., 2002). La 3-
NT y la o-tirosina son productos finales de los carbonilos, los cuales son
resistentes a la hidrolisis acida, y normalmente no estdn presentes en las
proteinas, pero son ampliamente utilizados como marcadores de la oxidacion de
proteinas (Pratico & Delanty, 2000). Se han observado niveles elevados de 3-NT
en el hipocampo, 16bulo parietal inferior, en regiones neocorticales del cerebro
con EA y en el LCR ventricular, en comparacién con controles de la misma edad
(Smith, Richey Harris, Sayre, Beckman, & Perry, 1997, Tohgi et al., 1999).
Sorprendentemente, se observd que los niveles de 3-NT disminuyeron con el
curso de la EA y la formacion de la lesion, lo que sugiere que la histopatologia de
la EA estd ligada a cambios compensatorios intracelulares contra el EO
(Nunomura et al., 2001). Estas observaciones indican que el EO en las proteinas es

un evento temprano en la patogénesis de la EA.

2.3.2. Oxidacion de los lipidos

La peroxidacion lipidica es un proceso donde los lipidos reaccionan con el
oxigeno molecular. Es un proceso donde estan implicadas las ERO, las cuales
atacan a los atomos de hidrogeno de los lipidos, principalmente lipidos
poliinsaturados, para formar un ROO* (Gutteridge, 1995). Como resultado de la
peroxidaciéon de los lipidos, se puede observar un dafo estructural de las
membranas celulares y la generacion de productos oxidados, algunos de los
cuales son quimicamente reactivos y modifican covalentemente a las
macromoléculas, por lo que se cree que son los principales efectores del dafio
tisular (Montine et al., 2004). En la circulacién sanguinea, se cree que la oxidacion
de los 4cidos grasos insaturados, transportados en las lipoproteinas, juega un
papel clave en el desarrollo y la progresion de la EA (Mielke & Lyketsos, 2006).
Las placas seniles, los ovillos neurofibrilares y la pérdida de neuronas en el
cerebro con EA, son el resultado de anormalidades en la peroxidacion lipidica y el
metabolismo, que pueden ser causadas o incrementadas por A3 (Lane & Farlow,
2005; Smith, Cappai, & Barnham, 2007).



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 63

El grado de peroxidacion lipidica se puede evaluar cuantitativamente
mediante la medicion de los niveles de sus productos finales, por ejemplo, la
medicion del MDA por el test de las sustancias reactivas al acido tiobarbitarico
(TBARS), o la medicion de aldehidos e isoprostanos (Pratico & Delanty, 2000). La
mayoria de los estudios han demostrado niveles altos de MDA y/o TBARS en el
cerebro con EA (Lovell, Ehmann, Butler, & Markesbery, 1995), aunque otros
estudios no han encontrado alteraciones o han encontrado una reduccién de los
niveles de este biomarcador (Hayn et al., 1996; Schuessel et al., 2004). Algunos
investigadores han demostrado un claro incremento en la produccién de TBARS
en los eritrocitos (Kawamoto et al,, 2005), y en los niveles de MDA en los
fibroblastos y linfocitos (Cecchi et al., 2002), pero se observd que los niveles

plasmaticos de MDA en la EA eran normales (Kalman et al., 1994).

La oxidacion de los AGPI, da como resultado la produccién de multiples
aldehidos, por ejemplo, el 4-hidroxi-2,3-nonenal (HNE), el cual puede modificar
las proteinas, promoviendo la agregacion de las mismas (Camandola, Poli, &
Mattson, 2000). El analisis de cerebros con EA ha demostrado un aumento del
HNE libre en la amigdala, el hipocampo y en el giro parahipocampal, en
comparacion con controles de la misma edad (Markesbery & Lovell, 1998). Este
aumento de la concentracidn se corresponde con las regiones que muestran las
alteraciones histopatoldgicas mas llamativas de la EA. Un aumento significativo
del HNE libre en el LCR y en el suero de enfermos de Alzheimer proporciona un
biomarcador potencial para la enfermedad (Lovell, Ehmann, Mattson, &
Markesbery, 1997, McGrath et al., 2001). Ademas, el HNE est4 elevado en las
neuronas tratadas con AP (1-42) (Boyd-Kimball, Abdul, Reed, Sultana, &
Butterfield, 2004; Lauderback et al., 2001). El HNE es capaz de la inhibicion de los
transportadores neuronales de glucosa y glutamato, de la inhibicion de las Na-K
ATPasas, la activacion de quinasas y de la desregulacion de la sefializacion de
calcio intracelular que, en dltima instancia, induce un mecanismo de cascada
apoptdtica (Mattson & Chan, 2003; Tamagno et al., 2003). Por lo tanto, la
evidencia muestra que el HNE es uno de los principales productos citotoxicos de
la peroxidacion lipidica. Después de la peroxidacion lipidica, el tnico aducto
conocido actualmente, formado a partir de la modificacion de proteinas por el
HNE en los casos de EA, es una modificacion 2-pentilpirrol de la lisina. Estos

hallazgos, junto con la demostracion de que el HNE es citotoxico para las
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neuronas e impide la funciéon de las proteinas de membrana, incluyendo el
transportador de glucosa neuronal GLUT 3, indican que el HNE es un marcador
caracteristico y una toxina que conduce a la neurodegeneracion en la EA (Bruce-
Keller et al., 1998).

Los isoprostanos son isémeros de las prostaglandinas, y son productos
finales, quimicamente estables, de la oxidacién de los AGPI, catalizada por las
ERO. Han sido detectados niveles elevados de F2-isoprostanos en el cerebro con
EA (Pratico, Lee, Trojanowski, Rokach, & Fitzgerald, 1998) y en la orina de
pacientes con EA (Pratico et al., 1998). También se observaron niveles elevados de
8,12-is0-iPF2a-VI y iPF2a-1II como F2-isoprostanos especificos, en el LCR, sangre
y orina de individuos con EA (Pratico et al., 2000; Tuppo et al., 2001), aunque
otros investigadores no pudieron confirmar estos hallazgos respecto a las

concentraciones de F2-isoprostano en plasma y orina (Montine et al., 2002).

La Apo E es la principal apolipoproteina en el SNC, capaz del transporte de
lipidos y de la regulacion del metabolismo lipidico. El aumento del riesgo de EA
asociado a la Apo E4 puede ser modulado por la dieta, por los factores de riesgo
vascular, y por los polimorfismos genéticos que afectan la funciéon de otras
proteinas transportadoras y enzimas implicadas en la homeostasis de lipidos del
cerebro (Dietrich et al., 2005; Galbusera et al., 2004). Por otra parte, la herencia del
alelo Apo E4 representa el factor de riesgo genético mas fuerte para la EA
esporadica. Las evidencias sugieren que las isoformas de Apo E pueden influir en
la distribucion celular de productos de la peroxidacion de lipidos en el cerebro y,
por lo tanto, pueden contribuir al riesgo de EA asociado con la Apo E4 (Bassett &
Montine, 2003). Ademads, la enzima lipoxigenasa 12/15 estd aumentada en las
regiones frontal y temporal afectadas de los cerebros con EA, y la activacién de
esta enzima se produce de forma temprana en el curso de la EA, antes de la
aparicion de la demencia, lo que implica a la lipoxigenasa 12/15 en la
peroxidacion lipidica, en la patogénesis de la EA (Yao, Clark, Trojanowski, Lee, &
Pratico, 2005).
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2.3.3. Oxidacion de los glucidos

La glicacion ha sido responsable de muchas enfermedades relacionadas con
la edad (Kuhla et al., 2007; Sato et al., 2006). La glicacion de las proteinas
comienza como una reacciéon no enzimatica, con la condensacion espontanea de
grupos cetona o aldehidos de azucares, con un grupo aminodcido libre, para
formar una base de Schiff 1abil. Después, una cascada de reacciones da como
resultado la formacién de productos finales de glicacién avanzada (AGE), como
por ejemplo la pentosidina y la N-epsilon-carboximetil-lisina (Richter et al., 2005),
que estan compuestas de agregados de proteinas heterogéneas irreversiblemente
reticuladas. El receptor de los AGE, conocido como RAGE, es también un receptor
del AB (Geroldi, Falcone, & Emanuele, 2006; Sato et al., 2006). La combinacién de
los AGE y la RAGE puede causar EO, causado por la producciéon de sustancias
reactivas al acido tiobarbittrico, por la produccion de hemooxigenasa-1, y por la
activacion del factor de transcripcion nuclear kappaB (NF-kB). La unién del Af3
con el RAGE también induce la expresion del factor estimulante de colonias de
macrofagos, que media la activacion microglial (Huang, Liu, Grundke-Igbal,
Igbal, & Gong, 2005; Yan et al., 1997). Esto introduce una via inflamatoria, de
acuerdo con un procedimiento que vincula los procesos oxidativos y la
inflamacion en la EA (Boissiere et al.,, 1997; Gao et al., 2002). Ademas, se ha
observado un aumento de las cantidades de AGE en las placas seniles y en los
ovillos neurofibrilares en la EA (Girones et al., 2004; Vitek et al., 1994), mientras
que los niveles cerebrales de pentosidina y N-epsilon-carboximetil-lisina fueron
similares en los pacientes con EA y en los controles (Seidl, Schuller, Cairns, &
Lubec, 1997), refutando la hipdtesis de la glicacion.

También se han observado cantidades elevadas de proteinas oxidadas
(Choi, Malakowsky, Talent, Conrad, & Gracy, 2002) y una mayor tasa de glicacion
de proteinas (Riviere, Birlouez-Aragon, & Vellas, 1998) en el plasma de pacientes
con EA.

2.3.4. Oxidacion del ADN y ARN

Las ERO también pueden causar dafio oxidativo al ADN nuclear y

mitocondrial. Dentro de este dafio oxidativo se incluyen, las alteraciones de las
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bases, la oxidacidon de la desoxirribosa, los intercambios de croméatidas hermanas,
y el entrecruzamientos entre proteinas y ADN (Sohal & Weindruch, 1996). Las
ERO, en particular los OH*, interactian con el ADN, generando diversos
productos de las bases del ADN, tales como la 8-OHdG, 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina,  8,5'-ciclo-2’-desoxiguanosina, =~ 8-hidroxiadenina,  2-
hidroxiadenina, glicol timina, y glicol citosina (Wiseman & Halliwell, 1996). La
guanina, al tener el potencial de oxidacién mas bajo de las cuatro bases del ADN,
es la base que se oxida con mas facilidad y, por lo tanto, es la mas utilizada para el
analisis de la oxidacion del ADN. La 8-OHdG es el marcador mds predominante
del dafio oxidativo del ADN in vivo, resultante del ataque del radical OH" a la
desoxiguanosina, y se puede medir por medio de cromatografia liquida de alta
resoluciéon con deteccion electroquimica, técnicas de cromatografia de
gases/espectrometria de masas (Pratico & Delanty, 2000; Shigenaga, Aboujaoude,
Chen, & Ames, 1994), y por ensayos por inmunoadsorcion ligado a enzimas.

Se ha observado un aumento del dafio oxidativo al ADN mitocondrial en el
envejecimiento y en varias regiones del cerebro con EA, lo que indica que la
oxidacion del ADN tiene un papel en la patologia de la EA (Lyras, Cairns, Jenner,
Jenner, & Halliwell, 1997). Del mismo modo, el dafio al ADN nuclear, producido
por las ERO, se incrementa en la EA (Gabbita, Lovell, & Markesbery, 1998;
Markesbery & Carney, 1999). La evidencia también muestra niveles elevados de
los productos de la oxidacion del ADN en el LCR de pacientes con EA (Lovell,
Gabbita, & Markesbery, 1999). Se ha demostrado que la oxidacion del ADN
aumenta con la edad, observandose un aumento de la 8-OHdG en la corteza

cerebral y el cerebelo (Mecocci, Macgarvey, & Beal, 1994).

También ha sido observado un efecto directo de AP en la oxidacion del
ADN en las células PC12 neuronales, sugiriéndose que los RL generados por A3
causan alteraciones oxidativas del ADN, incluyendo dimeros de purina (Duker et
al., 2001).

Un estudio que examind la relacion entre los productos de oxidacion 8-
OHdG, 8-hidroxiguanosina (8-OHG) y las lesiones de la EA en las etapas
tempranas de la enfermedad, indic6 que los marcadores de EO estan presentes en
las neuronas sin ovillos neurofibrilares (Nunomura et al., 1999), lo que confirma la

primacia del EO, que se produce décadas antes de la aparicion de la enfermedad.
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Por otra parte, las neuronas que contienen ovillos neurofibrilares mostraron una
disminucion relativa en el nivel de 8-OHG, en comparaciéon con las neuronas
libres de ovillos neurofibrilares. Estas observaciones también apuntan a que el
dafio oxidativo es un evento temprano en la patogénesis de la EA, y que
disminuye con la progresiéon de la enfermedad, lo que sugiere mecanismos

intracelulares compensatorios que reducen el EO (Nunomura et al., 2001).

Los estudios han demostrado entre un 30-70% de oxidacién del ARN
mitocondrial en la corteza frontal del cerebro con EA, en comparacion con un 2%
de oxidacién en los controles de la misma edad (Shan & Lin, 2006). También se ha
observado un aumento de los niveles de 8-OHG en el hipocampo y el neocortex
del cerebro con EA, mientras que el nivel cerebral de 8-OHG no fue alterado en
comparacion con los controles (Ding, Markesbery, Cecarini, & Keller, 2006;
Nunomura et al., 1999; Shan, Tashiro, & Lin, 2003). Se ha identificado un aumento
de la 8-OHdG, no sdélo en el tejido cerebral, sino también en el LCR de los sujetos
con EA (Abe, Tohgi, Isobe, Murata, & Sato, 2002). La oxidacién del ARN en el
cerebro con EA podria hacer que la célula fuese incapaz de iniciar la sintesis de
proteinas, lo que dificultaria la defensa de la célula contra un mayor dafio

oxidativo, un efecto observado en la EA (Ding et al., 2006).

2.4. LA INFLAMACION EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La inflamacién es un proceso fisiolégico en respuesta a un dafno en los
tejidos, que puede ser producido por una infeccién microbiana patogena, por una
irritacion quimica o directamente por heridas en los tejidos. En la etapa mas
temprana de la inflamacion, los neutrdfilos son las primeras células en migrar a
los lugares inflamados, bajo la regulacion de moléculas producidas por
macrofagos y mastocitos, que se encuentran preestacionados en los tejidos. A
medida que la inflamacién progresa, varios tipos de leucocitos, linfocitos y otras
células inflamatorias se activan y son atraidos por el sitio inflamado, a través de
una red de sefales que implican un gran numero de factores de crecimiento,

citoquinas y quimioquinas (Belardinelli et al., 2006).

La inflamacién puede ser local o sistémica, y puede ser clasificada como
aguda o crénica. La inflamacion aguda es una respuesta no especifica y de corta

duracién a un estimulo dafiino, iniciado por varios mediadores quimicos que
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promueven cambios celulares y vasculares, caracterizados por la vasodilatacion, y
el flujo de plasma y leucocitos al sitio de la lesion, seguido de la reparacion del
tejido dafiado (Kundu & Surh, 2012). La inflamacién aguda es fundamentalmente
una respuesta protectora cuyo fin es prevenir el dafio de los tejidos y/o iniciar el
proceso de reparacion. Si la respuesta inflamatoria aguda falla para eliminar el
patdgeno, el proceso inflamatorio persiste y adquiere nuevas caracteristicas. La
inflamacion cronica puede producirse cuando hay una resolucién inadecuada de
la inflamacién aguda, la cual puede resultar perjudicial y puede conducir a la
enfermedad (Federico, Morgillo, Tuccillo, Ciardiello, & Loguercio, 2007). Muchas
enfermedades crénicas inflamatorias, que no son causadas por una infeccion o
por un dafio, parecen estar asociadas a la disponibilidad continua de alimentos
ricos en calorias, a un bajo nivel de actividad fisica, a la exposicién a compuestos

toxicos y a una edad avanzada (Medzhitov, 2008).

Los procesos inflamatorios de la inmunidad innata participan en numerosos
cambios de los tejidos, durante el envejecimiento normal y en la mayoria de las
enfermedades degenerativas cronicas que ocurren durante el envejecimiento. El
fenomeno del envejecimiento estd asociado con una alta incidencia de
enfermedades inflamatorias y tiene varios elementos de la respuesta inflamatoria
crénica. Ademas del EO, se sabe que los eventos inflamatorios crénicos participan

en el declive de las funciones fisioldgicas del organismo.

Las respuestas inflamatorias son parte de las defensas inmunoldgicas del
organismo hacia los patdgenos, y son respuestas de los tejidos hacia un dafo. A
nivel molecular, las infecciones sistémicas y las heridas traumaticas pueden
desencadenar respuestas inmunes innatas de forma rdpida, con la secrecion
hepética de interleuquina (IL) -6 y factor de necrosis tumoral (TNF) -a que
median en el metabolismo energético sistémico y la inmunidad adaptativa. IL-1,
IL-6 y TNF-a son ejemplos de citoquinas proinflamatorias, mientras que IL-10, IL-
13 y el inhibidor de proteasa de leucocitos de secrecion entran en la categoria de
las citoquinas antiinflamatorias. Estos mediadores pro y antiiflamatorios son
sintetizados y liberados por una amplia variedad de células en respuesta a una

infeccion, un dafo tisular, y a otros estimulos bioquimicos.

Las prostaglandinas y los leucotrienos son metabolitos lipidicos, derivados

del 4acido araquiddnico, con potentes caracteristicas proinflamatorias y
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potencialmente patogénicas. Estas sustancias son importantes mediadores
proinflamatorios y pueden inducir la produccion de ERO, conduciendo al dafio
de los tejidos (Yu & Chung, 2001).

La ciclooxigenasa (COX) y la lipooxigenasa (LOX), enzimas fundamentales
en la cascada de sintesis de las prostaglandinas, convierten el acido araquidénico
a prostaglandinas H2 y leucotrienos, y generan ERO, particularmente durante el
envejecimiento, debido al incremento de las actividades de COX y LOX (Zou et
al., 2009). Niveles elevados de COX y LOX son un importante factor en la
inflamacion molecular (Zou et al, 2009). Ademas, un incremento de las
prostaglandinas proinflamatorias y un descenso de las prostaglandinas
citoprotectoras han sido asociados con el envejecimiento (Choi & Yu, 1998).

La inflamacion del cerebro es una caracteristica patologica de la EA, sin
embargo, las caracteristicas inflamatorias tales como hinchazén, calor y dolor no
estan presentes en el cerebro y por lo tanto, nos referimos a una inflamacion
crénica en lugar de una inflamacién aguda (Akiyama et al., 2000). Un rasgo
caracteristico de los tejidos inflamados de forma croénica es la presencia de un
mayor nimero de monocitos, asi como derivados de monocitos macréfagos
tisulares, es decir, células de microglia en el SNC (Akiyama et al., 2000; Mitchell &
Cotran, 2003). La inflamacion se produce claramente en las regiones
patologicamente vulnerables del cerebro con EA, con una mayor expresion de
proteinas de fase aguda y citoquinas proinflamatorias que son apenas evidentes
en el cerebro sano (Cacquevel, Lebeurrier, Cheenne, & Vivien, 2004; Finch &
Morgan, 2007; Griffin & Mrak, 2002; Mrak & Griffin, 2005). Microglia, astrocitos y

neuronas son responsables de la reaccion inflamatoria.

Las células fuertemente activadas producen mediadores inflamatorios tales
como citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, proteinas inflamatorias de
macréfagos, proteinas quimioatrayentes de monocitos, prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, factores de coagulacién, ERO (y otros radicales), ON,
factores de complemento, proteasas, inhibidores de proteasa, pentraxinas, y la
proteina C reactiva (Akiyama et al., 2000; Griffin et al., 1998; Town, Nikolic, &
Tan, 2005; Tuppo & Arias, 2005).

La hipotesis es que la naturaleza de las placas de AB y los ovillos

neurofibrilares estimulan una reaccién inflamatoria crénica en el cerebro para
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limpiar estos desechos (Town et al, 2005). Estas placas contienen neuritas
distréficas, microglia activada y astrocitos reactivos (Akiyama et al., 2000;
Dickson et al.,, 1988; Rogers, Lubernarod, Styren, & Civin, 1988). Las fibrillas
amiloides agregadas y los mediadores inflamatorios secretados por las células
microgliales y astrociticas, contribuyen a la distrofia neuronal que aparece en el
cerebro con EA (Findeis, 2007; Nussbaum & Ellis, 2003). La glia activada de forma
crénica, ademas, puede matar a las neuronas adyacentes mediante la liberacion
de productos altamente téxicos como ERO, ON, enzimas proteoliticas o
aminodcidos excitatorios (Halliday, Robinson, Shepherd, & Kril, 2000). Los
mediadores inflamatorios y las condiciones de estrés, a su vez, aumentan la
produccién de APP y el procesamiento amiloidogénico de APP para inducir la
produccién del péptido p-amiloide-42 (Ap-42). Estas circunstancias también
inhiben la formacién de la fraccién de APP soluble que tiene un efecto protector
neuronal (Atwood et al, 2003; Friedlander, 2003; Misonou, Morishima-
Kawashima, & Ihara, 2000). Por otra parte, AP induce la expresion de citoquinas
proinflamatorias en las células gliales en un circulo vicioso (Griffin et al., 1998;
Lindberg, Hjorth, Post, Winblad, & Schultzberg, 2005), la activacion de la cascada
del complemento (Aisen, 1997; McGeer et al., 1993), y la estimulacién de los
sistemas de enzimas inflamatorias tales como la éxido nitrico sintasa inducible y
la enzima COX-2. Varias lineas de evidencia sugieren que todos estos factores
pueden contribuir a la disfuncién neuronal y a la muerte celular (Abbas et al.,
2002; Brown & Bal-Price, 2003).

2.4.1. La microglia

La microglia constituye alrededor del 10% de las células en el sistema
nervioso. Estas células representan la primera linea de defensa contra la invasion
de agentes patogenos u otros tipos de lesiones en el tejido cerebral. En situaciones
patoldgicas, tales como enfermedades neurodegenerativas, apoplejia, lesion
traumatica e invasion tumoral, estas células se activan, migran y rodean a las
células dafiadas o muertas, y posteriormente limpian los desechos celulares de
esas zonas. Esta accidn es similar a la realizada por los macrofagos fagociticos

activos del sistema inmune periférico (Fetler & Amigorena, 2005).
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La evidencia actual apunta hacia un papel central de la inflamacion en la
EA. Esta inflamacién esta mediada por citoquinas proinflamatorias que crean una
interaccién inflamatoria crénica y autosostenible entre la microglia y los astrocitos

activados, las neuronas estresadas y las placas de Af.

Se ha sugerido que la microglia se asocia, preferentemente, con ciertos tipos
de placa amiloide (D'Andrea, Cole, & Ard, 2004), y que los péptidos amiloides y
su proteina precursora APP son potentes activadores gliales (Barger & Harmon,
1997), sin embargo, la alteracién del gen APP y sus productos proteoliticos
retrasan y disminuyen la activacién microglial (DeGiorgio et al.,, 2002). Esta
activacion es directamente dependiente de la carga amiloide. También se ha
observado que el tratamiento con péptidos rompedores de hojas beta se traduce

en la reduccién de la inflamacion cerebral (Permanne et al., 2002).

AP es capaz de estimular el NF-kB dependiente de la via que se requiere
para la produccién de citoquinas (Combs, Karlo, Kao, & Landreth, 2001). La
posterior activacion de la via de la proteina quinasa activada por mitégeno, por la
union de A a la superficie de la célula microglial, induce la expresiéon de genes
proinflamatorios y conduce a la produccion de citoquinas y quimioquinas (Ho,
Drego, Hakimian, & Masliah, 2005).

En algunas situaciones el papel de la microglia es beneficioso, ya que la
microglia activada puede reducir la acumulacion de A3 mediante el aumento de
su fagocitosis, su aclaramiento y su degradacion (Frautschy et al., 1998; Qiu et al.,
1998). La microglia también puede secretar una serie de factores solubles, tales
como los factores neurotréficos derivados de la glia, que son potencialmente
beneficiosos para la supervivencia de las neuronas (Liu & Hong, 2003). Se
propuso, por lo tanto, que la activacion microglial por inmunizacién activa podria
ser un mecanismo valido para la eliminaciéon de las placas seniles (Gelinas,
DaSilva, Fenili, St George-Hyslop, & McLaurin, 2004), sin embargo, debido a que
un ensayo en humanos de una vacuna contra A3 produjo en algunos pacientes
meningoencefalitis, este tratamiento se interrumpié (Holmes et al., 2008). Se ha
descubierto que la vacunacion nasal en ratones es capaz de disminuir Ap. El
grado de esta reduccidén se correlaciond con la activacion microglial, lo que
sugiere que puede ser un enfoque prometedor para la inmunizacién humana
contra AQ (Frenkel, Maron, Burt, & Weiner, 2005).
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2.4.2. Los astrocitos

Se sabe que los astrocitos son células importantes para el aclaramiento y la
degradacion de A, para proporcionar soporte trofico a las neuronas, y para
formar una barrera protectora entre los depositos de AP y las neuronas (Rossner,
Lange-Dohna, Zeitschel, & Perez-Polo, 2005). La presencia de un gran niimero de
astrocitos asociados con los depdsitos de Af3 en la EA sugiere que estas lesiones

generan moléculas quimiotacticas que median el reclutamiento de astrocitos.

Bajo ciertas condiciones relacionadas con el estrés cronico, sin embargo, el
papel de los astrocitos puede no ser beneficioso. Un estudio sugiere que los
astrocitos también podrian ser una fuente de A3, debido a que sobreexpresan la
enzima [3-secretasa de APP BACEI1 en respuesta al estrés cronico (Rossner et al.,
2005). Experimentos in vitro e in vivo sugieren, sin embargo, que los astrocitos

inflamatorios activos no generan cantidades significativas de estas moléculas.

2.4.3. El sistema del complemento

El sistema del complemento representa un sistema de ataque complejo y
regulado, disenado para destruir a los patdogenos y para ayudar en la fagocitosis
de los materiales de desecho. Los componentes de este sistema llevan a cabo
cuatro funciones principales: el reconocimiento, la opsonizacidn, la estimulacion
inflamatoria y la destrucciéon directa a través del complejo de ataque de
membrana (McGeer & McGeer, 2002). Las proteinas del complemento interacttian
con receptores de superficie celular para promover una respuesta inflamatoria
local, que contribuye a la proteccidn y a la curacidon del huésped. La activacion del
complemento produce inflamacién y dano celular, sin embargo, es esencial para
eliminar restos de células y agregados de proteinas potencialmente toxicas (Shen
& Meri, 2003).

El sistema del complemento se compone de unas 30 proteinas asociadas a la
membrana celular que pueden ser activadas por diferentes vias: la via clasica (que
implica a los componentes Clq, Clr, Cls, C4, C2 y C3) se activa principalmente
por la interaccion de Clq con complejos inmunes (antigenos de anticuerpos), pero
la activacion también se puede lograr después de la interaccion de Clq con

moléculas no inmunes, tales como moléculas de ADN, ARN, proteina C reactiva,
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amiloide P del suero, lipopolisacdridos bacterianos, y algunas membranas de
hongos y virus. El inicio de la via alternativa (que implica a C3, factor B, factor D,
y properdina) no requiere la presencia de complejos inmunes y conduce a la
deposicion de fragmentos de C3 en las células diana. La red molecular de las
cascadas del complemento cldsica y alternativa, con el reconocimiento de
patrones, la activacién proteolitica, las funciones de los fragmentos en la
fagocitosis y estimulacion de la defensa inmune del huésped, se han revisado en
detalle en otros estudios (Bohlson, Fraser, & Tenner, 2007; Gasque, 2004; Kohl,
2006).

Muchas proteinas y receptores del complemento pueden sintetizarse
localmente en el cerebro (Barnum, 1995; Morgan & Gasque, 1996; Nataf, Stahel,
Davoust, & Barnum, 1999). La activacion del sistema del complemento se ha
observado en el cerebro en diferentes enfermedades inflamatorias vy
degenerativas, por ejemplo, en la EA, en la esclerosis multiple y en el derrame
cerebral (Bonifati & Kishore, 2007; Morgan & Gasque, 1996; Shen & Meri, 2003).
Sorprendentemente, la defensa del complemento mas potente en el cerebro
humano parece estar localizada en los astrocitos, los cuales pueden expresar todos
los componentes de las vias cldsica y alternativa, tales como C1-C9, factores
reguladores B, D, H, I, y varios receptores del complemento, como por ejemplo,
ClgR, C3aR y C5aR (Barnum, 1995; Morgan & Gasque, 1996). En cambio, las
células microgliales exhiben un conjunto mas reducido de las proteinas del
complemento, como por ejemplo, Clq, C3 y los receptores C1qR, CR3, y C5aR,
que apoyan la captacion fagocitica de estructuras especificas. Curiosamente, las
neuronas también expresan varias proteinas reguladoras, tales como factores H y
S, asi como los receptores C1gR, C3aR y C5aR (Benard et al., 2008; O'Barr et al.,
2001).

Diversos articulos de investigacion han descrito como el sistema del
complemento del cerebro esta activado en la EA (Bonifati & Kishore, 2007; Shen &
Meri, 2003; Tenner, 2001). Ademads, parece ser que este sistema es activado en una
etapa muy temprana de la enfermedad. Los péptidos AP pueden activar la
cascada del complemento sin la presencia de anticuerpos. Estos péptidos, ademas,
pueden producir componentes del complemento (Rogers et al., 1992). La proteina

Clq se localiza principalmente en las neuronas, junto con las placas neuriticas,
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tanto en la corteza frontal como en el hipocampo (Afagh, Cummings, Cribbs,
Cotman, & Tenner, 1996). Curiosamente, la proteina C1q estd presente so6lo en las
placas amiloides tioflavina-positivas que contienen la conformacién de hojas beta
(Afagh et al., 1996), mostrando que C1q puede afectar el proceso de agregacion de

amiloide.

Por otro lado, existe una amplia literatura que demuestra que el sistema del
complemento también tiene un papel neuroprotector en la neuroinflamacion
(Bohlson et al., 2007, Mukherjee & Pasinetti, 2000; Shen & Meri, 2003; Tenner,
2001). Por ejemplo, la inhibicion del sistema del complemento claramente podria
aumentar la formacion de la placa amiloide y la neurodegeneraciéon en ratones
transgénicos con EA (Maier et al., 2008). Se observé también que la inhibicién del
complemento C3 agravoé la neuropatologia en ratones con EA (Wyss-Coray et al.,
2002). La actividad de la proteina Clq en el aclaramiento de las células
apoptoticas y los agregados de AP en las células gliales, puede ser la causa

principal de la neuroproteccion.

2.4.4. Las quimioquinas

Experimentos recientes se han centrado en comprender el papel que juegan

las quimioquinas y sus receptores en la neuroinflamacion que aparece en la EA.

La familia de las quimioquinas se compone de mas de 50 moléculas
diferentes que se encargan de la quimiotaxis, de la extravasacion de tejidos, y de
la modulacién de la funcion de los leucocitos durante la inflamacion (Luster, 1998;
Owens, Babcock, Millward, & Toft-Hansen, 2005). La importancia de la
generacion de quimioquinas en el cerebro de pacientes con EA estd remarcada
por el hecho de que estas moléculas pueden ser fuertes reguladores de la
migracion microglial y del reclutamiento de los astrocitos en el 4rea de la
neuroinflamacién. Por tanto, son responsables de la extension de la inflamacién

local.

Si bien se ha informado de que las quimioquinas ejercen una accion
fisioldgica en el cerebro sano (Hesselgesser & Horuk, 1999), la mayoria de los
estudios se han centrado en el patron de expresiéon de las quimioquinas y de sus

respectivos receptores en enfermedades neuroldgicas, tales como la esclerosis
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multiple, la lesion cerebral traumatica y el derrame cerebral. Todos estos
trastornos comparten la interrupcion de la barrera hematoencefdlica como un
suceso patogénico importante, permitiendo posteriormente que los leucocitos
periféricos se infiltren en el lugar de la lesion (Glabinski & Ransohoff, 1999). Por
el contrario, no existe evidencia convincente para la alteracién de la barrera

hematoencefalica o la infiltracién significante de leucocitos en el cerebro con EA.

Sin embargo, se ha observado que varias quimioquinas y receptores de
quimioquinas pueden ser reguladas en el cerebro con EA (Xia & Hyman, 1999).
Las quimioquinas pueden desempefiar un papel importante en el reclutamiento
de la microglia y astroglia al lugar de la deposicion de AB. A estimula los
monocitos humanos generando quimioquinas como la IL-8, la proteina
quimiotactica de monocitos (MCP) -1, la proteina inflamatoria de macréfagos
(MIP) -1a y MIP-1§ in vitro. La microglia cultivada a partir de autopsias de
pacientes con EA y pacientes sin demencia revelan un aumento de la expresion de
IL-8, MCP-1 y MIP-1a después de la exposicion experimental a AB. Apoyando la
hipdtesis de que los astrocitos contribuyen activamente al componente
inflamatorio de la enfermedad, se ha detectado la proteina MIP-1a en astrocitos

reactivos cercanos a las placas de A(.

2.4.5. Las neuronas

Antiguamente se creia que las neuronas eran meros espectadores pasivos en
la neuroinflamacién, sin embargo, la evidencia mas reciente sugiere que las
neuronas pueden generar moléculas inflamatorias. Asi, las neuronas pueden
servir como fuente de complemento, de prostanoides derivados de COX-2 (Davis
& Laroche, 2003; Pavlov & Tracey, 2005), de varias citoquinas (Gong, Qin, Betz,
Liu, & Yang, 1998; Orzylowska, Oderfeld-Nowak, Zaremba, Januszewski,
&Mossakowski, 1999; Suzuki et al., 1999; Yermakova & O'Banion, 2000) y del
factor estimulante de colonias de macrofagos (MCSF) (Du Yan et al., 1997).

Aunque la expresion de COX-2 es impulsada por la actividad fisiolégica
sindptica (Yermakova & O'Banion, 2000), y por lo tanto puede ser considerada
como una proteina expresada de forma fisioldgica en una subclase de neuronas, la
inflamaciéon inducida por la generacion de prostanoides puede contribuir a la

destruccion neuronal. Como un factor adicional, la expresiéon de la enzima
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inflamatoria 6xido nitrico sintasa inducible, puede degenerar neuronas en el
cerebro con EA (Heneka et al., 2001; Lee, Zhao, Hirano, & Dickson, 1999;
Vodovotz et al., 1996). También existen pruebas contundentes sobre la éxido
nitrico sintasa inducible, relacionadas con la formacién a largo plazo de ON y la
liberacion de ON dependiente del ONOO- (Smith et al., 1997). Se ha demostrado
que los derivados gliales y neuronales de ON son la causa de disfuncién neuronal

y muerte celular in vitro e in vivo (Boje & Arora, 1992; Heneka et al., 1998).

2.4.6. Las citoquinas

Las citoquinas son pequefias proteinas no estructurales, con pesos
moleculares que varian de 8 a 40 kDa. Originalmente llamadas linfoquinas y
monoquinas para indicar sus fuentes celulares, pronto quedé claro que el término
“citoquina” era la mejor descripcion, ya que casi todas las células nucleadas son
capaces de sintetizar estas proteinas y, a su vez, también son capaces de
responder a estas moléculas. Sus actividades bioldgicas nos permiten agruparlas

en clases diferentes.

Las citoquinas son secretadas por una variedad de células inmunes (por
ejemplo, linfocitos T, macrofagos, células asesinas naturales) y células no inmunes
(por ejemplo, células de Schwann y fibroblastos). Los efectos bioldgicos inducidos
por las citoquinas incluyen la estimulacién o inhibicién de la proliferacion celular,
la citotoxicidad/apoptosis, la actividad antiviral, el crecimiento y la diferenciacion
celular, las respuestas inflamatorias, y la regulacion de la expresion de proteinas
de membrana de superficie. La funcién principal de las citoquinas es la regulacion
de la diferenciacion de células T a partir de células no diferenciadas, para dar
células T-helper 1y 2, células T reguladoras, y células T-helper 17 (Steinman,
2007). Estas proteinas reguladoras incluyen IL, interferones (IFN), factores
estimulantes de colonias (CSF), TNF, y ciertos factores de crecimiento (GF)
(Meager, 2004, 2005).

Se ha demostrado que muchas de estas citoquinas son producidas por las
neuronas o células gliales, y hay una serie de estudios que indican cambios en sus
niveles en la sangre, LCR y en el cerebro con EA. Los niveles de IL-1«, IL-1f3, IL-6,
TNF-a, factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GMSF), IFN-
a, el tipo B del receptor de IL-8, y el receptor de CSF-1, se encuentran aumentados
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en el tejido cerebral con EA (McGeer & McGeer, 1997; Walker, McGeer, &
McGeer, 1997).

Se han descrito un gran numero de interacciones entre las citoquinas y los
componentes de las placas seniles en la EA, sugiriéndose que podria generarse un
circulo vicioso (McGeer & McGeer, 1997). Asi, la proteina A3 de las placas seniles
potencia la secrecién de IL-6 e IL-8 por la IL-1f activada por las células de
astrocitoma, la secrecién de IL-6 y TNF-a por los astrocitos (Forloni, Mangiarotti,
Angeretti, Lucca, & De Simoni, 1997), y la IL-8 por los monocitos. Las citoquinas
también pueden estimular la secrecién de otras proteinas que se encuentran en las
placas seniles (McGeer & McGeer, 1997). Por otra parte, también se pueden
producir efectos sinérgicos entre las citoquinas y Af. Por ejemplo, IFN-y estd en
sinergia con A3 para provocar la liberacion de TNF-a y ERN que son tdxicas para

las neuronas, y la IL-1 aumenta la toxicidad de A en las células PC12.

Algunas citoquinas promueven claramente la inflamacién y se denominan
citoquinas proinflamatorias, mientras que otras citoquinas suprimen la actividad
de las citoquinas proinflamatorias y son llamadas citoquinas antiinflamatorias.
Por ejemplo, IL-4, IL-10, e IL-13 son potentes activadores de los linfocitos B, sin
embargo, IL-4, IL-10 e IL-13 también son potentes agentes antiinflamatorios. Estas
son citoquinas antiinflamatorias en virtud de su capacidad para suprimir los
genes de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, TNF, y las quimioquinas.
IFN-v es otro ejemplo de la naturaleza pleiotrdpica de las citoquinas. IFN-y posee
actividad antiviral, de la misma manera que IFN-a e IFN-B. IFN-y es también un
activador de la via que afecta a las células T citotdxicas, sin embargo, se considera
a IFN-y una citoquina proinflamatoria, ya que aumenta la actividad de TNF e
induce ON. El concepto de que unas citoquinas tienen la funcion de inducir la
inflamacidn, mientras que otras citoquinas tienen la funcion principal de suprimir
la inflamacion es fundamental para la biologia de las citoquinas y también para la

medicina clinica.

Este concepto se basa en los genes que se codifican para la sintesis de
pequenas moléculas mediadoras que estan reguladas durante la inflamacion. Por
lo tanto, un “balance” entre los efectos de las citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias puede determinar el resultado de la enfermedad, ya sea a corto

o a largo plazo. De hecho, los datos de algunos estudios sugieren que la
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susceptibilidad a la enfermedad esta genéticamente determinada por el equilibrio
o la expresion de cualquiera de las citoquinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Sin embargo, se debe considerar que algunos estudios genéticos

a menudo son dificiles de interpretar.

2.4.6.1. Citoquinas proinflamatorias

El grupo de citoquinas de mediadores inflamatorios es secretado por la
microglia y los astrocitos que rodean a las placas neuriticas de Af3. Su produccion
se incrementa en los estados inflamatorios y funcionan mediante la regulacion de
la intensidad y duracion de la respuesta inmune (Tuppo & Arias, 2005). La familia
de las citoquinas IL-1 incluye dos proteinas agonistas, la IL-1a y la IL-1p3, las
cuales desencadenan la activacion celular tras la union con receptores especificos
de membrana. También se incluye a la IL-1ra, que es una proteina secretora

glicosilada de 23 kDa que contrarresta la accion de la IL-1 (Boraschi et al., 1995).

La IL-1 es una importante citoquina iniciadora de la respuesta inmune, que
juega un papel clave en la aparicion y desarrollo de una compleja cascada
inflamatoria hormonal y celular. Se han detectado elevados niveles de IL-1a en el
LCRy el parénquima cerebral dentro de las primeras horas después de una lesion
cerebral, tanto en seres humanos como en roedores (Winter et al., 2002;
Woodroofe et al., 1991). Sin embargo, se ha documentado que la IL-1 desempefia
un papel importante en la degeneracidon neuronal. En los astrocitos, la IL-1 induce
la produccion de IL-6, estimula la actividad de déxido nitrico sintasa inducible
(Rossi & Bianchini, 1996), e induce la produccién de MCSF. Ademas, la IL-1
aumenta la actividad de la acetilcolinesterasa neuronal, la activacion microglial y
una produccion adicional de IL-1, la activacién de mas astrocitos, y la expresion
de la subunidad beta de la proteina S100, estableciéndose de ese modo un ciclo de
autopropagacion (Griffin et al., 1998; Mrak & Griffin, 2001).

La citoquina IL-6 es una citoquina multifuncional que desempefia un papel
importante en la defensa del organismo (Hammacher et al., 1994), con
importantes efectos reguladores de la respuesta inflamatoria (Raivich et al., 1999).
La IL-6 pertenece a la familia de las citoquinas neuropoietinas (Hopkins &
Rothwell, 1995), y tiene efectos neurotréficos directos e indirectos en las neuronas

(Benveniste, 1998). Esta citoquina promueve, ademas, la astrogliosis (Selmaj,



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS 79

Farooq, Norton, Raine, & Brosnan, 1990), activa la microglia (Heyser, Masliah,
Samimi, Campbell, & Gold, 1997), y estimula la produccién de proteinas de fase
aguda (Castell, Andus, Kunz, & Heinrich, 1989).

TNF-a juega un papel central en la iniciacion y regulacion de la cascada de
citoquinas durante una respuesta inflamatoria. Esta citoquina se produce como
una molécula precursora unida a la membrana celular de 26 kDa que se escinde
por una enzima de conversion para producir una citoquina activa de 17 kDa
(Perry, Collins, Wiener, Acton, & Go, 2001). Los niveles de TNF-a en el cerebro
sano son bajos, lo que hace dificil determinar su funcién en condiciones
fisioldgicas. En estados inflamatorios o de enfermedad, TNF-a, junto con otros
mediadores proinflamatorios y sustancias neurotoxicas, es producido por la
microglia activada. Se ha demostrado la produccidon neuronal de TNF-a (Breder,
Tsujimoto, Terano, Scott, & Saper, 1993), aunque su produccion en el cerebro se
realiza principalmente en las células gliales en respuesta a estimulos patologicos.
Estas células gliales secretan tanto TNF-a como IL-1, que a su vez, activan estas
células de una manera autocrina para inducir la producciéon de mas citoquinas y
mas astrogliosis, aunque, por otra parte, TNF-a también puede tener propiedades

neuroprotectoras (Akiyama et al., 2000) en el cerebro con EA.

Ademas de la funcidn general de las citoquinas, las interacciones especificas
en la EA de ciertas citoquinas y quimioquinas con AP pueden ser
fisiopatoldgicamente relevantes. Por ejemplo, la IL-1 puede regular el
procesamiento de APP y la produccién de A in vitro (Blasko, Marx, Steiner,
Hartmann, & Grubeck-Loebenstein, 1999). A su vez, AP puede aumentar los
niveles de productos neurotoxicos, citoquinas proinflamatorias y ERO
(Eikelenboom & van Gool, 2004). Se ha observado, en el cultivo de células gliales
corticales de ratas, niveles elevados de mRNA de IL-6 tras su exposicion a APP
(Chong, 1997). En la misma situacion, los niveles de IL-1, IL-6, TNF-a, MIP-1ax y
MCP-1 estaban aumentados después de la incubacién de microglia cultivada con
AB. La produccion de IL, otras citoquinas y quimioquinas también puede
conducir a la activacion microglial, a la astrogliosis, y a la secrecion adicional de
moléculas proinflamatorias y amiloide, lo que perpettia la cascada inflamatoria
(Ho et al., 2005).
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2.4.6.2. Citoquinas antiinflamatorias

Una segunda categoria general de la accién de las citoquinas es manifestada
por las citoquinas antiinflamatorias, tales como IL-1ra, IL-4, IL-10 y el factor de
crecimiento transformante [ (TGF-P). Estas citoquinas inhibidoras pueden
suprimir la produccién y la accién de las citoquinas proinflamatorias, un efecto
que es fundamental para el concepto de equilibrio entre las citoquinas pro y
antiinflamatorias. La consecuencia clinica de una desregulacion de este equilibrio
en el SNC (niveles elevados de citoquinas proinflamatorias, y bajos niveles o baja
actividad de citoquinas antiinflamatorias) puede conducir a la produccién de
citoquinas y a la actuacién sinérgica de citoquinas, y puede inducir un ciclo de
amplificacion de la activacion celular y la citotoxicidad (Plata-Salaman, Ilyin, &
Gayle, 1998). Por lo tanto, las interacciones citoquina-citoquina y las interacciones
de las citoquinas con la patologia de la EA, pueden jugar un papel critico en la

neuroinflamacién en la EA.

La citoquina IL-1ra es una proteina de 152 aminoacidos que funciona como
un inhibidor especifico de los otros dos miembros funcionales de la familia IL-1,
la IL-1a y la IL-1B (Dinarello, 1998). La IL-Ira es producida por monocitos y
macrofagos y es liberada en la circulacion sistémica, bloqueando la accion de los
ligandos funcionales de la IL-1a y de la IL-1f3, por inhibiciéon competitiva a nivel
del receptor de la IL-1. IL-1ra se une con una afinidad igual o mayor que la union
de la IL-1a e IL-13 con el tipo I (80 kDa) del receptor de membrana de IL-1. En
cambio, la IL-1ra no se une con tan alta afinidad al tipo II (68 kDa) del receptor de
membrana de IL-1 (Dinarello, 1997).

Las acciones bioldgicas de la IL-1§3 son reguladas in vivo por la citoquina IL-
1ra (Carter et al., 1990). Esta accion se lleva a cabo mediante la prevencion de la
union de IL-1f3 al receptor tipo I de la IL-1 (Lundkvist et al., 1999). In vitro, IL-1ra
suprime la produccion de TNF-a inducida por la IL-13, y la expresion de oxido
nitrico sintasa inducible en los astrocitos (Liu, Zhao, Brosnan, & Lee, 1996). IL-1ra
también protege contra neurotoxicidad de la IL-1f (Thornton, Pinteaux, Gibson,
Allan, & Rothwell, 2006). Ademas, se ha observado in vivo que la IL-1ra atentia el
dano neuronal isquémico y excitotdxico (Relton & Rothwell, 1992).

IL-4 es una glicoproteina de 20 kDa producida por las células Th2 maduras

y por las células procedentes de los mastocitos o del linaje basdfilo, que es capaz
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de influir en la diferenciacion de las células Th. La IL-4 dirige las respuestas de las
Th2, media el reclutamiento y la activaciéon de los mastocitos, y estimula la
produccién de anticuerpos IgE a través de la diferenciacion de las células B en
células secretoras de IgE (Brown & Hural, 1997; Wang, Wu, Siegel, Egan, & Billah,
1995). Ademas, la IL-4 tiene importantes efectos inhibitorios sobre la expresion y
la liberacion de citoquinas proinflamatorias, es capaz de bloquear o suprimir las
citoquinas derivadas de los monocitos, incluyendo la IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, y
MIP-1a (Brown & Hural, 1997, Wang et al., 1995), y estimula la sintesis de la
citoquina IL-1ra (Hart et al., 1989). Otro mecanismo por el cual IL-4 podria ejercer
su efecto neuroprotector estd relacionado con la inhibiciéon de la IFN-vy, y la
consiguiente disminucién de la concentracién de TNF-a y ON (Chao, Molitor, &
Hu, 1993).

La citoquina IL-10 es una de las principales citoquinas antiinflamatorias. El
mRNA de IL-10 es detectable en el 16bulo frontal y parietal del cerebro sano
(Szczepanik, Funes, Petko, & Ringheim, 2001), y se ha sugerido que desempena
un papel importante en la homeostasis neuronal y en la supervivencia celular
(Strle et al., 2001). La IL-10 media en las células mediante la interaccion con
receptores especificos de la superficie celular, presentes en todas las poblaciones
principales de células gliales en el cerebro (Strle et al, 2001), y limita la
inflamacion mediante la reduccién de la sintesis de citoquinas proinflamatorias,
tales como IL-1 y TNF-a, por la supresiéon de la expresion de receptores de
citoquinas y la inhibicion de la activacion de estos receptores en el cerebro. Af3 no
parece estimular la produccién de IL-10 por las células gliales in vitro (Franciosi,
Choi, Kim, & McLarnon, 2005), pero la preexposicion de las células gliales a la IL-
10 inhibe la producciéon de citoquinas proinflamatorias inducidas por A o
lipopolisacaridos (Szczepanik et al., 2001), lo que sugiere que los receptores de la
citoquina IL -10 estan presentes en los cultivos de células gliales (Ledeboer et al.,
2002). IL-10 inhibe las citoquinas TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, GMSF, MIP-1q, y
MIP-2a derivadas de los monocitos/macréfagos (Clarke, Hales, Hunt, & Foxwell,
1998; Marchant et al., 1994). Ademas de estas actividades, IL-10 atenta la
expresion de los receptores de superficie de TNF y promueve el desprendimiento
de estos receptores en la circulacion sistémica (Dickensheets, Freeman, Smith, &
Donnelly, 1997; Joyce et al., 1994).
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TGEF-f3 es sintetizado como un precursor inactivo y requiere la activacion
antes de ejercer su efecto (Norgaard, Hougaard, Poulsen, & Spang-Thomsen,
1995). La molécula activa es un homodimero de 25 kDa formado por dos
monodmeros unidos por disulfuro de 12,5 kDa, y pertenece a una familia de mas
de 20 proteinas diméricas que comparten una estructura similar (Kingsley, 1994).
TGEF-f3 es un importante regulador de la proliferacion celular, la diferenciacion, y
la formulacion de la matriz extracelular (Letterio & Roberts, 1997). También es
capaz de convertir un sitio activo de inflamaciéon en uno dominado por
reparaciones (Letterio & Roberts, 1997). Ademas, el TGF-f suprime Ila
proliferacion y diferenciacion de células T y células B, y limita la produccion de
IL-2, IFN-y, y TNF.

Las tres isoformas conocidas en mamiferos de TGF-f3, es decir, TGF-$1, 2, y
3, se expresan en el SNC y estan implicadas en la patogénesis de la EA. Se ha
demostrado que TGF-f modula una amplia gama de procesos que estan
implicados en la EA, incluyendo la respuesta a la lesion cerebral y astrocitosis, la
respuesta inflamatoria cerebral y la activacion microglial, la produccion de matriz
extracelular, la distribucién y acumulacion de amiloide, la regulacién de
conocidos o potenciales factores de riesgo en la EA (por ejemplo, APP, COX-2), y
la inhibicion de la muerte celular. Por ejemplo, en la EA, TGF-B1 ha sido
detectado en las placas de AP (van der Wal, Gomez-Pinilla, & Cotman, 1993), y se
han encontrado niveles superiores de TGF-31 en el LCR (Chao, Hu, et al., 1994) y
en el suero (Chao, Ala, et al., 1994) de pacientes con EA respecto a controles sin
demencia. La inmunotincién para el TGF-B2 fue observado en astrocitos reactivos,
microglia ramificada, y en una parte de las neuronas en los casos de EA (Wyss-
Coray et al., 2000). Por ultimo, hay que sefalar que las inmunoreactividades para
los receptores de TGF-31 y 2 fueron mas altas en las células gliales reactivas de los

casos de EA que en los de los controles sin demencia (Lippa et al., 1998).

2.4.7. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas que mantienen la supervivencia
de las células del SNC y periférico. Los factores de crecimiento juegan un papel en
el desarrollo del cerebro, estimulando el crecimiento axonal y regulando el

crecimiento de diferentes tipos de células en el cerebro y la periferia. En muchos
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casos, el mismo factor de crecimiento y el correspondiente sistema de sefalizacion

del receptor pueden desarrollar diferentes funciones en el organismo.

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es el factor de crecimiento mas
potente, capaz de contrarrestar la muerte celular de neuronas colinérgicas in vitro
e in vivo (Levi-Montalcini, 1987). Se ha encontrado un aumento de NGF en el LCR
de pacientes con EA (Blasko et al., 2006; Marksteiner et al., 2008). A pesar de que
se ha sugerido la disfuncion de NGF como uno de los factores de desarrollo de la
EA, se observd que los ratones con el NGF bloqueado no mostraban claros déficits
cognitivos. NGF ha sido considerado, no obstante, como un candidato para el
tratamiento de la EA, de hecho, el NGF purificado se infundié en algunos
pacientes con EA (Olson et al., 1992). Este factor de crecimiento esta sobre-
regulado en el cerebro (Fahnestock, Michalski, Xu, & Coughlin, 2001) y en el LCR
(Hock et al.,, 2000) de los pacientes con EA, mientras que el receptor de alfa
afinidad de NGF estd infra-regulado (Mufson et al.,, 2002). Curiosamente, el
aumento de NGF fue especifico para la EA en comparaciéon con controles sanos y
fue dependiente del alcance de la neurodegeneracion, expresado como el ratio t
fosforilada 181/A(3-42 (Blasko et al., 2006). Aunque los datos aislados de NGF no
revelaron una diferencia significativa, la comparacion de NGF en pacientes con
EA que tenian un ratio t fosforilada 181/A(3-42 > 10 con controles sanos (ratio < 6)
reveld una diferencia significativa (Blasko et al., 2006). Esto podria sugerir que el
NGF se acumula en la neurodegeneracion solo en una cierta etapa de la

enfermedad.

El factor de crecimiento endotelial vascular o VEGF es un factor de
crecimiento importante, que regula la angiogénesis en el sistema nervioso, y se
encuentra incrementado en la EA (Fukumura et al., 2001; Tarkowski et al., 2002),
lo que da como resultado una densidad microvascular mejorada en el desarrollo
de la enfermedad. La desregulacion de otros factores de crecimiento también
puede contribuir en la EA. Por ejemplo, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas, PDGEF, el cual es mitogénico para las células de origen mesenquimal,
sobre-regula APP en el hipocampo mediante la inducciéon de secretasas (Gianni et
al,, 2003; Lim et al., 2007; Zambrano et al., 2004). Finalmente, el factor de
crecimiento insulinico tipo I regula los niveles de AP y muestra efectos

protectores contra su toxicidad (Aguado-Llera, Arilla-Ferreiro, Campos-Barros,
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Puebla-Jimenez, & Barrios, 2005; Carro, Trejo, Gomez-Isla, LeRoith, & Torres-
Aleman, 2002).

2.5. SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES

2.5.1. Definiciones y clasificaciones

El concepto de antioxidante bioldgico se refiere a cualquier compuesto que,
estando presente en una concentracion inferior en comparacion con la de un
sustrato oxidable, es capaz de retrasar o prevenir la oxidacién del sustrato (Godic,
Poljsak, Adamic, & Dahmane, 2014). Las funciones de los antioxidantes implican
la reduccién del EO, de las mutaciones de ADN, asi como de otros parametros de
dafo celular. Los estudios epidemiologicos han demostrado la capacidad de los
antioxidantes para contener los efectos de las ERO, y disminuir la incidencia de
cancer y de enfermedades degenerativas. Sin embargo, la capacidad del sistema
de defensa contra las ERO puede ser mermada, sobre todo por la accién
prolongada de los RL, lo que lleva a la aparicién de la enfermedad (Godic et al.,
2014).

Los primeros tipos de sistemas de defensa antioxidante desarrollados contra
el dafo oxidativo, son los que impiden la accion de las ERO, y los que bloquean y
capturan los radicales que se forman (Cheeseman & Slater, 1993). Estos sistemas,
presentes en compartimentos celulares acuosos y de membrana, pueden ser
enzimaticos y no enzimaticos. Otro sistema antioxidante importante de la célula
esta representado por los procesos de reparacion, que eliminan las biomoléculas
dafiadas antes de que su agregacion permita la alteracién del metabolismo celular
(Cheeseman & Slater, 1993). Este sistema consiste en la reparacion de los acidos
nucleicos dafiados por la oxidacién, por enzimas especificas (Poljsak, Suput, &
Milisav, 2013), la eliminacion de proteinas oxidadas por los sistemas proteoliticos,
y la reparacion de los lipidos oxidados por fosfolipasas, peroxidasas o
aciltransferasas (Hitchon & El-Gabalawy, 2004). Se ha asumido que el deterioro
de los sistemas de reparacion conduce al envejecimiento y a las enfermedades
relacionadas con la edad, mas que los cambios moderados en el potencial de la
defensa antioxidante contra la accién de las ERO (Gems & Doonan, 2009; Perez et
al., 2009).
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Se ha observado que, en condiciones fisiologicas, el equilibrio entre
compuestos prooxidantes y antioxidantes favorece moderadamente a los
prooxidantes, engendrandose asi un EO leve, lo que requiere la intervencion de
los sistemas antioxidantes enddgenos del organismo (Droge, 2002). Bajo estas
circunstancias, el EO se hace mas agudo con la edad, cuando los antioxidantes
enddgenos y los sistemas de reparacion no pueden contrarrestarlo de manera
eficaz. Por lo tanto, las diversas intervenciones que limitan o inhiben estos
factores agresivos, estan dirigidas hacia la disminucion de la incidencia de

enfermedades.

La homeostasis 0xido-reduccion de la célula esta asegurada por su sistema
de defensa antioxidante enddgeno, que incluye enzimas antioxidantes enddgenas
como la SOD, CAT, GPx, y compuestos no enzimaticos como el glutation,
proteinas (ferritina, transferrina, ceruloplasmina, e incluso la albtiimina) y
neutralizadores de bajo peso molecular como el &cido urico, la coenzima Q y el
acido lipoico (Poljsak et al., 2013).

Se ha confirmado que los antioxidantes exdgenos presentes en frutas y
verduras tienen una actividad equivalente a la de la defensa antioxidante
enddgena mencionada. Los antioxidantes como la vitamina C y E, carotenoides, y
compuestos fendlicos (estilbenos, acidos fendlicos como los acidos benzoico y
hidroxibenzoico, derivados del dcido cindmico e hidroxicindmico y flavonoides,
flavonoles, flavanonas, flavanos, flavonas y antocianidinas como las agliconas de
las antocianinas), estan considerados actualmente como los principales
antioxidantes exdgenos. Los estudios clinicos han demostrado que una dieta rica
en frutas, verduras, granos enteros, legumbres y acidos grasos omega-3, podria
funcionar como agente preventivo contra la aparicion de enfermedades (Willett,
2006).

Otra fuente de antioxidantes exdgenos esta constituida por los suplementos
dietéticos, como proveedores de nutrientes tales como vitaminas, minerales,
fibras, acidos grasos o aminodcidos, que pueden faltar o no encontrarse en las
cantidades suficientes en la dieta. Los complementos alimenticios pueden constar
de una serie de antioxidantes como la vitamina A (retinoides y carotenos),

vitaminas C y E (tocoferoles), licopeno, luteina, ubiquinona, glutation, polifenoles
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(flavonoides y no flavonoides), el resveratrol y la N-acetilcisteina (Poljsak et al.,
2013).

Los suplementos antioxidantes pueden mejorar la capacidad del organismo
para contener el EO, que no puede ser modificado por la intervencion de las
defensas antioxidantes enddgenas. Sin embargo, la cuestion de los antioxidantes
sintéticos ha sido objeto de controversias, por ejemplo, hay afirmaciones de que
las cantidades diarias recomendadas de vitamina C y E no son suficientes para
contrarrestar el EO. Por otra parte, se ha estipulado que la ingesta de grandes
cantidades de suplementos antioxidantes puede tener efectos prooxidantes, o
conducir al llamado “estrés antioxidante” (Poljsak & Milisav, 2012). Roy y Mark
(2002) sugieren que la mayoria de los organismos son capaces de mantener sus
puntos de ajuste del EO, independientemente de la suplementaciéon con
antioxidantes. También atribuyen a estos suplementos un efecto minimo en la
longevidad y postulan que la mayoria de los seres humanos mantienen su nivel
de EQ, incluso si consumen suplementos antioxidantes adicionales. El uso de la
suplementacion antioxidante demuestra su eficacia si el nivel inicial de EO esta
por encima de lo normal (Richard, 2002; Roy & Mark, 2002). Por lo tanto, los
suplementos antioxidantes pueden reducir el aumento de los niveles de EO que

no puede ser inactivado por las fuentes enddgenas (Poljsak et al., 2013).

Los antioxidantes dietéticos pueden actuar como inhibidores de la reacciéon
en cadena de los radicales, quelantes de metales, inhibidores de enzimas
oxidativas y como cofactores de enzimas antioxidantes (Huang, Ou, & Prior,
2005).

Los antioxidantes bioldgicos (tanto enddgenos como exdgenos) se pueden
clasificar en dos grupos principales: los antioxidantes enzimaticos (por ejemplo, la
SOD, CAT y GPx) y los antioxidantes no enzimaticos tales como los inhibidores
de enzimas oxidativas (por ejemplo, la COX o la LOX), cofactores de enzimas
antioxidantes (selenio, coenzima Qu), eliminadores de ERO y ERN (vitamina C,
vitamina E), y quelantes de metales de transicion (por ejemplo, el &cido
etilendiaminotetraacético o EDTA) (Huang et al., 2005).

Se hicieron intentos para clasificar los sistemas antioxidantes desde el punto
de vista de su reactividad: la llamada “primera linea de defensa” ha sido

identificada como el sistema enzimatico antioxidante, incluyendo la SOD, la cual
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agota el radical O:*, la CAT que descompone el H20:, y también el sistema
GPx/GR. La “segunda linea de defensa” estd representada principalmente por
tioles reducidos y antioxidantes de bajo peso molecular. Estos ultimos incluyen
una amplia gama de moléculas que son, o bien componentes que se encuentran
en los productos dietéticos, tanto hidro como liposolubles (tocoferoles, ascorbato,
retinoles, polifenoles, etc.) o compuestos metabolicos (urato, ascorbato, y GSH).
Estos compuestos imparten basicamente la capacidad antioxidante a los medios
bioldgicos y pueden llegar a determinados lugares en las células afectadas por el
ataque oxidativo (Bencini, Failli, Valtancoli, & Bani, 2010; B Halliwell &
Gutteridge, 2007; Kohen & Nyska, 2002; Tessutti, Macedo, Kubota, & Alves, 2013).

Por otra parte, otra clasificacion de los antioxidantes (refiriéndose tanto a
endogenos y exdgenos, como a naturales o sintéticos) es la que tiene en cuenta su
solubilidad, clasificindose en antioxidantes solubles en agua (flavonoides, acido
ascorbico, 4acido durico, glutatién) y antioxidantes solubles en lipidos

(carotenoides, tocoferoles).

2.5.2. Mecanismo de accion

Los antioxidantes pueden actuar en diferentes etapas del proceso oxidativo
de los radicales, y esto puede ser descrito teniendo en cuenta la peroxidacion de
los lipidos en las membranas celulares o en los productos alimenticios (Yin, Xu, &
Porter, 2011).

Las descripciones detalladas de las etapas que forman parte de la secuencia
del radical, especialmente centradas en la iniciacion y la propagacién, revelaron
que la oxidacién de lipidos en las membranas celulares puede ser promovida por
factores fisicos y quimicos exdgenos, tales como la contaminacion del aire, el
tabaquismo, la luz ultravioleta, la radiacién de ionizacidn, los sistemas endogenos
de enzimas (la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa, la 6xido nitrico sintasa
desacoplada y el citocromo P450), asi como la CTE en la mitocondria (Yin et al.,
2011).

Se ha descrito que la etapa de propagacion de la peroxidacion comienza
mediante la adicion de oxigeno a los radicales de carbono, que se producen a una

velocidad de difusién controlada. La propagacion se produce a una velocidad
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generalmente lenta, y estd representada por la transferencia de un atomo de
hidrégeno a la cadena que lleva el ROO*. Los RL ROO* pueden adicionar dobles
enlaces entre dos carbonos. Se puede producir la sustitucion radical
intramolecular sobre las reacciones de ciclacion del perdxido y el radical, dando
perdxidos ciclicos, mientras que los lipidos poliinsaturados participan en las

reacciones de peroxidacion (Yin et al., 2011).

Los antioxidantes pueden reaccionar agotando el oxigeno molecular o
disminuyendo su concentraciéon local, eliminando los iones metalicos
prooxidativos, atrapando las ERO agresivas como el H202 o el radical Oz,
recogiendo los radicales iniciadores de cadena como el OH* o el ROO:-,
rompiendo la cadena de una secuencia radical o aplacando el 'O: (Martysiak-
Zurowska & Wenta, 2012).

Los antioxidantes que inhiben la peroxidacion lipidica mediante la
eliminacién de oxigeno, los que actian aplacando el O: disminuyendo su
concentracion, o los que eliminan los iones de metales de transicion prooxidantes,
se llaman antioxidantes preventivos. Aquellos que son capaces de agotar
cataliticamente las ERO son también preventivos, y ya que estan representados
por las enzimas (por ejemplo, CAT, SOD y GPx) no se consumen en la reaccion.
En muchos casos, el mismo antioxidante puede tener mas de un mecanismo de
accion, por ejemplo, el galato de propilo, un antioxidante fendlico parcialmente
soluble en agua, es un antioxidante rompedor de cadena, un eliminador de
radicales y tiene capacidad para unirse al hierro (Gutteridge, 1994, Martysiak-
Zurowska & Wenta, 2012).

Los antioxidantes rompedores de cadena, capaces de recoger especies de
radicales, se llaman antioxidantes primarios. Los antioxidantes secundarios son
aplacadores del 'Oz, descomponedores de perdxidos que producen especies no
radicales, quelantes de metales, inhibidores de enzimas oxidativas (por ejemplo la
LOX) o absorbentes de radiacion UV.

Los antioxidantes secundarios pueden exhibir efectos sinérgicos en

combinacidn con antioxidantes primarios, siguiendo varios mecanismos posibles:

- Estabilizando los antioxidantes primarios mediante la creacion de un

ambiente acido.
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- Regenerando los antioxidantes primarios por donacion de hidrogeno.
- Quelando los cationes de metales de transicion prooxidativos.

- Bloqueando el oxigeno molecular.

Por otra parte, se ha observado que las enzimas antioxidantes pueden
catalizar la sintesis o la regeneracion de los antioxidantes no enzimaticos
(Martysiak-Zurowska & Wenta, 2012).

2.5.3. Antioxidantes endogenos

2.5.3.1. SOD

Las SOD son parte del sistema de defensa enzimatico contra el deterioro
oxidativo, transformando el O2*- en H20:. En los tejidos de los mamiferos pueden
encontrarse tres tipos de SOD: la SOD que contiene cobre-zinc (SOD1) presente en
el citosol, la SOD que contiene manganeso (SOD2) presente en la matriz
mitocondrial, y la SOD extracelular (SOD3). Las tres son altamente expresadas,
principalmente en los tibulos renales de los rifiones sanos (Ghezzi, Bonetto, &
Fratelli, 2005; Sung, Hsu, Chen, Lin, & Wu, 2013).

Se ha observado una reduccion de la actividad SOD1 en el tejido del 16bulo
frontal de pacientes con EA post-mortem, asi como en ratones transgénicos con
EA (Marcus et al., 1998; Murakami et al., 2011). También han sido detectados
patrones de localizacidn y expresion alterados tanto de la SOD1 como de la SOD2
en el neocdrtex y el hipocampo del tejido cerebral post-mortem en la EA (Furuta
et al., 1995). Otros estudios muestran, tanto niveles reducidos de las enzimas
SOD, como un aumento de los niveles de marcadores de EO en el torrente
sanguineo de los pacientes con EA, en comparacién con grupos de controles
sanos de la misma edad (Padurariu et al., 2010; Rinaldi et al., 2003; Torres et al.,
2011).
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2.5.3.2. CAT

La CAT es la enzima implicada en catalizar la descomposicion del H20:

hasta agua y oxigeno.

Se expresa en la mayoria de las células, d6rganos y tejidos, y en

concentraciones elevadas en el higado y en los eritrocitos (Sung et al., 2013).

Para mantener la actividad catalitica, la CAT requiere que el Fe** se una al
sitio activo de la enzima. Aunque la funciéon de la CAT y de la GPx podrian
solaparse, las dos enzimas tienen diferente afinidad por el H202 como sustrato: la
GPx de mamiferos tiene mayor afinidad por el H20: a bajas concentraciones,
comparada con la CAT. Esto hace que a bajas concentraciones la GPx juegue un

papel mas activo en la eliminaciéon del H20:.

Otros antioxidantes enzimaticos como la peroxirredoxina y la
tiorredoxinareductasa son responsables de la inactivacion del H202 y también de

peroxidos organicos, produciendo agua/alcoholes y oxigeno (Sung et al., 2013).

Se ha encontrado que la actividad de la CAT esta significativamente elevada
en el hipocampo y en las circunvoluciones temporales superior y medio de los
cerebros de enfermos de EA (Lovell et al., 1995). También se ha observado que los
niveles de CAT en sangre en pacientes con EA, se relacionan positivamente con la
ingesta de vitamina A, Cy E, lo que apoya la relevancia de la suplementacién con
antioxidantes en la EA (Tabet, Mantle, Walker, & Orrell, 2002).

2.5.3.3. GPx y glutation reductasa

La GPx, una enzima selenio-dependiene, cataliza tanto la reduccién del
H20:2 como los hidroperdoxidos organicos, a agua o a los alcoholes
correspondientes, utilizando el GSH como donante de electrones. Las funciones
del GSH como donante efectivo de electrones en el proceso ocurren de la
siguiente manera (Droge, 2002):

H:02 +2 GSH - GSSG +2H:20
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Aunque la GPx es muy especifica con el donante de electrones GSH, tiene
una baja especificidad con los hidroperdxidos. La GPx reduce un amplio rango de
hidroperoxidos (desde el H202 hasta complejos hidroperdxidos organicos) y esta

caracteristica hace de la GPx un importante protector celular frente a las ERO.

La GPx necesita un suministro de GSH, (que es oxidado por esta enzima
hasta GSSG), por lo que las células deben poseer una via capaz de regenerar el
GSH. Esta funcion se consigue mediante la enzima glutation reductasa (GR) que
utiliza NADPH como agente reductor. En muchos tejidos el NADPH se produce
mayoritariamente a través de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa, por la via de
las pentosas.

La GR tiene una distribucion celular similar a la GPx y, aunque no se
considera una enzima antioxidante primaria, es esencial para la correcta funcion

antioxidante de la GPx.

Diferentes estudios han demostrado que los enfermos de EA presentan
menores niveles de GPx en plasma (Rinaldi et al., 2003) y suero (Guidi et al.,

2006), respecto a personas que no padecen la enfermedad.

2.5.3.4. GSH

El GSH es la mayor fuente no proteica de grupos tiol en las células. Se
sintetiza continuamente dentro de la célula y se degrada fuera de ella. Se sintetiza
principalmente en el higado y es transportado por la circulaciéon sanguinea hasta

los tejidos.

Cumple varias funciones en la defensa antioxidante celular. En primer
lugar, el GSH interacciona facilmente con los RL, incluidos los OH* y los
perdxidos organicos, como donante de dtomos de H. En segundo lugar, una de las
funciones antioxidantes mas importantes del GSH es eliminar el hidrégeno y los
peroxidos organicos (como los lipoperdxidos) durante la reaccion catalizada por
la GPx (Butterfield et al., 2002), formando agua y alcohol, respectivamente. Por
donacion de dos atomos de H, dos moléculas de GSH se oxidan hasta GSSG. La
reduccidon del GSSG es catalizada por la GR, una enzima que contiene flavina,
usando el NADPH como reductor. Esta reaccion tiene lugar junto a la catalizada

por la GPx, lo que permite la regeneracion del GSH mediante un ciclo redox.
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Se ha descrito que el GSH actia como reductor de varios antioxidantes
celulares. Por ejemplo, se ha postulado que el GSH reduce los radicales de la
vitamina E (radical a-tocoferoxil) que se forman en la cadena de reacciones con
los radicales alcoxilo o con los radicales lipoperoxilo. E1 GSH también puede ser
usado para reducir el radical de la vitamina C (semidehidroascorbato) producido
en el reciclado de la vitamina E y en la reducciéon del acido lipoico a
dihidrolipoato. Esta tiltima reaccion juega un papel importante en la recuperacion
del acido ascérbico (Packer, 1991).

En los eritrocitos de pacientes con EA, el contenido de GSH result6 ser mas
bajo y se asocidé con la infra-regulacion de la glutamato cisteina ligasa y la
glutation sintetasa, las dos enzimas involucradas en la sintesis de GSH (Liu,
Harrell, Shenvi, Hagen, & Liu, 2005). Por lo tanto, unos niveles cerebrales
elevados de GSH pueden resultar beneficiosos contra el EO, y contra las

enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el EO.

2.5.3.5. Melatonina

La melatonina es una hormona de los mamiferos que se sintetiza
principalmente en la glandula pineal, y es capaz de captar tanto las especies
oxigenadas como las especies nitrogenadas, tales como el OH", el radical O2:"- o el
ON (Arnao & Hernandez-Ruiz, 2006; Poeggeler et al., 1994), y exhibir excelente
actividad protectora contra el EO mitocondrial (Lowes, Webster, Murphy, &
Galley, 2013). La capacidad de captacion de RL de la melatonina se puede ampliar
a sus metabolitos secundarios, terciarios y cuaternarios. Los metabolitos de la
melatonina, AFMK (N(1)-acetil-N(2)-formil-5-metoxiquinuramina) y AMK (N1-
acetil-5-metoxiquinuramina), con conocida actividad reductora y antirradical,
también regulan enzimas prooxidantes y proinflamatorias como la 6xido nitrico
sintasa inducible y la COX-2 (Tan, Manchester, Terron, Flores, & Reiter, 2007).
AMK conserva la capacidad de su precursor para activar el complejo I
mitocondrial, la mejora de la produccion de ATP mediante la limitacion del flujo
de salida de electrones, e impide la apertura del poro de transiciéon mitocondrial
(Acuna-Castroviejo, Escames, Leon, Carazo, & Khaldy, 2003; Hardeland, 2005).

Estudios previos han caracterizado a la melatonina como dos veces mas eficaz
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que la vitamina E, que habia sido clasificada como el antioxidante lipofilico mas

potente (Pieri, Marra, Moroni, Recchioni, & Marcheselli, 1994).

La melatonina mejora el potencial antioxidante celular, mediante la
estimulacion de la sintesis de SOD y GPx, y mediante el aumento de los niveles
de GSH (Srinivasan et al., 2005). Por lo tanto, se ha sugerido que la disminucion
de la produccién de melatonina en individuos de edad avanzada, puede ser uno
de los factores principales que contribuyen al desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas relacionadas con la edad, como por ejemplo la EA.
Actualmente, los estudios han demostrado que la melatonina podria inhibir la
toxicidad inducida por AP (Zhou, Zhang, Zhao, & Wei, 2008) y mitigar la
hiperfosforilacion de T (Wang & Wang, 2006). La melatonina alivia los déficits
conductuales (aprendizaje y memoria), y reduce el numero de neuronas
apoptoticas y los depdsitos de A en el modelo de ratén transgénico APP 695 de
la EA (Feng et al., 2004), proporcionando una estrategia prometedora para

retardar o prevenir la progresion de la enfermedad.

2.5.3.6. Acido a-lipoico

El 4cido a-lipoico estd disponible facilmente en la dieta y, ademas, se
sintetiza en la mitocondria (Butterfield et al., 2002). Este antioxidante es capaz de
capturar especies reactivas oxigenadas y nitrogenadas, seguin lo confirmado por
ensayos bioquimicos que implican largos tiempos de incubacion, pero no hay
evidencias significativas que apoyen su capacidad de captacion de radicales
dentro de la célula (Shay, Moreau, Smith, Smith, & Hagen, 2009). El acido «a-
lipoico y otros antioxidantes, como la vitamina E o los flavonoides, podrian
fortalecer indirectamente el sistema de defensa antiglicacion, cuando el GSH esta
limitado en condiciones de EO e inflamacion en la EA (Munch, Kuhla, Luth,
Arendt, & Robinson, 2003).

Como un poderoso antioxidante terapéutico, puede reciclar otros
antioxidantes tales como las vitaminas C y E, GSH, y aumentar la produccion de
acetilcolina. Como un quelante de metales activos puede combatir la acumulacion

de productos de la peroxidacion de lipidos (Siedlak et al., 2009).

Se ha observado que la administracion cronica de acido a-lipoico disminuy6

la expresién de marcadores de peroxidacion de lipidos, pero no la carga de AP
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dentro de los cerebros, tanto de los controles como de modelos de ratones con EA
(Quinn et al., 2007).

2.5.3.7. Ubiquinona

La ubiquinona es un potente antioxidante y también un importante cofactor
de la CTE, en la que acepta electrones del complejo I y II. Conserva el potencial de
membrana mitocondrial durante el EO y protege a las células neuronales a través
de la atenuacion de la sobreproduccion de AP, y de los depositos intracelulares de
placas de A3. Un estudio ha demostrado que el ubiquinol (la forma reducida de la
ubiquinona) elimina los radicales de perdxido mas rapido que el a-tocoferol
(Niki, 1997) y, como la vitamina C, puede regenerar a la vitamina E en un ciclo
redox (Chen, Huang, & Chu, 1997).

La ubiquinona es el tnico antioxidante lipofilico endogeno, y es capaz de
prevenir eficientemente la oxidacion proteica, la peroxidacion lipidica y la

oxidacion del ADN, en especial el ADN mitocondrial.

2.5.4. Antioxidantes exdgenos

2.5.4.1. Acido ascérbico

El acido ascorbico, uno de los antioxidantes hidrosolubles mas extendidos,
puede oxidarse facilmente a acido dehidroascorbico. Este ultimo sufre una
hidrdlisis irreversible a dacido 2,3-diceto-L-gulénico con la subsiguiente
descarboxilacion, dando como resultado didéxido de carbono y componentes del
ciclo de la pentosa fosfato, o acido oxalico y acido trednico. El enantiémero L del
acido ascorbico (vitamina C) esta implicado en el mantenimiento de la integridad
del tejido vascular y conectivo, en la absorcion del hierro y la biosintesis de
coldgeno, en la neuroproteccién, pero también en la hematopoyesis y en el
funcionamiento de los leucocitos (Agus et al., 1997; Englard & Seifter, 1986; May,
2012; Padh, 1990; Spector & Johanson, 2014). La vitamina C cumple un papel
esencial en el cerebro, siendo cofactor de la dopamina beta-hidroxilasa y, por lo
tanto, participa en la biosintesis de las catecolaminas. También protege los
fosfolipidos de membrana de dafios peroxidativos, y se ha demostrado que la

vitamina C es un eliminador eficiente de RL en el cerebro (Englard & Seifter, 1986;
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May, 2012; Padh, 1990). Se ha observado un gradiente 10 veces superior entre la
concentracion de acido ascoérbico en el cerebro y en el suero, lo que indica un
mecanismo de transporte activo del dcido ascdrbico en el cerebro (Kaufman, 1966;
Schreiber & Trojan, 1991; Spector & Johanson, 2014).

La vitamina C no sélo neutraliza los radicales OH*, alcoxilo y el O:2* en
medios bioldgicos, sino también las ERN, mediante la formacion del acido
semidehidroascorbico y, por lo tanto, evita la descomposicién oxidativa de
biomoléculas esenciales (Du, Cullen, & Buettner, 2012; Sung et al., 2013). Aunque
el 4cido ascdrbico no es un eliminador directo de radicales lipofilicos, tiene un
efecto sinérgico en combinacion con el tocoferol. En la interfase lipido-acuosa, el
acido ascorbico reacciona con el radical tocoferoxilo oxidado reduciéndolo, y
regenera el tocoferol activo, capaz de cumplir sus funciones antioxidantes (Du et
al., 2012; Kojo, 2004).

ROO* + TOH - ROOH + TOr
AscH-+ TO* 2> Asc*- + TOH

donde TO* representa el radical tocoferoxilo, formado por la reaccién del
tocoferol (TOH) con el ROO*, AscH- es el monoanidnascorbato y Asc* es el

radical anién ascorbato.

El antioxidante primario mas eficiente en el plasma es el acido ascorbico,
seguido de la bilirrubina, acido trico, la coenzima Q, y la vitamina E (Beyer,
1994).

Un problema con el acido ascdrbico es su actividad prooxidante, exhibida
en la presencia de cationes de metales de transicion: el ién ascorbato puede
reducir el hierro trivalente a su forma divalente, autooxidandose a
dehidroascorbato (Carr & Frei, 1999; Du et al., 2012; Valko, Morris, & Cronin,
2005).

2 Fe (II) + Ascorbato = 2 Fe (III) + Dehidroascorbato
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El ién metdlico puede ser en consecuencia reducido, reoxidado y otra vez
reducido, en un ciclo de éxido-reduccién, generando ERO (Carr & Frei, 1999; Du
et al.,, 2012; Valko et al., 2005). En presencia de oxigeno molecular, se forma el

radical O2*, que se dismuta a H202 y oxigeno molecular (Du et al., 2012).

Fez* + O2 2 Fedt + O2*-
202-+2H"> 02+ H202

Las reacciones de tipo Fenton dan como resultado la generacion de ERO, es
decir, del radical OH" y del anion OH-.

Fe?+ H202 - Fe3* + OH* + OH-

2.5.4.2. Vitamina E

La vitamina E (a-tocoferol) lucha contra la peroxidacion lipidica de las
membranas celulares y puede detener la cadena de radicales, formando un
derivado de baja reactividad incapaz de atacar sustratos lipidicos (Descamps-
Latscha, Drueke, & Witko-Sarsat, 2001). Por lo tanto, la vitamina E cumple su
papel en la preservacion de la membrana contra el dafio de los RL, promovido
por lipoproteinas de baja densidad. Esta vitamina puede alterar positivamente los
biomarcadores de EO, y puede mejorar la eritropoyesis o puede bajar la dosis de
eritropoyetina necesaria (Himmelfarb & Hakim, 2003). Se ha evaluado que con la
ingesta de altas dosis de suplementos de vitamina E se puede lograr una
inhibiciéon de los procesos proaterogénicos, como la oxidacion de lipidos, la
agregacion de plaquetas, la proliferacion de células del musculo liso in vivo, y la
adhesion de monocitos al endotelio. La vitamina E contribuye a la estabilizacion
de la placa aterosclerdtica (Devaraj & Jialal, 1998; Diaz, Frei, Vita, & Keaney,
1997).
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2.5.4.3. Beta-caroteno

El beta-caroteno es un inhibidor altamente eficaz del 'Oz, siendo este ultimo
responsable de los dafios en la piel provocados por la luz UV, de las cataratas,
degeneracion macular, y cuya adicién a las estructuras de dienos da como
resultado endoperoxidos (Huang et al., 2005; Sies & Stahl, 2004). El papel del beta-
caroteno en la fotoproteccién sistémica, procedente de sus propiedades
antioxidantes, es contrarrestado por algunos efectos prooxidantes observados
(Godic et al., 2014).

Los estudios de investigacion se han centrado en otro potente carotenoide,
el licopeno, y su presencia en el plasma y el suero se ha asociado inversamente
con el riesgo de padecer cancer (Gann et al., 1999; Wakai et al., 2005; Yuan et al.,
2004). Se han establecido correlaciones similares para marcadores de
enfermedades cardiovasculares, osteoporosis, funcidon cognitiva y peso corporal
(Andersen et al., 2006; Mecocci et al., 2002; Polidori et al., 2004; Sesso, Buring,
Norkus, & Gaziano, 2004; Yang, Zhang, Penniston, Binkley, & Tanumihardjo,
2008).

Se ha observado que la actividad antioxidante del licopeno es superior a la
del beta-caroteno y a la del a-tocoferol (Di Mascio, Kaiser, & Sies, 1989; Miller,
Sampson, Candeias, Bramley, & Rice-Evans, 1996). Las tareas preventivas del
licopeno (Kelkel, Schumacher, Dicato, & Diederich, 2011) se basan en su
capacidad de bloquear el 'O: (Krinsky, 1998), siendo el mejor de los 600
carotenoides naturales (Di Mascio et al, 1989), y es debido también a su
estructura que implica una reactividad mejorada frente al oxigeno y a las ERO
(Krinsky, 1998). Los carotenoides pueden reaccionar con los RL mediante tres
mecanismos posibles: la transferencia de electrones, la abstraccion de hidrégeno y
la adicion de radicales (Young & Lowe, 2001). El potencial de barrido del licopeno
hacia el didéxido de nitrogeno, asi como hacia los radicales tiilo y sulfonilo
también ha sido confirmado (Mortensen & Skibsted, 1997). Se ha evaluado que el
licopeno y el toruleno poseen una mejor reactividad que el beta-caroteno frente a
los ROO* (Galano & Francisco-Marquez, 2009), y el licopeno también es capaz de
secuestrar al ONOO, que destaca por su potencial de oxidacioén, in vitro e in vivo
(Muzandu et al., 2006; Panasenko, Sharov, Briviba, & Sies, 2000). Se ha descrito

que esta reaccion puede conducir a productos oxidados de licopeno dotados de
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actividad biologica (Kikugawa, Hiramoto, Tomiyama, & Asano, 1997). También
se ha descrito que el licopeno podria mejorar la proteccion antioxidante de la
célula, mediante la regeneracion tanto de la vitamina E como de la vitamina C de
sus formas radicales correspondientes (Bast, Haenen, van den Berg, & van den
Berg, 1998). Cuando los tocoferoles no estan presentes en el medio de reaccion, los
cationes radicales derivados del licopeno reaccionan, para producir finalmente
productos estables (Mortensen & Skibsted, 1997).

2.5.4.4. Compuestos polifendlicos

Los flavonoides son el grupo mas comun de compuestos polifenolicos en la
dieta humana, y se encuentran presentes en frutas, verduras, bebidas como el
vino y el té, y en semillas como el cacao en grano y las semillas de las uvas
(Spencer, 2010).

El té verde contiene un numero importante de sustancias quimicas
bioactivas, y es particularmente rico en flavonoides (30% del peso seco de una
hoja) incluyendo catequinas y sus derivados (Graham, 1992). El andlisis por
HPLC del té verde ha revelado que (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) es el
principal constituyente polifendlico (mas del 60% de las catequinas totales),
representando mas del 10% del peso seco del extracto, seguido de (-)-
epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC) y (-)-epicatequina-3-galato (ECG)
(Moyers & Kumar, 2004). Otros compuestos del té verde son los flavonoles
(quercetina, kaempferol y rutina), cafeina, acidos fendlicos y teanina (Graham,
1992).

Las catequinas y polifenoles del té verde ejercen su acciéon antioxidante
quelando iones metdlicos, tales como el hierro (Fe**) y el cobre (Cu?), y
previniendo la generaciéon del OH* a través de la reacciéon de Fenton (Singh,
Arseneault, Sanderson, Murthy, & Ramassamy, 2008). También puede evitar
modificaciones oxidativas del ADN (Singh et al., 2008). Se ha demostrado que los
extractos de té verde suprimen la propagacion de la reaccion en cadena de la
peroxidacion lipidica, promovida por el hierro-ascorbato, en homogeneizados de
las membranas mitocondriales cerebrales (Levites, Youdim, Maor, & Mandel,
2002). La EGCG ha demostrado ser mas eficaz como neutralizador de radicales

que la ECG, EC y EGC, lo cual podria atribuirse a la presencia del grupo
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trihidroxi en el anillo B y el resto del galato en la posicion 3" en el anillo C
(Mandel, Amit, Weinreb, Reznichenko, & Youdim, 2008). Se ha observado que la
EGCG es capaz de impedir la formacion de fibrillas de Af3 (Lee et al., 2009). Af3
aumenta los niveles de marcadores de peroxidacion lipidica, como el MDA en las

células, y EGCG atenuia esa peroxidacion de los lipidos (Choi et al., 2001).

Un estudio in vivo con ratas mostrd que el tratamiento con té verde protegia
a las proteinas y los lipidos contra la oxidacion, en comparacion con los controles
de la misma edad (Assuncao, Santos-Marques, Carvalho, Lukoyanov, & Andrade,
2011). Ademas, la capacidad de aprendizaje espacial de las ratas tratadas con té
verde mejord significativamente, en comparacion con los animales no tratados
(Assuncao et al., 2011). Recientemente se ha demostrado que la EGCG, un
componente importante del té verde mejora las alteraciones de la memoria
inducidas por AB (Lee et al., 2009). Estos efectos beneficiosos pueden ser
atribuibles a la inhibicién de la ruta de NF-kB. La EGCG también mitiga el EO
inducido por AP in vivo, reduciendo el perdxido lipidico del hipocampo en el
cerebro de ratas (Haque, Hashimoto, Katakura, Hara, & Shido, 2008).
Recientemente, Dragicevic et al. (2011) demostraron que la EGCG es uno de los
compuestos protectores de la mitocondria mds potentes. L-teanina, otro
compuesto aislado del té verde, protege contra el deterioro cognitivo mediado
por A, gracias a sus propiedades antioxidantes (Kim et al., 2009). Este compuesto
puede ser capaz también de inhibir la neuroinflamacién mediante la supresion de
la activacion de la ruta de NF-kB (Kim et al., 2009).

En numerosos estudios, la neuroproteccion de los polifenoles del té verde se
atribuye parcialmente a la regulacion de enzimas protectoras antioxidantes, como
la SOD y la CAT (Mandel et al., 2008). La EGCG es capaz de elevar la actividad de
las enzimas antioxidantes en ratones (Levites, Weinreb, Maor, Youdim, &
Mandel, 2001). Romeo et al. (2009) observaron que la EGCG rescata neuronas

primarias de ratas del EQ, a través de la inducciéon de la hemooxigenasa.

Un andlisis transversal en Japdn mostré que un mayor consumo de té verde,
se asociaba con una menor prevalencia de deterioro cognitivo en ancianos
japoneses (Kalfon, Youdim, & Mandel, 2007; Kuriyama et al., 2006). Existen
deficiencias en los ensayos clinicos sistematicos con polifenoles del té en las

enfermedades neurodegenerativas, pero los estudios epidemioldgicos con
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humanos y los estudios con animales apoyan la idea de que el consumo de té se
correlaciona inversamente con la incidencia de demencia y EA (Mandel et al,,
2008).

También se ha observado que varios componentes polifendlicos del té
poseen propiedades antiinflamatorias en animales y en modelos in wvitro
(Crouvezier, Powell, Keir, & Yaqoob, 2001; Kim, Cheon, Kim, Kim, & Kim, 1999;
Varilek et al.,, 2001; Yang, de Villiers, McClain, & Varilek, 1998), en particular
durante el EO (Rahman, Biswas, & Kirkham, 2006). La EGCG del té verde puede
inhibir la expresion de la COX-2 y la éxido nitrico sintasa, mediante el bloqueo de
la activacidn excesiva del NF-kB (Surh et al., 2001). Por todo ello, es probable que
la capacidad antioxidante de los polifenoles del té juegue un papel importante en

las acciones antiinflamatorias.

La manzana (Malus domestica B.) es una fruta que se consume con frecuencia
y es uno de los frutos mas cultivados en el mundo (FAOSTAT, 2013). Se ha
atribuido a su consumo, la prevencidn y proteccion contra varias enfermedades
crénicas y degenerativas en los seres humanos, sobre todo debido a sus
antioxidantes, que previenen los dafios producidos por los RL (Bouayed & Bohn,
2010; Boyer & Liu, 2004; Di Pietro, Medeiros, Vieira, Fausto, & Bello-Klein, 2007).
Los compuestos fenodlicos en las manzanas son responsables de la mayor parte de
la actividad antioxidante de la fruta (Lee, Kim, Kim, Lee, & Lee, 2003; Tsao, Yang,
Xie, Sockovie, & Khanizadeh, 2005). El principal componente fendlico de esta
fruta es el acido clorogénico, junto con los flavonoles (quercetina y sus glicosidos),
y la catequina y EC (Gliszczynska-Swiglo & Tyrakowska, 2003). El &cido ascorbico
es otro importante compuesto antioxidante presente en la manzana
(Gliszczynska-Swiglo & Tyrakowska, 2003; Miller & Rice-Evans, 1997).

El &cido clorogénico, aunque no es un flavonoide, es uno de los
neutralizadores de RL mas eficaces (Dias, 2012; Matsuzoe et al., 1999). Los efectos
beneficiosos asignados al acido clorogénico son una actividad antimutagénica,
antimicrobiana, antiviral y una actividad anti-LDL (Matsuzoe et al.,, 1999).
Investigaciones comparativas sobre la fuerza antioxidante de compuestos
fendlicos no-flavonoides presentes en la dieta, se centraron en el dcido clorogénico
y el acido cafeico. Los estudios cinéticos mostraron la capacidad de eliminar los

radicales O2*- e OH". El acido clorogénico pudo inhibir la cadena de peroxidacion
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lipidica, atrapando ROO*. También se establecid que el 4cido clorogénico puede
reaccionar rapidamente con el ONOO- (Kono et al., 1997).

La quercetina y la rutina representan dos de los flavonoides mas
estudiados. Se ha investigado y comparado su comportamiento antioxidante en
sistemas de peroxidacion de lipidos con otros flavonoides (Peterson & Dwyer,
1998, Ramanathan, Das, & Tan, 1994). La quercetina y rutina, y también la
apigenina y naringina, mostraron una mayor actividad antioxidante contra el O2*
(Chen, Zheng, Jia, & Ju, 1990; Sichel, Corsaro, Scalia, Di Bilio, & Bonomo, 1991).
En cambio, la hesperidina y naringenina, presentes principalmente en citricos
como el limon, exhibieron una baja actividad antioxidante en los sistemas de la
peroxidacion lipidica (Chen et al., 1990; Mora, Paya, Rios, & Alcaraz, 1990). El
limon también es una fuente de vitamina C y otros flavonoides (Gonzalez-Molina,

Dominguez-Perles, Moreno, & Garcia-Viguera, 2010).

La quercetina inhibe la citotoxicidad y las alteraciones oxidativas de los
macrofagos de lipoproteinas de baja densidad, preservando los niveles de a-
tocoferol y retrasando la apariciéon de la peroxidaciéon lipidica (de Whalley,
Rankin, Hoult, Jessup, & Leake, 1990). A niveles elevados, la quercetina y rutina
protegen contra el dano celular causado por las LDL oxidadas, mediante la
inhibicién de la oxidacién de las lipoproteinas. A bajas concentraciones,
proporcionan una proteccion directa a las células de la citotoxicidad de las LDL
oxidadas (Negre-Salvayre & Salvayre, 1992). La quercetina también puede inhibir
la COX y la LOX (de Whalley et al., 1990; Laughton, Evans, Moroney, Hoult, &
Halliwell, 1991). La apigenina, kaempferol, naringenina y la rutina también
resultaron inhibidores de la LOX (Hsieh, German, & Kinsella, 1988; Laughton et
al., 1991).

El resveratrol ha sido clasificado como antioxidante, inhibidor de la COX,
como fitoalexina, estimulador del receptor de proliferacion activado del
peroxisoma, asi como inductor de la éxido nitrico sintasa endotelial (Nakata,
Takahashi, & Inoue, 2012).

Las fuentes mas importantes de este antioxidante son las pieles de la uva y
el vino tinto. Este derivado del estilbeno atrapa las ERO, actiia como un quelante
de metales y modula la actividad enzimatica (Harikumar & Aggarwal, 2008;

Venturini et al., 2010). Tanto el vino tinto como el resveratrol demostraron ser
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capaces de disminuir la peroxidacién lipidica en el hipocampo de ratas diabéticas.
Estas propiedades antioxidantes que se exhiben en esta region del cerebro fueron
certificadas por un aumento de la actividad CAT (Harikumar & Aggarwal, 2008).

2.5.4.5. Selenio

Se ha demostrado que el brocoli enriquecido en selenio puede disminuir el
cancer de colon y los tumores de mama en estudios con animales (Finley, Davis,
& Feng, 2000; Finley et al., 2001). La cebolla y el ajo, cuando son cultivados en
suelos ricos de selenio, pueden también almacenar selenio como selenocisteina y

selenoproteinas (Dias, 2012).

Los estudios se han centrado en la comparacién de la administracion de
suplementos de selenio organico, con suplementos de selenio mineral: se ha
establecido que la suplementacion con selenito de sodio (50 ug de selenio al dia
durante 28 dias) es capaz de modular las actividades de la GPx a través de
modificaciones agudas y transitorias en linfocitos, granulocitos y en la actividad
de la fosfolipido hidroperoxido glutatién peroxidasa en plaquetas, observandose
en el dia 7 o 14 de la ingesta del selenito de sodio. En los linfocitos de personas
tratadas con seleniometionina, tales modificaciones surgieron en el dia 7 del
tratamiento. La actividad de la GPx citosdlica, en las células sanguineas
mencionadas, aumentd de forma continuada durante la suplementacién (Brown
et al., 2000).

2.54.6. Zinc

El zinc es muy conocido por su papel como cofactor de la enzima SOD. Con
respecto a su potencial papel de antioxidante exdgeno y antiinflamatorio como
suplemento, se demostrd que en los sujetos que recibieron suplementos de zinc
(45 mg de zinc como gluconato), los niveles plasmaticos de productos de la
peroxidacion de lipidos (tales como hidroxialquenales o MDA) y de aductos de
ADN disminuyeron respecto al grupo placebo. Las células mononucleares
estimuladas con lipopolisacaridos de sujetos suplementados con zinc, presentaron
niveles menores de ARN mensajero de TNF-a e IL-1B, en comparacion con el
placebo (Prasad, Bao, Beck, Kucuk, & Sarkar, 2004).
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En un estudio donde se evalu6 la capacidad del zinc para inhibir la
peroxidacion lipidica en los liposomas, usando diversos iniciadores de oxidacion,
se demostrd que el zinc sélo impide la oxidacion de lipidos iniciada por el Cu* y
el Fe>. Se observd que la inhibicién de la oxidacion de lipidos inducida por el
hierro por la accién del a-tocoferol o de la EC se optimiz6 en presencia de zinc. La
accion protectora del zinc contra la oxidacion de lipidos iniciada con hierro fue
debida a la capacidad para bloquear los sitios cargados negativamente con la
capacidad de fijacion de hierro (Zago & Oteiza, 2001).

2.5.4.7. Cobre

El cobre es un oligoelemento que se encuentra unido a proteinas,
principalmente a la ceruloplasmina. El cobre es importante para el desarrollo y el
mantenimiento del sistema inmune, en particular, para las funciones de los
neutrdfilos y monocitos, aunque su papel en la inmunidad es aun controvertido
(Maggini, Wintergerst, Beveridge, & Hornig, 2007). Este oligoelemento es también
esencial para una defensa antioxidante dptima, ya que funciona como cofactor de
la cobre/zinc-SOD, una enzima importante para la erradicacion de los RL
(Prohaska & Gybina, 2004). Por lo tanto, la deficiencia de cobre puede
comprometer las defensas antioxidantes de las células, a través de la disminucion
de la capacidad para producir SOD, lo que aumenta la susceptibilidad de las
células al dafio oxidativo del ADN vy, en consecuencia, la deficiencia de las células
inmunes (Pan & Loo, 2000).

2.6. BEBIDAS FUNCIONALES CON ANTIOXIDANTES

2.6.1. Definicion de alimento funcional

La primera exploracion sistematica de los aspectos positivos de la
funcionalidad de los alimentos se llevé a cabo en Japdén. Los programas de
investigacion financiados por el gobierno japonés durante los afos 80, se
centraron en la capacidad de algunos alimentos para influir en las funciones
fisioldgicas del organismo. Esto llevd, en 1991, a la definicion en la ley japonesa de
una categoria de “alimentos para un uso dietético especial”, lo que les permiti6

realizar alegaciones en el etiquetado sobre efectos especificos para la salud. Estas
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alegaciones tuvieron que ser justificadas con el fin de recibir la aprobacion del
Ministerio de Salud y Bienestar de Japdn, consiguiendo ser designados
posteriormente como “alimentos de uso especifico para la salud” (FOSHU). Para
que un alimento fuese considerado FOSHU, se requerian pruebas de que el
alimento final, y no sus componentes individuales aislados, ejerciera un efecto
saludable sobre el organismo cuando se consumiera como parte de una dieta
normal (Howlett, 2008).

En la segunda mitad de los afios 90, la Comision Europea financié una
actividad para explorar el concepto de alimento funcional, desde un enfoque
basado en la ciencia. En esta accién concertada llamada “FUFOSE” (Functional
Food Science in Europe), participé un gran numero de expertos europeos en
nutricion y ciencias afines, y produjo un informe de consenso que ha sido
ampliamente utilizado como base para la discusion, y posterior evolucién, del

pensamiento sobre este tema (Howlett, 2008).

FUFOSE desarrollé una definicion de alimento funcional como un alimento
que esta “satisfactoriamente demostrado que afecta beneficiosamente a una o mas
funciones diana en el organismo, mas alla de los efectos nutricionales adecuados,
de una manera que es relevante, ya sea para una mejora del estado de salud y
bienestar y/o una reduccion del riesgo de enfermedad”. En el contexto de esta
definicién, una “funcion diana” es una actividad bioldgica del organismo que es
una diana para la intervencion, con miras al mantenimiento o mejora de la salud y

el bienestar y/o la reduccion del riesgo de enfermedad (Howlett, 2008).

Desde un punto de vista practico, un alimento funcional puede ser
(Howlett, 2008):

- Un alimento natural, sin modificaciones.

- Un alimento en el que uno de los componentes se ha mejorado a través de
condiciones de cultivo o cria especiales, o medios biotecnoldgicos.

- Un alimento al que ha sido afadido un componente para proporcionar
beneficios.

-Un alimento al que ha sido eliminado un componente, por medios

tecnoldgicos o biotecnoldgicos, para que el alimento proporcione beneficios.
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-Un alimento en el que un componente ha sido reemplazado por un
componente alternativo con propiedades favorables.

- Un alimento en el que un componente ha sido modificado por medios
enzimaticos, quimicos o tecnoldgicos, para proporcionar un beneficio.

- Un alimento en el que la biodisponibilidad de un componente se ha
modificado.

- Una combinacién de cualquiera de los anteriores.

Sin embargo, el alimento funcional tiene que cumplir con el requisito
imprescindible de ser seguro. En cualquier discusion sobre la funcionalidad de los
alimentos, ya sea en un contexto regulador o cientifico, no existe la consideracién
de que un beneficio para el organismo compense un posible riesgo para la salud.
Un alimento, ya sea considerado funcional o no, siempre debe ser seguro para el
consumidor (Howlett, 2008).

Hoy en dia, el concepto de alimento funcional se ha globalizado y se ha
popularizado entre los consumidores, por lo que las industrias alimentarias ven la
oportunidad de crear nuevos alimentos en un mercado de rdpida expansion
(Bigliardi & Galati, 2013). Actualmente, se comercializan en Espafia algo mas de
200 tipos de alimentos funcionales y alrededor de un 69% de los hogares los
compran alguna vez. Los alimentos funcionales mueven anualmente en la Unién
Europea alrededor de 25.000 millones de euros, de los que el 11% corresponde a
Espafa. A nivel mundial, esta cifra se aproxima a 100.000 millones de euros

anuales.

2.6.2. Legislacion

Actualmente, existen reglamentaciones especificas para los alimentos
funcionales por grupos de paises, como es el caso de Europa, Norteamérica y
Asia.

Las normas para la autorizacion de nuevos alimentos y nuevos ingredientes
alimentarios estan armonizadas a nivel europeo. Antes de que estos productos se

introduzcan en el mercado, debe quedar demostrada su inocuidad para la salud y
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el medio ambiente, en los controles que efectia la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA).

El Reglamento (CE) n° 258/97 del Parlamento Europeo y del Consejo de 27
de enero de 1997, regula estos nuevos productos. Los nuevos alimentos o
ingredientes alimentarios afectados por este Reglamento son los que atun no se
utilizan habitualmente para el consumo humano. Este Reglamento se aplica a los

productos incluidos en las siguientes categorias:

- Alimentos e ingredientes alimentarios que tengan una estructura molecular
primaria nueva o modificada.

- Alimentos e ingredientes alimentarios consistentes en microorganismos,
hongos o algas.

- Alimentos e ingredientes alimentarios consistentes en vegetales u obtenidos
a partir de éstos, y a los ingredientes obtenidos a partir de animales.

- Alimentos e ingredientes alimentarios cuyo valor nutritivo, metabolismo o
contenido de sustancias indeseables han sido modificados de manera

significativa por el proceso de produccion.

El Reglamento no se aplica a los aditivos alimentarios, a los aromas
alimentarios, a los disolventes de extraccion ni a las enzimas alimentarias, que se
regulan mediante el Reglamento (CE) n° 1332/2008. Los organismos modificados
genéticamente ya no estan regulados por este Reglamento sino por el Reglamento
(CE) n° 1823/2003.

Por otra parte, los alimentos o ingredientes alimentarios incluidos en el
presente Reglamento no deben suponer ningun peligro para el consumidor,

inducirle a error, ni implicar desventajas desde el punto de vista de la nutricién.

La ualtima modificacion de este Reglamento se realizd en el afo 2009,
mediante el Reglamento (CE) n® 596/2009, que entrd en vigor en agosto de ese
ano.

El Reglamento (CE) n° 258/97 establece también requisitos especificos de
etiquetado de los nuevos alimentos y los nuevos ingredientes alimentarios, que se
suman a los requisitos generales europeos en materia de etiquetado de productos

alimenticios, regulados por la Directiva 2000/13/CE del Parlamento Europeo y del
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Consejo de 20 de marzo de 2000 relativa a la aproximacion de las legislaciones de
los Estados miembros en materia de etiquetado, presentacion y publicidad de los
productos alimenticios (modificada por el Reglamento (CE) n° 1332/2008).

Sin perjuicio de los requisitos generales de la legislacion europea sobre el
etiquetado de los productos alimenticios, en el etiquetado de los nuevos

alimentos e ingredientes alimentarios debe indicarse:

- Todas las caracteristicas, como la composicidn, el valor nutritivo o el uso al
que se destina el alimento.

- La presencia de materias que puedan tener consecuencias para la salud de
determinados grupos de poblacion.

- La presencia de materias que planteen reservas de tipo ético.

El Reglamento (CE) n°® 1924/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo, de
20 de diciembre de 2006, relativo a las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en los alimentos (modificado por el Reglamento (UE) n°
1047/2012), tiene por objeto garantizar que las declaraciones nutricionales y de
propiedades saludables en las etiquetas, y la presentaciéon y publicidad de los
alimentos, sean claras y basadas en pruebas generalmente aceptadas por la

comunidad cientifica.

Existe una amplia serie de sustancias, tales como vitaminas, minerales,
aminodcidos, acidos grasos esenciales y extractos de hierbas con un efecto
nutricional o fisioldgico, que pueden estar presentes en un alimento y ser objeto
de una declaracion. Este Reglamento garantiza un elevado nivel de proteccion de
los consumidores, les da la informacion necesaria para elegir con pleno
conocimiento de causa y crea condiciones iguales de competencia para la

industria alimentaria.

Respecto a los tramites para la aceptacion de un nuevo alimento funcional,
en primer lugar, las empresas deben presentar sus solicitudes a la Agencia
Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricién. Esta remite la
documentacion a la EFSA, que es el organismo evaluador. A continuacion, la
Comision Europea toma una decision basdndose en el dictamen de la EFSA, de

acuerdo a los datos y estudios cientificos presentados que avalan el nuevo
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alimento, y da su aprobaciéon o denegacion al nuevo alimento funcional (Buttriss
& Benelam, 2010).

2.6.3. Bebidas funcionales antioxidantes

Las bebidas se consumen regularmente en todo el mundo y constituyen un
pilar importante en la dieta diaria de los seres humanos. Su popularidad se debe,
principalmente, a la variedad de sabores y sensaciones agradables que producen,
como el sabor dulce o la sensacion refrescante. Sin embargo, las bebidas también
se consumen por razones de salud, por ejemplo, para la suplementacién de
vitaminas, como los zumos de fruta, o para la ingesta de minerales y

oligoelementos, que se puede encontrar en el agua mineral.

El consumo de productos de origen vegetal, tales como frutas y verduras,
estd asociado con un estilo de vida mas saludable y con un menor riesgo de
enfermedades cronicas, como las enfermedades cardiovasculares (Thilakarathna
& Rupasinghe, 2012). Los polifenoles son uno de los metabolitos secundarios mas
comunes de las plantas, de los cuales los flavonoides son una subclase con un
creciente interés, debido a estas propiedades terapéuticas (Bravo, 1998). La
manzana (Malus domestica B.), el arandano (Vacciniummacrocarpon L.) y el
arandano azul (Vacciniumangustifolium Aiton.) son algunos de los frutos ricos en
polifenoles bioactivos. Distintos estudios han demostrado beneficios para la salud
asociados con el consumo de esas frutas (Duthie et al., 2006; Van Duyn &
Pivonka, 2000). Es ampliamente aceptado que los flavonoides de la dieta mejora la
salud cardiovascular y reducen la mortalidad por cardiopatia coronaria (Eilat-
Adar & Goldbourt, 2010; Kastorini, Milionis, Goudevenos, & Panagiotakos, 2010),
mediante la inhibicién de los procesos fisiopatoldgicos, tales como la oxidacion
del colesterol LDL bajo condiciones de EO (Nijveldt et al., 2001).

Cada vez hay mas evidencia de que los constituyentes de algunas bebidas
poseen efectos anticancerigenos, antioxidantes y antimutagénicos. Por ejemplo,
los polifenoles y flavonoides del té verde y negro tienen efectos inhibitorios sobre
el cancer (Yang et al., 2011), y tienen propiedades antimutagénicas (Gupta, Saha,
& Giri, 2002). Otro ejemplo es el café, cuyo consumo puede reducir el riesgo de
carcinoma hepatocelular (Gelatti et al., 2005).
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El objetivo prioritario, sin embargo, debe ser la dieta en su conjunto. Emerge

asi el futuro reto de una dieta funcional.
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Una de las consecuencias del rapido desarrollo de las poblaciones durante
el siglo pasado, ha sido el incremento de la calidad de vida de la sociedad, con el
consecuente cambio en la estructura demografica, provocando el envejecimiento
de la misma. El 20% de la poblacion europea cuenta con mas de 65 afos y en el
ano 2030 se espera que esta proporcion aumente hasta el 30%. Espafa se sittia
como uno de los paises de la Union Europea con la poblacién mas envejecida,
llevando ello asociado un aumento en el coste sanitario. Segtn el Eurostat, Espafna
tendrd el mayor porcentaje de poblacion octogenaria de Europa en el afio 2060.
Este envejecimiento progresivo de la poblacién, junto con el incremento de los
gastos sanitarios en las ultimas décadas, sugieren la necesidad de establecer
programas de desarrollo de nuevos productos alimentarios, que puedan ejercer
un efecto positivo sobre la salud (alimentos funcionales), reduciendo a largo plazo
los costosos gastos del sistema sanitario.

La gran cantidad de alimentos funcionales que encontramos en el mercado
indica el auge que estos tienen dentro de la poblacion. Actualmente, se
comercializan en Espafa algo mas de 200 tipos de alimentos funcionales y
alrededor de un 69% de los hogares los compran alguna vez. Esta cifra llega hasta
el 80% de los hogares en Estados Unidos. Los alimentos funcionales mueven
anualmente en la Unién Europea alrededor de 25.000 millones de euros, de los
que el 11% corresponde a Espafia. A nivel mundial, esta cifra se aproxima a

100.000 millones de euros anuales.

Se sabe que la EA es una entidad patoldgica multifactorial, donde el EO y el
estado inflamatorio tienen un papel predominante. Es la enfermedad
degenerativa cerebral mas importante, responsable de mas del 50% de todas las
demencias. Aunque la EA no es exclusiva de las personas ancianas, sabemos que
su frecuencia aumenta con el avance de la edad. En la EA se ha constatado la
presencia de un EO, es decir, un dano producido por un aumento de la actividad

de los RL sobre las biomoléculas, y en el caso del SNC, predominantemente sobre



114 JOSE MIGUEL RUBIO PEREZ

las moléculas de acidos grasos. Otras biomoléculas como las proteinas y el ADN
también sufren un dafio en su estructura molecular. De ahi la importancia de
prevenir y paliar este proceso oxidativo, que juega un importante papel en el

proceso neurodegenerativo, caracteristico de esta enfermedad.

Los polifenoles que consumimos a través de la dieta, en alimentos y bebidas
como las frutas, verduras y el vino, se absorben en nuestro organismo
apareciendo en la sangre y en los tejidos. Simultdneamente, asociado a su
consumo, se detecta un aumento de la capacidad antioxidante de la sangre, lo que

sustenta la accion antioxidante de los polifenoles in vivo.

Esta Tesis Doctoral se plantea como continuacion de otro proyecto realizado
anteriormente en el Departamento de Tecnologia de la Alimentacion y Nutricion,
en el que se analizé la variacion en el grado de EO que se produce en las tres fases
de la EA: leve, moderada y avanzada, a través de diversos biomarcadores
plasmaticos. Los resultados obtenidos permitieron afirmar que el EO se
incrementa a medida que evoluciona la enfermedad, en las tres fases analizadas.
Asi pues, una vez determinado el grado de EO que se correlaciona con cada una
de las fases de la enfermedad, resulta interesante estudiar el efecto de diversos
compuestos con alta actividad antioxidante sobre el EO, en aquellas fases donde
estos antioxidantes pueden atenuar o enlentecer el incremento del EO, es decir, la

fase leve y moderada de la enfermedad.

El aspecto mas relevante y novedoso del proyecto reside en la diversidad de
antioxidantes utilizados en el disefio de la bebida, por disponer de una mayor
capacidad antioxidante y por utilizar como vehiculo un alimento, lo que
constituye una ventaja, ya que asi pueden actuar en sistemas integrados o en
cascadas, en las que los antioxidantes transportan a los RL dentro del sistema
bioldgico hacia destinos mas seguros, pudiendo ser eliminados, por ejemplo, de

un medio liposoluble hacia un medio hidrosoluble.

El estado actual de los conocimientos respecto al efecto de suplementos
antioxidantes polifenodlicos sobre el EO y el proceso inflamatorio en la EA, reside
en estudios realizados con animales, habiéndose obtenido resultados alentadores,
lo que sugiere pasar a estudios en humanos, tal y como se plantea en esta Tesis

Doctoral.
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4.1. HIPOTESIS

La hipétesis del estudio es que conocidos los hechos siguientes:

e Los enfermos de Alzheimer presentan un EO e inflamatorio asociado a la
patologia, que se va incrementando con el avance de la enfermedad a lo

largo del tiempo.

e Los antioxidantes polifendlicos han mostrado en estudios con animales, en
los que se ha provocado la EA, su capacidad de actuar frente al EO e
inflamatorio asociado a esta patologia.

Los conocimientos cientificos anteriores nos llevan a pensar que la
administracién regular de antioxidantes, concretamente polifendlicos, a través de
la dieta, podria atenuar el aumento del proceso oxidativo/inflamatorio en estos

pacientes.

Esta hipdtesis se concreta en que la ingesta diaria de una bebida rica en
antioxidantes polifendlicos, disefiada en este proyecto, podria disminuir el
incremento del EO y del proceso inflamatorio asociados a la EA, en los estados
leve y moderado de la enfermedad.

4.2. OBJETIVO GENERAL

Disefiar una nueva bebida con alto poder antioxidante, en base a un elevado
contenido en antioxidantes polifenolicos, y analizar su efecto sobre biomarcadores

de EO e inflamacion en enfermos de Alzheimer.
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4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disenar la composicion de la bebida desde un punto de vista tedrico, con el
fin de que tenga un elevado poder antioxidante, fundamentalmente en base
a compuestos polifenolicos, contemplando la inclusién de componentes
permitidos tanto en tipo como en cantidad dentro de la actual normativa

legal alimentaria.

e Elaborar la bebida disefiada dentro de una planta piloto perteneciente a la

industria alimentaria, relacionada con el sector de zumos y bebidas.

e Estudiar la actividad y composiciéon antioxidante de la nueva bebida
disefiada, asi como sus propiedades organolépticas y su estabilidad durante

el almacenamiento.

e Evaluar si el consumo diario de la nueva bebida antioxidante, durante un
periodo de ocho meses, afecta a las concentraciones plasmaticas y urinarias
de biomarcadores de EO en enfermos de Alzheimer, en diferentes fases de

la enfermedad, respecto a un grupo control.

e FEvaluar si el consumo diario de la nueva bebida antioxidante, durante un
periodo de ocho meses, afecta a las concentraciones plasmaticas de
biomarcadores de inflamacion en enfermos de Alzheimer, en diferentes

fases de la enfermedad, respecto a un grupo control.
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Abstract

Green tea and apple are natural products with health benefits. These healthy properties are
linked closely to the antioxidant compounds, mainly phenelic compounds. These antioxidant

Keywords
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green tea, storage

compounds have a potential for preventing and treating cancer, cardiovascular, inflammatory

and neurodegenerative diseases in humans. The aim of the present work was to design a new
beverage with high antioxidant power combining extracts of green tea and apple, studying the
antioxidant composition and activity, organoleptic properties (colour) and stability status
during storage at different temperatures. The majority compounds identified in the beverage
were flavan-3-ols, being the {-)-epigallocatechin-3-gallate which had the highest concentra-
tion. After storage, floridzine was the compound with lower decrease of concentration. The
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new designed beverage had a good colour, and high antioxidant activity and stability at room
temperature, so that the beverage needs no refrigeration, showing potential for the

development of new healthy functional beverages.

Introduction

A functional beverage can be defined as a drink product that is
non-alcoholic and includes in its formmlation non-traditional
ingredients {herbs, vitamins, minerals, antioxidants) to provide
specific health benefits that go beyond general nutrition. Sports
and performance drinks, energy drinks, ready to drink teas,
enhanced fruit drinks, soy beverages and enhanced water, among
others, are some of the product segments rolled out as functional
beverages in the market space.

An antioxidant is a molecule capable of inhibiting the
oxidation of other molecules. They do this by being oxidized
themselves, so antioxidants are often reducing agents such as
thiols, ascorbic acid or polyphenols (Sies, 1997).

An imbalance between oxidants and antioxidants in favour of
the oxidants, potentially leading to damage, is termed as
“‘oxidative stress”. In humans, oxidative stress may be involved
in many diseases. These include cancer (Halliwell, 2007),
atherosclerosis, Parkinson's disease and Alzheimer's disease
{Ramalingam & Kim, 2012; Valko et al., 2007).

Polyphenols are natural substances that are present in fruits,
vegetables and products abtained from these, such as olive oil, red
wine, tea and apple juice. Flavonoids are the largest group of
polyphenols, a group that is mainly divided into anthocyanins,
glycosylated derivative of anthocyanidin, present in colourful
flowers and fruits, and anthoxantins, colourless compounds

Correspondence: Jose M. Rubio-Perez, Departamento de Tecnologia de la
Alimentacién y Nutricidn, Facultad de Ciencias de la Salud, UCAM
Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, Campus de los Jerénimos,
sfn, Guadalupe 30107, Murcia, Espafia. Tel: +34968278638. Fax:
+34968278197. E-mail: jmrubio@ucam.edu

further divided into several categories including flavones, isofla-
vones, flavanols and flavonols (Butterfield et al, 2002). The
importance of polyphenclic flavonoids in enhancing cell resist-
ance to oxidative stress goes beyond simple scavenging activity
and 1s of most interest in pathologies in which oxidative stress
plays an important role. Numerous studies in the past 15 years
have shown that flavonoids have in vitre and in vive activity in
preventing or reducing the deleterious effects of oxygen-derived
free radicals associated with several chronic and stress-related
human and animal diseases (Kaur et al., 2007; Levites et al., 2003;
Miura et al., 2000).

Green tea has atiracted attention for its health benefits,
particularly with respect to its potential for preventing and
weating cancer, cardiovascular, inflammatory and neurodegen-
erative diseases in humans (Hollman et al., 1999; Tedeschi et al.,
2004). The healthy properties of green tea are linked closely to the
antioxidant compounds {mainly phenclic compounds) present in
this natural beverage (Maron et al,, 2003; Vimmson et al., 2004).
These properties have been attributed to the flavanols present in
tea, specifically catechins (C) (mainly (—)-epicatechin (EC),
{—)-gallocatechin (GC}, (- )-epigallocatechin-3-gallate (EGCG)
and (—)-epicatechin-3-gallate (ECG)), that are potent natural
muoxidants (Bahorun et al,, 2004), Green tea polyphenols are
now being considered as therapeutic agents in well controlled
epidemiological studies, aimed to alter brain ageing processes and
to serve as possible neuroprotective agents in progressive
neurodegenerative  disorders  such  as  Parkinson’s  and
Alzheimer’s diseases. In particular, the literature has studied the
putative novel neuroprotective mechanism of the major green tea
polyphencl: EGCG (Weinreb et al., 2004).

Apple (Malius domestica Borkh) is a frequently consumed Fruit
and one of the most cultivated tree fruit in the world (FAOSTAT,
2011). Apple consumption has been attributed to the prevention
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and protection from several chronic and degenerative diseases
in humans, mainly because of their antioxidants that prevent
free-radical damage (Bouayed & Bohn, 2010; Boyer & Liu, 2004;
Di Pietro et al., 2007). The phenolic compounds in apples are
responsible for most of the antioxidant activity of the fruit (Lee
et al., 2003; Tsao et al,, 2005). The major phenolic component of
apple is chlorogenic acid, together with flavonols (quercetin and
its glycosides) and C and EC (Gliszezynska-Swiglo &
Tyrakowska 2003). Ascorbic acid is another important antioxidant
compound present in apple (Gliszczynska-Swiglo & Tyrakowska,
2003: Miller & Rice-Evans, 1997).

Phenolic compounds derived from natiral products like apple
and green tea are widely studied for the treatment or prevention of
cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases (Bhardwaj
& Khanna, 2013; Lecumberri et al, 2013; Lim et al., 2013;
MecCann et al., 2007: Serra et al., 2012). Due to the importance of
functional foods in the health, the introduction of these antioxi-
dants in food products are increasing (Sird et al, 2008). The
problem is that their antioxidant capacity is not stable over time,
and need to be stored under refrigeration conditions.

The aim of the present work was to design a new beverage with
high antioxidant power and stable at room temperature for a long
period of time, combining extracts of green tea and apple,
studying the antioxidant composition and activity, organoleptic
properties and stability status during storage.

Materials and methods
Reagents and standards

Green tea extract Suphenon 90LB was purchased from Taiyo
Green Power Co., Lid (Jiangsu, China). Apple extract AF POMM
9050 was purchased from Diana Naturals (Antrain, France),

Standards: Quercetin 3-glucoside and quercetin 3-rhamnoside
were purchased from Polyphenols Laboratories AS (Sandnes,
Norway). Floridzine, procyanidin B2, gallic acid, chlorogenic
acid, C, EC, ECG, GC and EGCG were purchased from
Sigma-Aldrich Quimica SA (Madrid, Spain). 6-hydroxy-2,5,7.8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid {Trolox) and 2,2-diphenyl-
1-picryl-hydrazyl {DPPH®) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemie Gmbh (Munich, Germany). Ascorbic acid was purchased
from Merck (Darmstadt, Germany).

Reagents: Formic acid, methanol and metaphosphoric acid of
analytical grade were supplied by Merck (Darmstadt, Germany).
Potassium dihydrogen phosphate was purchased from Panreac
Quimica S.A. (Barcelona, Spain). Milli-Q system (Merck
Millipore, Billerica, MA) ultrapure was used throughout this
research.

Experimental design

The antioxidant beverage was manufactured in the industrial
production plant of Hero Spain, S.A. (Alcantarilla, Murcia, Spain)
and was composed of 84.29% of water, 10.16% of apple
concentrate, 4.80% of trehalose, 0.42% of lemon concentrate,
0.16% of green tea extract, 0.08% of apple extract and minor
quantities of vitamins, minerals, flavourings and sweeteners
{Table 1) and contained into opague aseptic tetra briks of 200mL.
Since lemon fruit is a rich source of vitamin C and flavonoids
{Gonzilez-Molina et al.. 2010), such concentrate was added to
increase the antioxidant power of the beverage and to improve its
flavour. Tetra briks were picked up from the industrial production
plant 1h after packing and taken out of the production line by a
plant supervisor to minimise variability between batches. The
beverage was divided into two groups and stored at two different
temperatures {4°C and 25°C) in darkness. A total number of
57 aseptic tetra briks were used in this study (24 tetra briks stored
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Table 1. Ingredients used in the formulation of the
antioxidant beverage (% of total}.

Ingredients Concentration
Water 84,20
Apple concentrate 10.16
Trehalose 4.80
Lemon concentrate 042
Green tea extract (Suphenon 20LB) 0.16
Apple extract {AF POMM 9050} 0.08
Vitamin € 0.05
Apple flavouring (24MA100 Dallant) 0.01
Vitamin E <0.01
Niacin <001
Acesnlfame K =0.01
Vitamin By, =0.01
Zine =0.01
Copper =(.001
Folic acid =0.001
Selenium <0.001

at 4°C and 33 tetra briks stored at 25°C). Samples were collected
monthly during 8 months for physicochemical measurements.
At each sampling time, samples were randomly removed from
storage and subjected to physicochemical (one tetra brik)
analyses. All analyses in this study were done in triplicate and
the results expressed as mean values + standard deviation (SD).

pH and total soluble solids

pH and total soluble solids (TSS) were evaluated as quality
indexes. The pH values were measured using a pH-meter
{GLP 21, Crison Instruments, 5.A., Barcelona, Spain). The TSS
contents were recorded in a refractometer (Master-M, Atago Co.,
Ltd, Tokyo, Japan) at 20°C with values being expressed as “Brix.

Colour measurement

Colour measurements were evaluated as organoleptic parameter
and were determined in a MINOLTA CM-508i Colorimeter
(Milton, Keynes, UK). The values of CIEL*, ClEa* and CIEb*
were calculated in a rounded cuvette using illuminant D65 and
10° observer, according to the CIEL*a*b* 76 convention. Data
were recorded and processed using the MINOLTA Software
Chromacontrol 5, PC-based colorimetric data system. Hue angle
(H*) was calculated from tan~'(b*/a*) and Chroma {C*) from
(a4 b2

Analysis of ascorbic acid

Ascorbic acid content was determined by reversed phase
UPLC-UV. 6 mL of antioxidant beverage was brought to a final
volume of S0mL with 1% (w/v) metaphosphoric acid solution.
Home were sub d to 2000g in a refrigerated centri-
fuge {Universal 320R, Hettich Instruments, Beverly, MA) for
10min. The clear supernatant was filtered through a 0.22 pm filter
(Millex-GV 13, Millipore, Bedford, MA). Then, a 4 uL aliquot of
this solution was injected into the UPLC system {Acquity UPLC,
Waters Corporation, Milford, MA) equipped with a sample
manager, binary solvent manager and PDA detector at 245 nm.
Samples were analysed at 25°C on an Acquity UPLC BEH C18
reversed-phase column (100 x 2.1 mm, particle size of 1.7pum)
(Waters Corporation, Milford, MA). The mobile phase was
phosphate buffer solution 0.1 M, pH 3.5. The flow rate was kept at
04mLmin~', Aliquots of 4pl of ascorbic acid standards
solutions (6, 15, 30 and 60pg/mL), prepared by appropriate
dilution of working standard solution (600 pg/mL) in 1% (whv)
metaphosphoric acid solution, were used to do a standard curve by
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plotting peak area versus ascorbic acid amount after UPLC
analysis. Results were expressed as mg per L.

Analysis of antioxidant activity

To analyse the antioxidant activity of the beverage samples, a
DPPH"® assay was used, following a previously-described protocol
{Llorach et al., 2004). Briefly, all samples were centrifuged at
10000rpm (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific,
Osterode, Germany) for 10min, at 4°C. The DPPH" radical
scavenging capacity was evaluated by measuring the variation in
absorbance at 515 nm after 50min of reaction in parafilm-sealed
glass cuvettes (to avoid methanol evaporation), at 25°C. All
reactions started by adding 5pl of the corresponding diluted
sample (1:100 in methanol/water (80:20 v/v)) and 45l of
methanol to the cuvette containing the diluted stock solution, up
to absorbance 1 (950 pul, from 0.094mM free radical DPPH®
(Sigma, St. Louis, MO)). The final volume of the assay was 1 mL.
The DPPH" reactions were carried out in a UV-Vis spectropho-
tometer (Cary 50 Bio, Varian, Melbourne, Australia) and results
were expressed as mM Trolox.

HPLC analysis of phenolic compounds

Before HPLC analysis, the antioxidant beverage was filtered
through a 0.45 pm filter (Millex-HV 13, Millipore, Bedford, MA).
20 pL of every sample were injected for HPLC analysis on the
equipment using a Merck-Hitachi pump L-6200 (Merck-Hitachi,
Darmstadt, Germany) and a diode array detector Shimadzu SPD-
M6A UV (Shimadzu, Kyoto, Japan) using a reversed-phase
column Lichrochart 100 RP-18 column (Merck, Darmstadt,
Germany) (25 % 04cm, 5pm particle size). Water plus 5%
formic acid (solvent A) and HPLC grade methanol (solvent B)
were used as solvents at a flow rate of 1mL min™", Elution was
performed with a gradient starting with 2% B to reach 32% B at
30min, 40% B at 40min, and 95% B at 50min and became
isocratic for 5 min, Chromatograms were recorded at 280, 320 and
360 nm. The different compounds were characterised by chroma-
tographic comparison with authentic standards, when available,
and their spectra recorded with the diode array detector. Flavonols
were quantified as quercetin 3-glucoside and quercetin 3-rhamno-
side. Detection was achieved at 360nm. Dihydroxychalcones
were quantified as floridzine at 280 nm. Proanthocyanidins were
quantified as procyanidin B2 at 280 nm. Phenolic acids were
quantified as gallic acid at 280nm and chlorogenic acid at
320 nm. Flavan-3-ols were quantified as C, EC, ECG, GC and
EGCG at 280nm. Total phenolic were calculated as
addition of the amoumts of phenolic acids, flavan-3-ols,
proanthocyanidins, dihydroxychalcones and flavonols detected
in each chromatogram. The reproducibility of the HPL.C analysis
was within 6%, and results were expressed as mg per L.

Statistical analysis

All data were processed using the SPSS 17.0 software (LEAD
Technologies, Inc., Chicago, IL). We carried out a multi-factorial
analysis of variance (ANOVA) and Duncan’s multiple range test
{(p=<0.05).

Results and discussion

pH and TSS were e d as quality | s. At initial time
{day 0), the pH value was 3.18 and the average value of TS5 was
10.70 “Brix. These values were unaffected over the storage period
as previously reported in plant-based food products (Garcia-
Viguera et al., 1998). The TSS content of the new beverage was in
accordance with the range established by the Spanish National
Regulations for commercial beverages (Real Decreto 667/1983).
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During the storage period, a decrease in colour lightness
{CIEL* value) was detected in the sample stored at 25°C. This
decrease was 10.73%. However, for the sample stored at 4°C,
there was no difference in this parameter of colour. At 240 days of
storage, the lightness value of the sample stored at 25°C was 8%
lower than the sample refrigerated (Table 2). Alteration in redness
{CIEa* value) was also observed during the storage period,
showing an increase for both samples. This increase was much
higher for the sample stored at 25°C, showing a value, at 240 days
of storage, almost seven times the sample refrigerated (Table 2).
Finally, during the storage period, an increase in yellowness
(CIEb* value) was detected in both samples, showing a final
increase of 62% in both samples (Table 2). Equivalent effects

Table 2. Stability of CIEL*a*b* values in the prepared
beverage during the storage period.

Drays 4°C 25°C
CIEL*
0 47014038 b 4790£022¢
30 4770£023 b 46954031 b
60 4568 £045 a 43.74£025a
9 47.58£0.17 b 456040190
120 4986 £0.26 ¢ 484340264
150 49244032 ¢ 4870 £0.14 d
180 4770£018 b 454340320
210 46.69:£0.30 a 42.80£0.27 a
240 46,57 +£0.21 a 4276 £0.16 a
CIEa*
0 04240001 a 0.43£0.001 b
30 041 £0.001 a 0.09+0.001 a
60 0.62+0.003 ¢ 0,84 £0.003 ¢
90 057 £0.002 ¢ 1.68 2001 d
120 1644001 d 1.66£0.02 d
150 1.65+0.02 d 1.59+002d
180 05040001 b 2842004 ¢
210 038+0.002 a 361£003f
240 0.61£0.001 ¢ 38240021
CIEb*
0 14724007 a 14.70 £ 0.06 a
30 1696 £0.08 b 2211009 b
60 1740002 b 2559013 4d
90 2110011 ¢ 3180018 e
120 1438:£0.06 a 14354008 a
150 14124005 a 1401 £0.05 a
180 1768 +0.07 b 21852003 b
210 2363000 d 2363£0.11 ¢
240 B3N +0164d 23394009 ¢
Chroma
0 1473006 a 1471 £005 a
30 16.96£0.08 b 21211009 b
60 17.41£005 b 2560£0.124d
9% 21112000 ¢ 31846014 ¢
120 1447 £0.08 a 14454004 a
150 14224012 2 1410 £0.07 a
150 17.69 3 0.03 b 2203009 b
210 23634031 d 23902008 ¢
240 23724014 d 2419005 ¢
Hue angle
0 883740620 88323064 ¢
30 BE624059 b 8077051 d
60 87964043 b 88124048 ¢
90 88454065 b 8698033 ¢
120 8349404 a 8340042 b
150 83344032 a 83.524029b
180 88382041 b 82590170
210 89084063 b 81324023 a
240 88334055 b 80914034 a

Values are mean {n=73} 4 5D. Means in the same column
followed by different letters are significantly different at
p=<0.05 according to Duncan’s test.
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were observed in CIEL*a*b* parameters in similar antioxidant
beverages during storage (Gironés-Vilaplana et al., 2012). These
results produced a parallel ncrease in C*, showing a higher
saturation in the sample stored at 25 °C and in the sample stored at
4°C. However, the rate of browning, determined by H* values,
was affected by storage temperature, causing a decrease in
H* values in the sample stored at room temperature. In contrast,
the study of Gironés-Vilaplana et al. (2012) showed an increase in
H* values for all the samples at all temperatures of storage in a
similar beverage. Nevertheless, changes in the colour of the new
beverage (significant for all of parameters measured) were
impossible to evaluate by the human eye, without no appreciate
browning.

Both samples showed an initial ascorbic acid content of
396.51 mg/L. (Figure 1). A decrease in ascorbic acid content
during the storage period was observed in both samples. This loss
of ascorbic acid was higher in the sample stored at 25 °C (41.24%)
in accordance with previous findings in other fruit beverages
(Kabasakalis et al. 2000; Klimczak et al. 2007), The fall of the
amount of ascorbic acid was progressive (not significant in the
sample stored at 4 °C) until the seventh month of storage, at this
point, a pronounced decrease in ascorbic acid content was
observed in both samples (p<003), showing a final value of
308.64 mg/L. of ascorbic acid for the sample stored at 4°C and
233.11mg/L of ascorbic acid for the sample stored at 25°C
{Figure 1). This decrease in ascorbic acid content in both samples
was lower and slower compared to the loss of ascorbic acid in
lemon juice stored at the same temperatures (Gironés-Vilaplana
et al, 2012), maybe due to the protective effect of phenolic
compounds present in green tea and apple on ascorbic acid. Other
authors have recorded the same protective effect in different

dels or b {Bordig Luiz et al., 2007; Poei-Langston
& Wiolstad, 1981).

420
400
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360
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240
260
240
20

L] 0 60 % 1o 150 180 o 0
Days of storage

Figure 1. Changes in ascorbic acid content (mg/L) in the prepared
antioxidant beverage during 240 days of storage at 4°C and 25°C in
darkness. Values are mean (n=23) £ SD. *p<0.05 versus day 0.

mM Trolox
-

o £ 50 0 2o e 130 20 4o
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Figure 2. Changes in antioxidant activity (mM Trolox) in the prepared
antioxidant beverage during 240 days of storage at 4°C and 25°C in
darkness. Values are mean (n=3}+ SD. *p<0.05 versus day 0.
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Figure 2 presents the changes in the antioxidant activity of the
prepared antioxidant beverage, measured by DPPH* assay, during
240 days of storage at 4°C and 25°C. An increase in antioxidant
activity was observed during the first 2 months of storage at
25°C, maybe due to increased amounts of antioxidant compounds
{probably condensed tannins originated during storage and
hydrolyzed subsequently, thereby decreasing the antioxidant
capacity) after processing, as shown in reconstituted juices from
concentrate {Arena et al., 1999). In the same period at 4°C, the
antioxidant activity decreased by 11.10% in accordance with
previous findings in citrus juices (Del Caro et al, 2004). The
antioxidant activity of beverage analysed in the present study
decreased by 12,57% and 9.74% after 8 months of storage at 4°C
and 25°C, respectively (p=003). However, at 240 days of
storage, the value of antioxidant activity was similar in both
samples, about 4.82 mM Trolox, being a great value of antioxidant
activity compared with other novel drinks rich in polyphenols
(Gironés-Vilaplana et al., 2013) and vegetal samples with high
antioxidant activity (Barreca et al,, 2011), so that the beverage
needs no refrigeration,

The phenolic compounds identified in the designed antioxidant
beverage were: phenolic acids, flavan-3-ols, proanthocyanidins,
dihydroxychalcones and flavonols (Table 3). Total phenolic
compounds were expressed as the sum of individual concentra-
tions. The initial concentration of total phenolic compounds
identified was 1130.3mg/L. These results were slightly higher
than the results obtained by Dominguez-Perles et al. (2011) in a
novel beverage produced with green tea and broccoli. After
storage at 25°C during § months, the concentration decreased to
35.42% . In identified phenolic acids, gallic acid (31.2mg/L) and
chlorogenic acid (52.5mg/L) were found. After storage at 25°C
during 240 days, the concentration decreased to 30.77 and
27.24%, respectively. The majority compounds identified in the
antioxidant beverage were flavan-3-ols, being the EGCG which
had the highest concentration (674.8 mg/L) and the GC the lowest
concentration (26 4mg/L). After storage at 25°C  during
8 months, the initial concentration of EGCG decreased to
36.50%, in accordance with the data reported for green tea
leaves (Friedman et al, 2009). The concentration of EC was
139.8 mg/L. and decreased to 37.91% after 8 months of storage at

Table 3. Values of phenolic acids, flavan-3-ols, proanthocyanidins,
dihydroxychal £l Is and total phenoli pounds of the
antioxidant beverage in the initial and final storage period at 25°C in
darkness,

Initial 240 days

Phenclic acids

Gallic acid 31.2206 21608

Chlorogenic acid 52.5%02 332+ 1.6*
Flavan-3-ols

(—)-epigallocatechin-3-gallate 6748405 42854 82%

(—}-gallocatechin 264201 158 +0.8*%

(—J-epicatechin-3-gallate 476403 32511

(—)-epicatechin 1398 +0.2 68+ 1.1*%

( + y-catechin 424202 254 £0.5*
Proanthocyaniding

Procyamdin B2 46.540.1 2082 1.0¢
Dihydroxychalcones

Floridzine 543402 416+ 1.0*
Flavonols

Quercetin 3-glicoside 5502 32402

Quercetin 3-rhamnoside 9.3x01 6.5+04*%
Total phenolic compounds 1130305 T299+17.1%

Values are mean (n=3) £ 8D, expressed as mg/L antioxidant beverage.
An asterisk indicates significant difference from the mean value at
initial time (ANOVA, p<0.05).
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25 °C. ECG (47 .6 mg/L) was the flavan-3-ols with lower decrease
of concentration (31.72%) after 240 days of storage at 25°C,
In contrast, the study with green tea leaves of Friedman et al.
{2009) showed that ECG was the least stable flavan-3-ols with a
fall of 51%. GC and C decreased about 40% after storage in the
same conditions. The identified proanthocyanidin was procyani-
din B2, showing an initial concentration of 46.5mg/L. After
storage at 25 °C during 8 months, the concentration decreased to
35.91%. Floridzine is a dihydroxychalcone which had an initial
concentration of 343mg/L. After storage, the concentration
decreased to 23.39%, being the compound with lower decrease of
concentration of all identified in the antioxidant beverage. The
favonols identified in the antioxidant beverage were guercetin
3-glucoside and quercetin 3-rhamnoside, being the concentration
of 14.8mg/L. After the storage at 25°C during § months, t‘ms

Int T Food Sci Mutr, 2014; 65(3): 352-557

activity of green and ripe chinotto (Citvs myrtifolia Raf ) fruit tissues,
leaves and seeds. Food Chem 129:1504-1512.

Bhardwaj P, Khanna D. 2013. Green tea catechins: defensive role in
cardiovascular disorders. Chin J Nat Med 11:345-353.

Bordignon-Luiz MT, Gauche C. Gris EF, Faledo LD. 2007. Colour
stability of anthocyanins from Isabel grapes (Viris lebrusca L)
in model systems, LWT-Food Sci Technol 40;594-599,

Bouayed I, Bohn T. 2010. Exogenous antioxidants — double-edged swords
in cellular redox state: health beneficial effects at physiologic doses
versus deleterions effects at high doses. Oxid Med Cell Longev 3:
228-237.

Boyer J, Lin RH. 2004. Apple phytochemicals and their health benefits.
Nutr J 3:5175-5208,

Butterfield D, Lastegna A Po-.ermch C, Drake J, Scapagnini G,
Calab V. 2002, N 10 combat oxidative stress
in Alzheimer's disease. J Nutr Blochem 13:444-461.

l)el Caro A, Piga A, Vacca V, Agabbio M. 2004, Changes of

ids. vitamin C and antioxidant capacity in minimally pro-

cessed citrus segments and juices during storage. Food Chem 84:

concentration decreased to 34.46%, being q in 3-rk
the flavonol with lower decrease of concentration (30.11%) 4
(Table 3). 99-105.

Although levels of ascorbic acid and total phenolic compounds
decreased at 25°C, 41.24 and 35.42%, respectively, the antioxi-
dant activity of the prepared antioxidant beverage decreased only
to 9.74%. This may be due to Maillard’s reactions products
(Anese et al., 1999) and by formation of condensed tannins during
the storage period, These condensed tannins have been demon-
strated to exhibit numerous biological and pharmacological
activities that are of interest in human and medicine, such as
inhibition of lipid oxidation, mutagenicity of carcinogens and
tumar promotion (Higdon & Frei, 2003; Okuda, 2005) because
are powerful antioxidants (Dixon et al., 2005).

Conclusion

The new designed beverage, based on extracts of green tea and
apple, provided interesting results. This beverage is a food product
with good organoleptic properties {colour), with high antioxidant
activity and stability at room temperature, so that the beverage
needs no refrigeration, showing potential for the development of
new healthy functional beverages. Further studies of bioavailabil-
ity and biological activity are guaranteed to evaluate in vivo its
potential beneficial effects for human health,
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Abstract

Purpose  The purpose of the study was to test whether
daily consumption of a beverage with high antioxidant
power, combining extracts of green tea and apple over a
period of 8 months, would affect blood and urinary con-
cenfrations of biomarkers of oxidative stress in Alzheimer’s
patients.

Methods  'The study included 100 subjects, 48 of them
were Alzheimer’s patients, aged 76.5 + 3.5 years, and 52
were control subjects, aged 79 + 4 years, without demen-
tia. Three blood and urine samples were taken from each
participant, the first (T;) before starting the antioxidant or
placebo beverage intake, the second (T, ) 4 months after the
antioxidant or placebo beverage intake and the third (T7)
8 months after the antioxidant or placebo beverage intake,
and concentrations of biomarkers of oxidative stress were
measured on serum, lysed erythrocytes or urine by UV—
Vis spectrophotometry or by competitive in vitro enzyme-
linked immunosorbent assay, according to the parameter
analyzed.

Results The administration of the antioxidant beverage
to the Alzheimer’s patients prevented the decrease in tolal
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antioxidant status in the moderate phase of the disease
{T; = 1.40 = 0.10 mmel/L vs T; = 1.20 + (.08 mmol/L}),
increased values of glutathione peroxidase and super-
oxide dismutase in initial {165 and 24 % respectively)
and moderate phase (75 and 85 % respectively), and
prevented the increase in protein carbonyls in maod-
erate phase (T; = 0.17 + 0.07 nmol/mg protein vs
T; (0,21 £ 006 nmel/me protein), with a significant
decrease in protein carbonyls since the fourth month of the
intake in initial phase (T, = 0.21 =+ 0.06 nmol/mg protein
vs Ty = 0.11 £ 0.05 nmol/mg protein).

Conclusion  Our results suggest that antioxidant beverage
could be used as a natural complementary therapy for alle-
viate or decrease the oxidative stress effects in the stages of
Alzheimer’s disease.

Keywords Alzheimer’s disease - Oxidative stress -
Antioxidant - Apple - Green tea - Beverage

Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is one of the most common pro-
gressive neurodegenerative disorders that predominantly
affects the elderly populations and involves progressive
cortical and hippocampal neuron loss and corresponding
cognitive decline. As the world population grows and life
expectancies increase, the number of AD patients is grow-
ing at an ever-increasing rate, since the most important con-
tributing factor to AD is age. There were 35.6 million cases
of AD in the world in 2010, and it is projected to almost
double every 20 years, to 5.7 million in 2030 and 1154
million in 2050 [1].

The histopathological hallmarks of AD are aggre-
gation of amyloid B-peptide, the major constituent of

@ Springer



128

JOSE MIGUEL RUBIO PEREZ

Eur I Nutr

extraneuronal senile plaques, which are generated from the
cleavage of amyloid precursor protein, hyper-phosphoryl-
ation of Tau, which forms intracellular neurofibrillary tan-
gles, neuronal and synaptic loss, proliferation of astrocytes
and activation of microglia [2-4].

Oxidative stress is a condition in which there is an
imbalance of reactive oxygen species (ROS), reactive
nitrogen species and antioxidant defenses [5, 6]. Increased
oxidative stress is associated with normal aging, but it is
further exacerbated in several neurodegenerative disorders
including AD [7]. This pro-oxidative imbalance is associ-
ated with cellular damage, such as lipid peroxidation, DNA
and RNA oxidation, protein oxidation and glycoxidation
(both in the brain and in blood). Increased oxidative stress
in AD brains is evidenced by increased levels of protein
carbonyls and markers of oxidative damage to DNA and
RNA, such as B-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)
and B-hydroxyguanosine [8-10]. Lipid peroxidation prod-
ucts such as malondialdehyde (MDA) and F,-isoprostanes
are also elevated in brain and cerebrospinal fluid of patients
with AD [11, 12]. Several studies have identified end prod-
ucts of biomelecular oxidation in the blood circulation of
AD patients such as MDA, peroxynitrite, protein carbon-
yls and advanced glycation end products [13-15]. In addi-
tion, alterations in antioxidant defenses [16, 17] and reduc-
tion of antioxidant enzyme aclivity including superoxide
dismutase (SOD) and catalase have been observed in AD
patients [15, 18]

Therefore, the possibility of the therapeutic use of oral
antioxidants seems to be rational, reducing the incidence
and severity of disease. Current ROS-associated clinical
research strategies are focused on the use of [ree radical
scavengers, non-steroidal anti-inflammatory agents and
neurotrophic factors or hormone (estrogen) replacement
therapy. Another novel approach is the utilization of mainly
bicactive phytochemicals in the non-vitamin category, i.e.,
polyphenols.

Polyphenclic compounds are found in plants, fruits, veg-
ctables, oil, red wine, and tea. Based on their molecular
structure, polyphenols are largely classified into flavonoids
and non-flavonoids [19]. High consumption of foods rich in
flavonoids such as vegetables and [ruits has been positively
correlated with cognitive performance in elderly people
[20, 21]. In addition, dietary intake of vegetables or fruils
may reduce decline rate of cognition or risk of dementia
[22, 23]. Phenolic compounds derived from natural prod-
ucts like apple and green tea are widely studied for the
treatment or prevention of cancer, cardiovascular and neu-
rodegenerative discases [24-28].

The aim of the present study was (o test whether daily
consumption of a beverage with high antioxidant power
combining extracts of green tea and apple over a period of

@ Springer

8 months affects blood and urinary concentrations of bio-
markers of oxidative stress in AD patients.

Subjects and methods
Subjects

The study included 100 subjects, 48 of them were
patients (35 females and 13 males), aged 76.5 = 3.5 years
(mean + SD), with clinically probable AD diagnosed by
the National Institute of Neurclogical and Communicative
Disorders and Stroke-Alzheimer’s Dhisease and Related
[Disorders Association eriteria, and 52 were control subjects
(40 females and 12 males), aged 79 + 4 years, apparently
healthy, asymptomatic and without dementia. All patients
had a mini-mental state examination (MMSE) score <23
[29] and were selected rom AL associations of the Region
of Murcia, Spain. All subjects in the control group had a
MMSE score >26. For both groups of subjects, exclusion
criteria were a positive history of cardiovascular or thyroid
disease, chronic inflammatory disease (asthma and rheu-
matoid arthritis), hepatic or renal insufficiency, cancer and
vascular dementia. Approval for the study was obtained
from the EHthics Committee of Universidad Catélica San
Antonio de Murcia (Murcia, Spain), and all procedures
on human subjects were performed according to the Dec-
laration of Helsinki, 1975. Informed consent was obtained
from subjects or their caregivers.

Antioxidant and placebo beverages

Antioxidant beverage (AB) was designed with high anti-
oxidant power combining extracls ol green tea (Suphe-
non 90LB) and apple (AF POMM 9050}, rich in polyphe-
nolie antioxidants and antioxidant vitamins and minerals.
Suphenon 90LB is an extract of green tea leaves (Camellia
sinensis) which is dried, and it is made of highly purified
polyphenols rich in natural green tea catechins but lower
caffeine. Suphenon 90LE was purchased from Taiyo Green
Power Co., Ltd (Jiangsu, China). The composition of the
extract was: total polyphenol, not less than 98 %; total cate-
chins, not less than 80 %; epigallocatechin gallate (EGCG),
not less than 40 %; calleine, less than 1.0 %. AF POMM
9050 is an extract of apples rich in apple polyphenols, and
it is made of fresh apples (Pyrus malus) strictly selected for
their phytochemical contents and their functional proper-
ties. AF POMM 9050 was purchased from Diana Naturals
{Antrain, France). The composition of the extract was: total
polyphenols, not less than 80 % (expressed as catechin
equivalent); phloridzin, not less than 5 %. The composi-
tion of the AB used in this study is shown in Table 1, based
on a beverage model previously developed and reported
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Table 1 Ingredients used in the formulation of the antioxidant bever-
age and the placebo beverage (% of total) [30, 31]

Ingredients Concentration

AB
Water 84.29
Apple concentrate 10.16
Trehalose 4.80
Lemon concentrate 042
Gireen tea extract (Suphenon 90LE) 0.16
Apple extract (AF POMM 9050) 0.08
Vitamin ¢ 0.05
Apple flavoring 0.01
Vitamin E «f.01
Niacin <0.01
Acesnlfame K <0.01
Vitarmin B, <0.01
Zinc <0.01
Copper <0001
Folic acid <0.001
Selenum <0.001

PB
Water 99.32
Apple flavoring 0.50
Tea Mlavoring 0.15
Citric acid 0.01
Caramel coloring 0.009
Acesulfame K 0.006
Sucralose 0.005

AF antioxidant beverage, PB placebo beverage

by Rubio-Perez et al. [30]. The AB was designed by the
research team lead by Professor Juana Maria Morillas-Ruiz
at Universidad Catélica San Antonio de Murcia (Murcia,
Spain) and by the Research & Development team at Hero
Spain, 5.A. (Alcantarilla, Murcia, Spain). The drink was
also produced in these last facilities.

In addition, a placebo beverage (PB) was designed with-
out antioxidant activity and with identical organoleptic
properties as the experimental beverage. The ingredients
used in formulation of the PB are shown in Table 1 [31].

Study design

We performed a double-blind study, with cross-sectional
and longitudinal analyses of three subsets of subjects: con-
trol group (C) (52 subjects), AD patients in initial phase
(ADI} (24 subjects) and AD patients in moderate phase
(ADM) (24 subjects). Participants in each of the three
subsets were randomly assigned to two groups of the
same size: 50 % treated with AB or PB, respectively. One
tetra brick (200 mL/person/day) of AB or PB was daily

administered for 8 months. Three blood and urine samples
were taken from each participant, the first before starting
the AB or PB intake (T}), the second 4 months after the AB
or PB intake (T,) and the third 8 months after the AB or
PB intake (Tp). Concentrations of biomarkers of oxidative
stress were measured at 75, T, and T},

Blood and urine sampling

Biochemical analyses were performed on serum, lysed
erythrocytes o urine according to the parameter analyzed.

Fasting blood samples were collected from the antecubi-
tal vein and placed in silicone-, EDTA- and heparin-coated
tubes. Blood samples in siliconized tubes were centrifuged
to obtain serum at 10,500 rpm (Heraeus Biofuge Stratos,
Thermo Scientific, Germany) for 10 min at 4 °C within
50 min of collection and stored at —80 °C until the assays
were performed. To obtain the lysed erythrocytes, whole-
blood samples were centrifuged at 3000 rpm (Heraeus
Biofuge Stratos, Thermo Scientific, Germany) for 10 min,
and then the plasma was aspirated off and erythrocytes
were washed four times with 0.9 % NaCl solution, centri-
fuging for 10 min at 3000 rpm after each wash. The washed
centrifuged erythrocytes were made up with cold redistilled
water, mixed and lefi to stand for 10 min at 4 °C. The lysate
was then diluted with diluent. Early moming urine spots
were collected and kept at —80 °C until analysis.

Measurement of biomarkers of oxidative stress
Total antioxidant status

Total antioxidant status (TAS) in serum was measured by
a colorimetric method {according to the protocol supplied
by the kit NX2332 of RANDOX Laboratories Lid.,, UK}
In this assay ABTS [2,2"-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-
G-sulfonic acid)] is incubated with peroxidase (metmyo-
globin) and hydrogen peroxide to form the radical cation
ABTS ™. This radical has a relatively stable blue-green cal-
oration, which is measured at 600 nm by a UV-Vis spec-
trophotometer (Cary 50 Bio, Varian, Melbourne, Australia).
The presence of antioxidants in the sample results in a sup-
pression of this coloration; such suppression is proportional
to the concentration of antioxidants in the sample. Results
are expressed as mmol/L. The intra-assay and inter-assay
coefficients of variation were 4.1 and 4.8 %, respectively.

Glutathione peroxidase
Glutathione peroxidase (GPx) in lysed erythrocytes was
measured by an enzymatic method (according o the pro-

tocol supplied by the kit RS504 of RANDOX Labora-
tories Ltd, UK). This method is based on that of Paglia

@ Springer
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and Valentine [32]. Briefly, GPx catalyzes the oxidation
of glutathione (GSH) by cumene hydroperoxide. In the
presence of glutathione reductase and NADPH, the oxi-
dized glutathione (GSSG) is immediately converted to the
reduced form with a concomitant oxidation of NADPH to
NADPT. The decrease in absorbance at 340 nm is meas-
ured by a UV-Vis spectrophotometer (Cary 50 Bio, Var-
ian, Melbourne, Australia), and results are expressed as Ufg
Hb. The intra-assay and inter-assay coefficients of variation
were 3.9 and 4.4 %, respectively.

Superoxide dismutase

Levels of S0D in lysed erythrocytes were measured by a
colorimetric method (according to the protocol supplied
by the kit SD125 of RANDOX Laboratories Ltd.,, UK).
The assay principle is based on the role that SOD plays
in converling toxic superoxide radicals produced dur-
ing oxidative energy processes to hydrogen peroxide and
molecular oxygen. This method uses xanthine and xan-
thine oxidase to form superoxide radicals, which react
with  2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-3-phenyltetrazo-
lium chloride to form a red colorant. The activity of SOD
is determined by the degree of inhibition of this reaction
and is measured at 505 nm by a UV-Vis spectrophotometer
(Cary 50 Bio, Varian, Melbourne, Australia). Resulls are
expressed as U/g Hb. The intra-assay and inter-assay coef-
ficients of variation were 4.7 and 5 %, respectively.

Glutathione reductase

Glutathione reductase (GR) in serum was measured by
an UV method (according to the protocol supplied by the
kit GR2368 of RANDOX Laboratories Ltd., UK). The
method is based on the reduction in GSSG in the presence
of NADPH, which is oxidized to NADPT, The decrease
in absorbance at 340 nm is measured by a UUV-Vis spec-
trophotometer (Cary 30 Bio, Varian, Melbourne, Aus-
tralia), and results are expressed as U/L. The inbra-assay
and inter-assay coefficients of variation were 4 and 4.7 %,
respectively.

8-OHdG

Levels of B-OHdG in urine were measured by a competi-
tive in vitro enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
(according to the protocol supplied by the kit KOG-2005/E
of JalCA, Japan). Briefly, the 8-OHdG monoclonal anti-
body reacts competitively with the 8-0HdG bound on
the plate and the 8-OHdJG in samples solution. The anti-
bodies which are bound to the 8-OHdAG in the sample are
washed away from the antibodies that have bound (o the
8-0OHdAG coated on the plate. An enzyme-labeled secondary

@ Springer

antibody, which is added to the plate, binds to the mono-
clonal antibody which is bound to the 8-0HdG coated on
the plate. Unbound HRP-conjugated secondary antibody
is removed by washing. Addition of the substrate solution
results in the development of color in proportion to the
amount of anti-8-0HAG antibody bound to the plate. The
reaction is terminated by phosphoric acid. The absorbance
is measured at 450 nm, and results are expressed as ng/mL.
The intra-assay and inter-assay coefficients of variation
were 3.6 and 4.3 %, respectively.

Protein carbonyls

Protein carbonyls in serum were measured by ELISA
(according to the protocol supplied by the kit PCKIT P081
of BioCell Carporation Ltd., New Zealand). Briefly, sam-
ples containing protein are reacted with dinitrophenylhydra-
zine (DNP); then the protein is non-specifically adsorbed to
an BELISA plate. Unconjugated DNP and non-protein con-
stituents are washed away. The adsorbed protein is probed
with biotinylated anti-DNP antibody followed by streptavi-
din-linked horseradish peroxidase. Absorbances are related
to a standard curve prepared for serum albumin containing
increasing proportions of hypochlorous acid-oxidized pro-
tein that has been calibrated colorimetrically. The absorb-
ance is measured at 450 nm. Resulls are expressed as nmol/
mg protein. The intra-assay and inter-assay coefficients of
variation were 4.9 and 5.4 %, respectively.

Isoprostanes

Levels of 15-isoprostane F,, (the best characterized iso-
prostane) in urine were measured by ELISA (according to
the protocol supplied by the kit EABS of Oxford Biomedi-
cal Research, UUSA). Briefly, urine samples are mixed with
an enhancing reagent that essentially eliminates interfer-
ences due to non-specific binding, and the 15-isoprostane
F, in the samples competes with 15-isoprostane F,, con-
jugated to horseradish peroxidase (HRP) for binding to a
polyclonal antibody specific for 15-isoprostane F,, coated
on the microplate. The HRP activity results in color devel-
opment when substrate is added, with the intensity of the
color proportional to the amount of 15-isoprostane [,
bound and inversely proportional to the amount of uncon-
jugated 15-isoprostane F,, in the samples. The absorbance
is measured at 450 nm, and results are expressed as pg/mg
creatinine. The intra-assay and inter-assay coefficients of
variation were 4.8 and 5.1 %, respectively.

Oxidized LDL

Oxidized LDL (ox-LDL) in serum was measured by ELISA
(according to the protocol supplied by the kit K7810 of
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Table 2 L)css;ripliw.: statistics N Gender Type of beverage Age
of the study population
Women Men FB AB Mean & SD
Control group 52 40 12 3 29 T9+ 4
AL initial phase 24 17 ¥ 12 12 T6+ 4
AD moderate phase 24 18 [l 11 13 T7+3

PE placebo beverage, AB antioxidant beverage. Age (years)

Immundiagnostik AG, Germany). Briefly, standards, con-
trols and samples containing human ox-LDL are added to
wells of microplate coated with high affinity antibodies.
During the first incubation period, the antibodies immaobi-
lized on the wall of the microtiter wells capture the antigen
in the patient samples. After washing away the unbound
components from samples, a peroxidase-conjugated anti-
body is added to each microtiter well. Tetramethylbenzi-
dine is used as a substrate for peroxidase. Finally, an acidic
stop solution is added to terminate the reaction. The inten-
sity of the yellow color is directly proportional to the ox-
LDL concentration of sample. The absorbance is measured
at 450 nm, and results are expressed as ng/mL. The intra-
assay and infer-assay coefficients of variation were 3.9 and
4.2 %, respectively.

Auwtoantibodies against oxidized LDL

Levels of IgG autoantibodies against oxidized low-den-
sity lipoprotein (anti-ox-LDL) in serum were measured
by ELISA {according to the protocol supplied by the kit
BI-20032 of Biomedica Medizinprodukte GmbH & Co KG,
Austria). Briefly, Cu**-oxidized LDL is coated onto micro-
titer strips as an antigen on which autoantibodies, if pre-
sent in the serum, specifically bind. After a washing step, a
specific peroxidase-conjugated anti-human IgG antibody is
added to detect the presence of bound autoantibodies. After
removal of the unbound conjugate through washing, tetra-
methylbenzidine is added to the wells as a chromogenic
substrate, The concentration of specific IgG in the sample
is guantitated by an enzyme-catalyzed color change. The
intensity of color developed is directly proportional to the
concentration of antibodies in the sample. The absorbance
is measured at 430 nm, and results are expressed as mU/
ml.. The within-run and between-run coefficients of varia-
tion were 4.2 and 5.1 %, respectively.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with IBM SPSS Statis-
tics 21 software (IBM Corp., USA). Data are presented as
mean + SD. Data distribution was determined using the
Kelmogorov—Smimoyv test, and differences for variables

were tested with Mann-Whitney and Kruskal-Wallis test,
for independent samples, or Friedman and Wilcoxon test
for related samples. Statistical significance was set at
p<0.05

Results

Table 2 shows descriptive statistics about the AD patients
and the control group. No differences appeared in age
between the three groups. Basal analytical parameters
measured in serum and BMI of subjects {controls and AD
patients) are shown in Table 3. Table 4 shows levels of bio-
markers measured in serum, lysed erythrocytes and urine
of controls and AD patients at initial period of the study.
Concentrations of biomarkers measured in serum and urine
at initial, middle and final period of ingestion of PB and AB
are shown in Table 5.

TAS

Before starting the intake of beverages, we observed that
the values of TAS in ADM were significantly lower than
the values in C (p = 0.026) (Mann—Whitney test); however,
no differences were observed between ADI and C (Mann
Whitney test) (Table 4). After administration of AB, the lev-
els of TAS in C were similar to the levels obtained with the
intake of PB, showing no significant changes in the values
of TAS at 8 months (Wilcoxon test). However, at 4 months
of intake of AB, a significant increase (17 %) in the val-
ues of TAS in C was observed (Wilcoxon test) (Fig. 1).
AL 8 months of intake of PB, the control group showed no
significant variations in the values of TAS (Wilcoxon test).
However, at 4 months of intake of PB, a significant increase
(13 %) in the values of TAS was observed (Wilcoxon test)
(Fig. 1}. In ADI, who drank PB, values of TAS decreased
{15 %) at 8 months (Wilcoxon test). Similarly, with the
intake of AB, the levels of TAS in ADI decreased (26 %)
at 8 months (Wilcoxon test). At § months of intake of PB,
ADM showed a significant decrease (17 %) in the values of
TAS (Wilcoxon test) (Fig. 1). In contrast, with the intake of
AB, there was no significant change in the levels of TAS at
4 and 8 months in that group (Wilcoxon test) (Fig. 1)
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Table3 Dol mjaiyl.i.c-al Control group AD initial phase AD moderate phase

parameters measured in serum

and BMI of subjects (controls BMI (kg/m?%) 29.10 + 0.82 3012 +1.03 28.11 + 0.91

RIAT) pattoul) Glucose (mg/dL) 95.71 £ 4.15 9736 4 5.40 90,67 + 3.29
Urea img/dL) AR50 4+ 3064 40.09 £ 5.12 4075 £ 4.12
Creatinine (mg/dL) 0.87 + 0.04 0.94 + 0.05 1.03 + 0.05
Uric acid (mg/dL) 4891 + 037 5.06 +0.58 4.20 4 0.43
Total protein (g/dl) 7.50 £+ 0.08 135 +£0.11 7124010
‘Total bilimbin {mg/dL) 0.65 + (.04 0.59 4 0.06 (.63 4 0.04
Total cholesterol (mg/dL) 210+ 4 206 £8 200+ 6
HDL-cholesterol (mg/dL) 64.29 + 236 6205 £ 2.63 5375 4+311
LDL cholesterol {mg/dL) 123+ 6 122+ 8 116+ 8
Triglycerides {mg/dL) 117£8 94 £ 7 130£9
Aspartate transaminase (U/L) 22.69 £ 1.73 2564 £ 1.79 2554 + 2.09
Alanine transaminase (U/L) 19.06 £ 2.73 2245 £3.93 22424493
Ferritin ing/mL) 102 + 12 87+ 15 100 + 14
C-reactive protein {mg/dL) 034 £ 004 262+ 134 1.06 £ 047
Folate {ng/mL) 11.86 + 0.48 1049 = 0.87 9.01 + 0.65
Vitamin B, (pg/mL) 598 + 41 588 + 77 634 + &7
Homocysteine {pmol/L) 8.95 + (.39 1051 +0.82 11.35 + 0.69
Valves are mean £ SD
BMT body mass index

Tabled L..u\'cls At tuomatkcy Control group AD initial phase AD moderate phase

measured in serum, lysed

:H}'&“‘;ﬁ;“:ﬂn‘};ﬂ“g ::'} TAS (mmol/L) 1.57 = 0.08 161 = 0.11 1.44 + 0.09°

-pali.culs) atinitial period of thé GPx (Ulg HE) 33,16+ 224 23.77 £+ 3.56° 23,18 4 2.98“

study SOD (U/g Hb) 508 + 47 1092 4 121% 820 + 87
GR (U/L) 53.76 4 2.05 53.78 £3.57 51.49 + 243
F-OHdG (ng/ml.)y 5.69 + 0.98 511 +£0.88 5674113
Protein carbonyls {nmol/mg protein) 0.06 4 0.03 0.14 4 0.02* 0.16 4 0.03°
Isoprostanes (pa/mg creatinine) 2030 £ 123 2066 x 183 2387 £ 218
ox-LDL (ng/mL) 178 + 21 354 £ 101 405 + B4
Anti-ox-LIDL (mU/mL) 289 4 39 391 =103 373 £ B0

Valves are mean + 8D
* p < 0.05 versus control group
¥ p < 0,05 versus AD initial phase

Antioxidant enzymes

Regarding the enzyme GPx, before starting the adminis-
tration of beverages to the subjects, we observed that the
levels of that enzyme in ADM and ADI were significantly
lower (p = 0.002, p = 0.006) than the levels in C (Mann—
‘Whitney test) (Table 4). The control subjects who drank
PB and the control subjects who drank AB showed higher
values at 4 and 8 months of the study (PB: 60 and 35 %,
respectively; AB: 62 and 49 %, respectively) (Wilcoxon
test), The same trend was observed in ADI (Wilcoxon test)
(Fig. 2). ADM who drank PB showed significant higher
values of GPx at 4 and 8 months of the study (74 and
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169 9, respectively) (Wilcoxon test). Similarly, ADM who
drank AB showed higher values of GPx at 4 and 8 months
of the study (74 and 75 %, respectively) (Wilcoxon test)
(Fig. 2).

Before starting the intake of beverages, we observed
that the values of SOD in ADM and ADI were significantly
higher (p = 0.016; p = 0.001) than the values in C, and
at the same time, the levels of SOD in ADI were higher
(p = 0.045) than the levels in ADM (Mann-Whitney test)
{Table 43, At 4 and 8§ months of intake of PB, C showed
no significant change in SOD values (Wilcoxon test)
{Fig. 3). In contrast, in the control subjects who ingested
AB, 50D values increased at 4 and 8 months {66 and 77 %,
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Table 5 Levels of biomarkers measured in serum and urine of sub-
jects (controls and AI) patients) at initial, middle and final period of
ingestion of antioxidant or placebo beverage

Control group AD initial phase AD moderate phase
PB
GR (U/L)
T, 556514.18 5525 1567 53.57 £ 4.98
T, 57934443 55.00 £ 5.88 51.86 £3.72
T; 6561686 55.03 +7.48 55.62 £ 6.99
ox-LDL (ng/mL)
T 180 £ 29 391+ 152 494 + 145
{1 145 £ 45 408 £ 136 240 + 81
T; 504 £ 277 460 £+ 199 315+ 115
Anti-ox-LDL (mU/ml.)
I 309 £ 60 351121 334 £ 114
L 350 £ 82 410+ 114 383+ 128
T 335 £ 80 382+ 117 444 + 175
8-OHdG (ng/mL)
T 5.28 £ 1.78 4.61 + 1.54 5.78 + 1.96
I, 467156 516191 4331079
T; 2.99 +0.88 6.18 £2.11 3.39+0.89
Isoprostanes (pg/mg creatinine)
T 2036 £ 177 2050 + 236 2493 + 365
Tn 2103226 2365 +£295 2165 + 305
T 2086 + 178 3267 + 355 3379 + 593
AB
GR (UL)
T 52.26 £ 1.82 52.68 £4.91 49.72 £ 2.21
T 5425191 58.49 £ 5.67 51.82 £ 4.09
Ty 63.44£3.78 60.09 +6.79 47.09 + 2.04
0x-LDL (ng/mL)
T; 176 £29 316 £ 129 325+ 49
ik 238+ 46 252+ 81 378 £ 82
T; 258 £ 50 254 + 85 470 £ 83
Anti-ox-LDL (mU/mlL)
T 274 £43 430 + 155 398 £ 93
/i 316 £47 380 £ 131 387 £ 154
T; 313+ 72 403 + 142 561 + 167
8-OHdG (ng/mL)
I 5.99+£1.52 5.57 £ 1.61 5.56 + 1.86
T, 623+£168 8.37+3.93 271+ 1.61
T; 3.96 £0.97 7.56 £2.48 3.15+1.24
Isoprostanes (pg/mg creatinine)
T 2027 + 167 2081 + 282 2281 + 233
T, 1915£197 2570 + 685 1909 + 684
T: 1876 4 181 2957 + 767 1646 + 546

Values are mean £ SD

T;. initial period of ingestion of beverage, T, middle period of inges-
tion of beverage, T}, final period of ingestion of beverage

PB placebo beverage, AB antioxidant beverage

1.85

1.75
-~ 1.65
= C with AB
3 155 N
£ <w-wees € with PB
E 45 -=e==ADI with AB
v -=-&=-=-ADI with PB
ﬁ 1.35 —s— ADM with AB

~—e— ADM with PB
125
L15
Ti Tm Tf
Stage of the disease

Fig. 1 Changes in concentrations of total antioxidant status in the
control group (C), AD patients in initial phase (ADI) and AD patients
in moderate phase (ADM) with antioxidant beverage (AB) and pla-
cebo beverage (PB). T;: initial period of ingestion of beverage, T, :
middle period of ingestion of beverage, 1} final period of ingestion of
beverage. *p < 0.05 versus T}

61.00

56.00

51.00
=
T 46.00 e € with AB
S0
5 41.00 - C with PB
= - ADI with AB
£ 36.00 --e--ADI with PB
<] 100 —— ADM with AB

—e— ADM with PB
26.00
21.00

Stage of the disease

Fig. 2 Changes in concentrations of glutathione peroxidase in the
control group (C). AD patients in initial phase (ADI) and AD patients
in moderate phase (ADM) with antioxidant beverage (AB) and pla-
cebo beverage (PB). T;: initial period of ingestion of beverage, T}
middle period of ingestion of beverage, Ty final period of ingestion of
beverage. *p < 0.05 versus T;

respectively) (Wilcoxon test), ADI who drank PB showed
no change in SOD levels at 4 and 8 months of intake (Wil-
coxon test) (Fig. 3). However, ADI who drank AB, at
8 months showed a significant increase (24 %) in the values
of SOD (Wilcoxon test). ADM who received PB showed
increased levels (58 %) of SOD at 8 months of the study
(Wilcoxon test). In contrast, AB had no capacity to increase
SOD values in ADM after 8 months of intake of the bev-
crage, but we observed a pronounced increase (85 %) in
the levels of SOD at 4 months of intake of the beverage
(p = 0.025) (Wilcoxon test) (Fig. 3).

Finally, there were no significant differences in the val-
ues of GR at initial period of the study (7)) in any of the
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Fig. 3 Changes in concentrations of superoxide dismutase in the
control group (C), AD patients in initial phase (ADI) and AD patients
in moderate phase (ADM) with antioxidant beverage (AB) and pla-
cebo beverage (PB). T}: initial period of ingestion of beverage. T, :
middle period of ingestion of beverage, 17 final period of ingestion of
beverage. *p < 0.05 versus T}

three groups of subjects (Mann—Whitney test) (Table 4),
and GR values were not affected by the intake of AB in
Alzheimer’s patients (Wilcoxon test).

DNA oxidation

Regarding the values of 8-OHdAG, we observed similar
values of that oxidation product in the three groups stud-
ied before starting the intake of beverages (Mann—Whit-
ney test) (Table 4), and no changes were observed with the
intake of AB or PB in C, ADI and ADM during the study
period (Wilcoxon test).

Protein oxidation

In T}, before starting the administration of beverages to the
subjects, we observed that the levels of protein carbonyls
in ADM and ADI were significantly higher (p = 0.012;
p = 0.001) than the levels in C (Mann-Whitney  test)
(Table 4). In C, with the intake of PB, the protein carbon-
yls increased (87 %) at 4 months and these high values
remained constant at 8 months (Wilcoxon test) (Fig. 4).
With the intake of AB, the values of protein carbonyls
remained constant from 7} to 1} in the conirol subjects
(Wilcoxon test). In ADI, with the administration of PB,
the levels of protein carbonyls did not change at 8§ months
of study (Wilcoxon test) (Fig. 4). However, with the AB,
a significant decrease (48 %) in protein carbonyls was
observed from the fourth month of the intake of the bev-
erage (Wilcoxon test). In ADM, with the administration of
PB, the protein carbonyls levels increased significantly at
8 months (31 %) (Wilcoxon test). However, with the intake
of AB, values of protein carbonyls remained constant (Wil-
coxon test) (Fig, 4),
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Fig. 4 Changes in concentrations of protein carbonyls in the con-
trol group (C). AD patients in initial phase (ADI) and AD patients in
moderate phase (ADM) with antioxidant beverage (AB) and placebo
beverage (PB). 7}: initial period of ingestion of beverage, T,: middle
period of ingestion of beverage, T}: final period of ingestion of bever-
age. *p < 0.05 versus T;; **p < 0.05 versus T,

Lipid oxidation

Regarding the values of isoprostanes in urine, we observed
similar values of that oxidation product in the three groups
studied before starting the intake of beverages (Mann—
Whitney test) (Table 4), and no changes were observed with
the intake of AB or PB in either group during 8 months of
study (Wilcoxon test).

Similarly, levels of ox-LDL in serum did not change
during the study period in any of the three groups, with
the administration of AB or PB (Wilcoxon test), but we
observed that in 7}, the values of ox-LDL in ADM were sig-
nificantly higher than the values in C (p = 0.003) (Mann—
Whitney test) (Table 4).

Finally, we observed similar levels of anti-ox-LDL in the
three groups studied before starting the administration of
beverages (Mann—-Whitney test) (Table 4), and no changes
were observed in the levels of anti-ox-LDL with the intake
of AB or PB in C, ADI and ADM (Wilcoxon test).

Discussion

In the present study, we tested whether daily consump-
tion of a beverage with high antioxidant power combin-
ing extracts of green (ea and apple, and antioxidant vita-
mins and minerals, over a period of 8 months would affect
to biomarkers of oxidative stress in AD patients, studying
changes on TAS, antioxidant enzymes, DNA oxidation,
protein oxidation and lipid oxidation.

Because the measurement of different antioxidant mole-
cules separately is not practical and their antioxidant effects
are additive, the total antioxidant capacity of a sample is
measured, and this is called TAS [33]. In our study, TAS
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values were examined to assess the total effect of antioxi-
dants in serum. We observed that in C, the intake of both
beverages showed similar performance during the study
period (similar values of TAS in T} regarding T;). In ADI,
we observed that administration of both beverages reduced
the levels of TAS at the end of study (7} vs T;). The same
trend was observed in ADM with the intake of PB. How-
ever, AB intake prevented the decrease in TAS in ADM,
during the 8 months of study, suggesting that AB increased
levels of hydrophilic antioxidants such as uric acid or
ascorbic acid, which are responsible for 7-58 and 3-27 %,
respectively, of the aqueous blood compartment [34], and/
or levels of lipophilic antioxidants (vitamin E, vitamin A,
p-carotene and a-carotene). In fact, AB contained, in addi-
tion to green tea and apple extracts, vitamin C and E in its
formulation. The use of a single antioxidant is, from a bio-
chemical point of view, likely not to work due to the fact
that vitamin E needs vitamin C or other soluble electron
acceplors for a better systemic removal of ROS and for
antioxidant regeneration. Morris et al. [35] examined the
relationship between use of vitamin E and vitamin C and
incident AL in a prospective study of 633 persons 635 years
and older. After an average follow-up period of 4.3 years,
91 of the sample participants were diagnosed with AD,
but none of the 27 vitamin E supplement users had AD
and none of the 23 vitamin C supplement users had AD.
Regarding phenolic compounds, Xu et al. [36] observed
that the administration of green tea polyphenols increased
levels of TAS in rats with chronic cerebral hypoperfusion.
EGCG, the major green tea polyphenol, was reported to
possess antioxidant properties superior to that of ascor-
bic acid and vitamin E [37]. Thus, the anticxidant action
of EGCG in scavenging the tocopheroxyl radical would
have resulted in the ascorbic acid level augmentation in
EGCG-treated aged rat brain [38]. Co-antioxidants such as
catechins, flavanols present in green tea and apples, which
scavenge the a-tocopherol radical and export it in the aque-
ous phase, could reduce u-tocophero! consumption [39]. In
line with this report, EGCG supplementation to aged rats
has lead to the maintenance of a-tocopherol levels. More-
over, BGOCG's potential to augment the ascorbic acid and
GSH status would have played a vital role in sparing the
tocopherol levels in the brain.

In summary, it was observed that TAS values, after
4 months of intake of AR, increased in the control group
and remained constants in the ADI and ADM groups. On
the other hand, after administration of AB during 8 months,
no changes were observed in the levels of TAS in C and
ADM, but these levels decreased in ADL

Regarding the enzyme GPx, we observed that in C, the
intake of AB and PB showed similar results during the
study period, increasing values of GPx at 4 and 8 months of
intake. This similar trend with the two beverages suggests

that the AB did not affect on GPx values of the control
population. The same trend was observed in ADI, so the
AB did not have effect in ADI on their levels of GPx. The
ADM who drank AB showed higher values of GPx only at
4 months of the study. These results suggest the capacity of
the AB to attenuate the degree of oxidative stress in ADM,
after 4 months of daily intake of the AB. Thereafter, GPx
activity did not increase (there was no significant differ-
ence between 4 and 8 months) (as happened with PB) since
the oxidative stress did not increase in the presence of the
antioxidants present in the AB. Wullner et al. [40] showed
that EGCG supplementation increased the GPx levels by
up-regulating the levels of GSH, one of the most abundant
intracellular thiols in the central nervous system which acts
as the substrate for GPx. In a report by Vayalil et al. [41],
EGCG up-regulated the levels of GPx and other antioxidant
enzymes in UV-induced oxidative damage in mice model.
In other report, Kishido et al. [42] described the decreased
activity of GPx as an important contributor of brain dys-
function in aging SAMP10 mice, and they have illustrated
that the intake of green tea catechins protected against the
decline in GPx activity and age-related oxidative damage in
the brain.

It would not be expected that after 8 months of the
study, the control group would show an increase in oxida-
tive stress, and so it is not logical that the increased levels
of SOD respond to increased oxidative stress, but the con-
tribution of AB in selenium, zine, and copper could result
in an increased synthesis of SOD in the control subjects
al 4 and 8 months of intake of the AB. EGCG was found
to elevate the activity of two major antioxidant enzymes,
S0D and catalase in mice striatum [43]. Srividhya et al.
[38] demonstrated that the administration of EGCG to
aged rats resulted in the increase in the enzymatic antioxi-
dant status. SOD, GPx and GR showed a significant incre-
ment in their activities by 22, 35 and 19 %, respectively,
after EGCG treatment in comparison with the aged rats that
did not receive the treatment. Chan et al. [44] reported that
catechin increased SO mRNA levels in cultured rat brain
astrocyles.

Glutathione redox status is determined by two enzymes
GR and GEPDH. GR helps to regenerate GSH from GSSG
at the expense of NADPH which is in tun produced by
GOPDH. In our study, we observed that GR values were not
affected by the intake of AB in Alzheimer's patients. These
resulls are in disagreement with the results obtained in a
study where EGCG supplementation improved the activity
of GR, thereby maintaining the redox status of GSH [38],
maybe because the enzyme variations are best visualized in
brain tissue than in blood. GSH replenishes a-tocopherol
and ascorbic acid, other important antioxidants in the cell.

In summary, regarding the antioxidant enzymes,
after 4 months of intake of AB, values of GPx and SOD
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increased in C and ADM, and values of GR remained con-
stants in all the groups. In ADL, levels of GPx increased and
levels of SOD remained constant at 4 months of intake of
AB. On the other hand, after administration of AB during
8 months, values of GPx and SOD increased in C and ADI,
and no changes were observed in the levels of GR in all
the groups. In ADM, levels of GPx increased and levels of
SOD remained constant at 8 months of intake of AB.

Because 8-OHAG is known to represent one of the major
forms of oxidative DNA damage, many researchers have
measured 8-OHAG in tissues or urine as a marker of oxi-
dative stress [45], with urinary 8-OHdG thought to reflect
the level of oxidative DNA damage in the body as a whole
[46] and ratios of urinary 8-OHAG to urinary creatinine
{8-0OHdG/creatinine) as a good biological indicator of DNA
oxidation [47]. According to the results obtained in our
study, AB did not influence urinary levels of oxidized DNA
in either group. In a randomized controlled trial among
adults who regularly smoke, daily drinking of four cups of
green fea for 4 months was associated with a statistically
significant decrease in urinary excretion of 8-OHdJG [48].
Similar results obtained Klaunig et al. [49] with the admin-
istration of six cups of green tea a day for 7 days to smokers.

Regarding the protein oxidation, with the intake of AB,
the values of protein carbonyls remained constant from T}
to T; in ADM and C, so the AB stopped the protein oxida-
tion in the moderate phase of the disease and in the con-
trol group, with a significant decrease in protein carbonyls
from the fourth month of the intake in ADIL so that the AB
avoided that protein carbonyls increased at 4 months and
during the period of intake. Catechin supplementation
proved to be beneficial in counteracting the protein oxida-
tion (carbonyl) levels in tamoxifen-induced oxidative stress
in mice [50]. In fact, flavonoids have been shown to inhibit
the oxidation of tissue proteins in vitro and in vivo [51].
Also, it has been found that Jlavonoids can inhibit the gly-
cation and autoxidation of glucose which may initiate and
propagate protein modification [52]. Thus, EGCG’s role in
preventing the oxidative damage to proteins is obvious by
the restoration of protein carbonyl levels and antioxidant
enzyme status,

When we studied the effect of AB on lipid oxidation,
we observed that the values of isoprostanes in urine did not
change during 8 months of intake in either group. Simi-
larly, with the intake of the AB no changes were observed
in the values of ox-LDL respect to the intake of the PB in
either group and in any of the three sampling times. Levels
of anti-ox-LDL in serum did not change during the study
period in any of the three groups (controls, mild and mod-
erate). Therefore, AB is not effective against lipid oxida-
tion. In contrast, other authors have reported that vitamin
E, an ingredient of our AB, is able to lower lipid peroxida-
tion and p-amyloid deposition [53]. It also rescues neuronal
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damage and p-amyloid deposition in the brain by reduc-
ing isoprostane levels [54, 55]. In a double-blind, placebo-
controlled clinical trial, Galasko et al. [56] observed that a
treatment for 16 weeks with vitamin E plus vitamin C plus
c-lipoic acid to subjects with mild-to-moderate Alzheimer
disease, did result in a significant decrease in cerebrospinal
fluid levels of IFy-isoprostanes, consistent with antioxidant
effects in the brain. In addition, metal-chelating activity of
tea polyphenols could play a significant role in shielding
the cells from Fenton’s reaction and Haber-Weiss reactions
which otherwise could aggravate the peroxidative damage
to lipid components of the cell [57].

In summary, regarding the oxidation products, no
changes were observed in either group after 4 and 8 months
of intake of AB, the values of 8-OHdG, isoprostanes, ox-
LDL and anti-ox-LDL being constant during the study
period. However, it was observed that values of protein
carbonyls decreased from the fourth month of the intake
of AB in ADL. In C and ADM, levels of protein carbonyls
remained constants after administration of AB during 4 and
8 months.

Conclusion

Before starting the intake of beverages, the values of
GPx in ADI were lower than in C. However, the levels of
SOD and protein carbonyls in ADI were higher than in C.
Regarding ADM, the values of TAS and GPx were lower
than in C, and the levels of SO0, protein carbonyls and ox-
LDL were higher than in C.

The administration of the AB to the Alzheimer’s patients
prevented the decrease in TAS in ADM, increased values of
GPx in ADI and ADM, increased levels of SOD in ADI and
ADM, and prevented the increase in the values of protein
carbonyls in ADM, with a significant decrease in protein
carbonyls from the fourth month of the intake in ADL

Our results suggest that AB could be used as a natural
complementary therapy for alleviate or improve symptoms
of the oxidative stress in the stages of AD.

Others studies are needed to see whether the improve-
ment in oxidative stress of Alzheimer’s patients correlates
with an improvement in their cognitive status.
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Serum Cytokine Profile in Alzheimer’s Disease Patients After Ingestion of
an Antioxidant Beverage
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Abstract: The major neuropathologic hallmarks in Alzheimer's disease (AD) consist of neuronal cell loss in selected
brain regions, as well as deposition of extracellular senile plaques and intracellular neurofibrillary tangles, Further to these
lesions, neurcinflammation is a feature of AD pathology and is thought to contribute to the neurodegeneration
Inflammation clearly oceurs in pathologically vulnerable regions of the AD brain, with increased expression of acute
phase proteins and pro-inflammatory eytokines. The healthy properties of green tea and apple are linked closely to their
content of phenolic compounds. Although the beneficial effects of these compounds are clear, relatively few studies have
focused on their anti-inflammatory effects in vive. The aim of the present study was to test whether daily consumption of
a beverage with high antioxidant power combining extracts of green tea and apple over a period of eight months would
affect biomarkers of inflammation in AD patients in initial phase, moderate phase and a control group. Administration of
the antioxidant beverage (AB) to the three groups did not produce a significant change in serum levels of the anti-
inflammatory eytokines interleukin-4 and interleukin-10. In contrast, AB decreased serum levels of the pro-inflammatory
cytokines interleukin-2 (AD moderate phase vs control group at eight months), interferon-y (control group vs AD
moderate phase and AD initial phase vs placebo beverage at four months) and tumor necrosis factor-u (AD initial phase vs
AD moderate phase at four months). AB was more effective against inflammation in the early period of AD, and could be
used as a natural complementary therapy to alleviate or improve symptoms of inflammation in early stages of AD.

Keywords: Alzheimer's disease, antiosadant, apple, beverage, cytokines, green tea, mflammation.

1. INTRODUCTION

Alzheimer’s disease (AD) is a chronic neurodegenerative
brain disorder characterized by progressive loss of cognitive
and intellectual fiunctions, especially memory, that destroy
the ability to leamn, to reason, to communicate, and to carry
out daily activities [1]. AD is the most common cause of
sporadic dementia, involving about 13 million people
worldwide. It 1s also the most common cause of cognitive
decline in the elderly, as it affects nearly 10% of the over-65
population and, if combined with other diseases, represents
mare than 50% of all demented patients,

The major neuropathologic hallmarks of AD consist of
neuronal cell loss in selected brain regions, as well as deposition
of extracellular senile plaques and mtracellular neurofibrillary
tangles [2]. Further to these lesions, neuroinflammation is a
feature of AD pathology and s thought to contribute to the
ensuing neurodegeneration. Inflammation ¢learly occurs n
pathologically vulnerable regions of the AD brain, with
mcreased expression of acute phase protems and pro-
inflammatory eytokines which are hardly evident in the normal
brain [3-6]. Microglia, astrocytes, and neurons are responsible
for the inflammatory reaction.

*Address comespondence to this author at the Departamento de Teenologia de
la Alimentacién y Nutricion, Facultad de Ciencias de la Salud, UCAM
Universidad Catdlica San Antonio de Murcia, Campus de los Jeronimos,
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Although the precise molecular and cellular relationship
between AD and inflammation remains unclear, interleukins
(IL) and various other eytokines might induce activation of
signaling pathways leading to further mflammation and
neuronal cell njury [7]. Levels of IL-1a, IL-1p, IL-6, tumor
necrosis factor- o (TNF-a), granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor. interferon-u (IFN-u), type B IL-8
receptor, and the receptor for colony stimulating factor-1 are
reportedly increased in AD brain tissue [8]. A number of
interactions between cytokines and components of the AD
senile plaques have been reported, suggesting that a vicious
circle might be generated [8].

Based on the compelling evidence that inflammatory
processes are involved in the pathogenesis of AD, research
has leoked into the use of anti-inflammatory drugs as a
treatment option for AD. Drugs such as the non-steroidal
anti-inflammatory drugs and glucocorticoid steroids have
been studied to determine if they offer any benefits to AD
patients. Unfortunately, clinical trials of non-steroidal anti-
inflammatory drugs in AD patients have not been very
fruitful [9] and epidemiological data for the use of
glucocorticoid steroids in the AD brain show either a very
weak benefit [10] or even a possible harmful effect [11].
Because of these limitations, there 15 a growing mterest to
use natural products as an adjmnect therapy to prevent the
development of neuroinflammation.

Green tea is a drink made from the steamed and dried
leaves of the Camellia sinensis plant, a shrub native to Asia.
It 15 a beverage that 1s widely consumed in China, Japan, and

© 2013 Bentham Science Publishers
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other Asian nations and is becoming more popular in
Waestern countries. Green tea has attracted attention for its
health benefits, particularly with respect to its potential for
preventing and treating cancer, cardiovascular, inflammatory
and neurodegenerative di n 1 [12, 13]. The
healthy properties of green tea are linked closely to its
content of flavonoids, mainly flavan-3-ols. The principal
flavan-3-0ls found in green tea are epicatechin (6.4%),
epicatechin-3-gallate (13.6%), epigallocatechin (19%), and
epigallocatechin-3-gallate (EGCG; 59%), and account for
30-40% of its dry weight. In vitro and in vivo studies have
suggested that flavonoids, particularly EGCG, have anti-
inflammatory [14-17], neuroprotective [18] and antioxidant
effects [15, 19].

Apple (Malus domestica Borkh) is a frequently consumed
fruit and one of the most cultivated tree fruits in the world.
Apple consumption has been attributed to the prevention and
protection from several chronic and degenerative diseases in
humans, mainly because of its antioxidants that prevent free-
radical damage [20, 21]. The phenolic compounds in apples
are responsible for most of the fruit’s antioxidant activity
[22, 23]. Although the beneficial effects of these compounds
are clear, relatively few studies have focused on their anti-
inflammatory effects and molecular mechanism(s) of action
in vive, Limited scientific evidence regarding the
effectiveness of these compounds in wive and their
mechanism of action has prevented their mcorperation into
the mainstream of medical care. Apple procyanidins, called
apple condensed tannins (ACT), are oligomeric structures
made of cathechin and epicatechin. ACT has attracted
increasing attention in the fields of nutrition and medicine
for their potential health benefit [24-27]. For example, ACT
has an inhibitory effect on histamine release from both a
mast cell line and rat peritoneal mast cells [28, 29] and ACT
inhibits food-allergen-induced oral sensitization in mice
[30]. These results suggest that ACT has anti-inflammatory
and immunomodulatory effects in vivo.

The aim of the present study was to test whether daily
consumption of a beverage with high antioxidant power
combining extracts of green tea and apple over a period of
eight months would affect biomarkers of mflammation in
AD patients.

2. PATIENTS AND METHODS
2.1. Subjects

One hundred subjects were included in this study. 48
patients (35 females and 13 males), aged 76.5+3.5 years
(mean+SD) with clinically diagnosed probable AD by
Mational Instimite of Neurclogical and Communicative
Disorders and Stoke-Alzheimer's Disease and Related
Disorders Association eriteria were included. All patients
had a Mini-Mental State Examination (MMSE) score <23
[31] and were selected from AD associations of the region of
Murcia. Spain. Subjects underwent a medical history.
clinical examination and MMSE. Furthermore, in this study,
52 control subjects (40 females and 12 males), aged 79£4
years, apparently healthy, asymptomatic, without dementia
were included. All subjects n the control group had a
MMSE score > 26. For both groups of subjects, exclusion
criteria were a positive history of cardiovascular or thyroid

Rubie-Perez and Morillas-Ruiz

disease, chronic inflammatory disease (asthma and
rheumatoid arthritis), hepatic or renal insufficiency, cancer,
and vascular dementia. Approval for the study was obtained
from the Ethics Committee of Catholic University of San
Antenio and all procedures on human subjects were
performed accordmg to the Declaration of Helsmki, 1975,
Informed consent was obtained from subjects or caregivers.

2.2. Study Design

A double-blind study was performed, with cross-
sectional and longitudinal analysis of three subsets of
subjects (control group, AD patients in initial phase and AD
patients in moderate phase).

For this study, a beverage (AB) was designed with high
antioxidant power combining extracts of green tea and apple
(rich in polyphenolic antioxidants ), and antioxidant vitamins
and minerals. The beverage’s antoxidant activity,
organoleptic properties and stability status during storage
were evaluated. The ingredients used in formulation of the
AB were: 84.29% water, 10.16% apple concentrate, 4.80%
trehalose, 0.42% lemon concentrate, 0.16% green tea extract,
0,08% apple extract, 0.05% vitamin C, 0.01% apple
flavouring, <0.01% vitamin E, <0.01% mniacin, < 0.01%
acesulfame K, <0.01% vitamin By;, <0.01% zing, <0.001%
copper, <0.001% folic acid and <0.001% selenium. In
parallel. a placebo beverage (PB) was designed without
antioxidant activity. The ingredients used in formulation of
the PB were: 99.32% water, 0.50% apple flavouring, 0.15%
tea flavouring, 0.01% citric acid, 0.009% caramel coloring,
0.006% acesulfame K and 0.005% sucralose.

Participants in each of the three groups were randomly
assigned to two groups of the same size: 50% treated with
AB or PB, respectively. One tetra brik (200 mL/person/day )
of AB or PB was daily administered for 8 months. Three
blood samples were taken from each participant, the first
before starting the AB or PB intake (Ti), the second at 4
months after the AB or PB intake (Tm) and the third at 8
months after the AB or PB intake (Tf). Fasting serum
coneentrations of eytokines were measured at Ti, Tm and Tf.

2.3. Blood Analysis

Fasting blood samples were obtained from the antecubital
vein into siliconized tubes of 9 mL. After venipunecture,
blood samples were kept on ice and then centrifuged at
10,500 rpm (Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific,
Germany) for 10 min at 4 °C. The mean time between
venipuncture and centrifugation was 50 min (interquartile
range: 30-70 min). Serum samples were stored at -80°C until
analyzed.

Cytokine levels were measured by a sandwich
chemiluminescent  immunocassay in  an  Evidence
Investigator™ Cytokine & Growth Factors High-Sensitivity
Array (according to the protocol supplied by the kit of
RANDOX Laboratories Ltd, Northem Ireland). The
Evidence Investigator™ Biochip Array technology was used
to perform simultaneous quantitative detection of multiple
analytes from a single patient sample. The core technology 1s
the Biochip, a solid-state device containing an array of
discrete test regions of immobilized antibodies specific to
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different eytokines and growth factors. Increased levels of
cytokine in a specimen will lead to increased binding of
antibody labeled with horseradish peroxidase, and thus an
increase in the chemiluminescence signal emitted. The light
signal generated from each of the test regions on the biochip
is detected using digital imaging technology and compared
to that from a stored calibration curve. The concentration of
analyte present in the sample is calculated from the
calibration curve.

The eytokines measured were: 1L-1a, IL-1, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, TNF-¢ and monoeyte chemotactic
protein-1 (MCP-1). The assay ranges and sensitivity values
for different cytokines were: 0-225 pg/mL and 0.19 pg/mL
for IL-1@, 0-112.5 pg/mL and 0.26 pg/mL for IL-1. 0-1200
pg/mL and 0.90 pg/ml for IL-2, 0-1500 pg/mL and 2.12
pg/mL for IL-4, 0-400 pg/mL and 0.12 pg/mL for IL-6, O-
1450 pg/mL and 0.36 pg/mL for IL-8, 0-450 pg/mL and 0.37
pg/mL for IL-10, 0-600 pg/mL and 0.44 pg/mL for [FN-y, 0-
600 pg/mL and 0.59 pg/mL for TNF-u and 0-500 pg/mL and
0.66 pg/mL for MCP-1.

2.4. Statistical Analysis

Statistical analysis was performed with SPSS 17.0
software (LEAD Technologies, Inc., Chicago, Illinois,
USA). Data are presented as mean+tSEM (or SD). Data
distribution was determined using the Kelmogorov-Smirnov
test and differences for variables were tested with Mann-
Whitney and Kruskal-Wallis test, for independent samples,
or Friedman and Wilcoxon test for related samples.
Statistical significance was set at p<0.05,

3. RESULTS

Descriptive statistics about the AD patients and control
group are shown in Table 1. No differences appeared in age
between the three groups. Concentrations of pro-
inflammatory eytokines m serum at initial, middle and final
period of ingestion of PB are shown in Table 2. Table 3
shows levels of pro-inflammatory cytokines in serum at Ti,
Tm and Tf while the AB was being taken; concentrations of
the anti-inflammatory eytokines IL-4 and [L-10 n serum at
initial, middle at the same time points are shown in Table 4.
An increase was observed in the concentration of the pro-
inflammatory eytokine IL-1P in the advanced stage of the
disease (moderate phase) (0.8940.30 pg/mL) with respect to
the initial phase (0.45£0.07 pg/ml) (p=0.046). No
significant differences were found in IL-1i concentration
between the control group and the AD patients in the initial
phase. A decrease was observed in the concentrations of the

CNS & Nearological Disorders - Drug Targets, 2013, Vol 12, No. 8 1235
pro-inflammatory eytokines [L-8 (15654579 pg/mlL)
(p=0.011) and MCP-1 (2089043332 pg/mL) (p=0003) in
the moderate phase of the disease compared to the initial
phase (IL-8: 30.94+8.20 pg/mL; MCP-1: 342.81+28.17
pe/mL). No significant differences were found in anti-
mflammatory eytokine levels during disease progression.

Eight months after taking the AB (Tf-Ti), levels of the
pro-inflammatory cytokine IL-2 were significantly lower
(-0.30£0.15 pg/mL, p=0.033) in the group of patients with
moderate AD, compared to the control group, which showed
a trend to increase (1.14+£0.45 pg/mL) (Fig. 1). The AB
induced, at four months of intake (Tm-Ti), a significant
decrease (p=0.028) in serum levels of the pro-mflammatory
cytokine IFN-y i AD patients in the mitial phase
(-1.70+0.92 pg/mL) compared to the AD patient group in
initial phase taking the PB (2.17+1.32 pg/mL) (Fig. 2).
Variations in levels of [FN-y four months after intake of the
AB (Tm-Ti), were significantly increased (1.04+0.11 pg/mL,
p=0.048) m the moderate phase AD patient group, compared
the control group, which tended to decrease (-0.82:+0.72
pe/mL) (Fig. 2).

After administration of the AB for four months (Tm-T1)
to AD patients in the initial and moderate phases, levels of
the pro-inflammatory cytokine TNF-u tended to decrease in
the nitial phase AD group (-0.66+0.41 pg/mL) but increase
i the moderate phase AD patient group (1.52+0.62 pg/mL)
(Fig. 3). These values were significantly different (p=0.014)
between both groups.

The pro-inflammatory cytokine IL-la  increased
significantly at eight months of the study (Tf-Ti) in moderate
phase AD taking the PB (0.03£0.07 pg/mL) (p=0.043). Ths
increase was not observed in the initial phase of the disease
(-0.03:0.04 pg/mL) nor in the control group (-0.04:0.05
pg/mL). Intake of the AB did not produce a significant
maodification in [1.-1a levels inany of the 3 trial groups.

4. DISCUSSION

In this study, an increase was observed in the
concentration of the pro-inflammatory cytokine IL-10 in the
moderate phase of the AD patient group compared to the
initial phase at Ti. In contrast, the study of Sala er al. [32]
showed that although cytokine release in mild and moderate
AD patents was sunilar to control values, the positive
correlations observed in AD patients between IL-1p and
MMSE  scores suggest that cytokine production
progressively decreases according to disease severity.
However, a study of 145 AD patients and 51 controls

Table 1.  Descriptive Statistics of the Study Population
. Gender Type of Beverage Age
Women Men PB AB Mean+SD
Control group 52 40 12 23 29 7944
AD initial phase 4 17 7 12 12 T6xd
AD moderate phase 24 18 6 11 13 773

FB: placebo beverage, AB; antioxidant beverage, Age (vears),
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Table2. Levels of Major Pro-Inflammatory Cytokines in Serum of Subjects (Controls and AD Patients) at Initial, Middle and
Final Period of Ingestion of Placeho Beverage

Control Group AD Initial Phase AD Moderate Phase
Ti 1.11£0.15 0.87£0.07 1.69£0.75
Tm 1,680 81 1.06£0.11 140034
IL-2 iy 0.79+0.18 1.250.34 111019
Tm-Ti 0.57+0,78 0.19+0,14 0294047
TIE-Ti -0.32+0.21 0.38£0.33 -0.59£0.58
Ti 301083 3.59£1.15 3.92+1.07
Tm 2452039 530325 7.25+2.50
IL-6 TF 3.57=0.68 3.29+0.65 4.30£0.65
Tm-Ti -0.55+0.79 1L.70£2.11 3.33+2.62
TI-Ti 0.5620.61 0312097 0.3840.92
Ti 30.51=18.04 18.10+3.38 20.70+5.63
Tm 4244134 1320525422 82244715
IL-8 Tf 30001128 18.69+4 30 8.75£1.39
Tm-Ti 11.93£27.17 113945587 61 54449 56
TETi <0.50£11.70 0.59£4.78 -11.9548 36
Ti 2.5920.72 2.850.57 3.10=1.36
Tm 5.02+1.75 2.65£0.73
IFN-v Tr 3.56x0.94 2.740.36 2.15:0.38
Tm-Ti -0.2240.44 2174132 04521 60
TE-Ti 0.98+0.79 -0.11+0.43 -0.96+1 37
Ti 3502042 303015 4.23:0.71
Tm 2962041 2.83+0.28 3.94£0.46
TNF- 3.40+049 286+0.14 345031
055041 -0.20£0.18 -0.28:0.49
-0.10+0.43 0.17+0.25 -0 782060
Ti 0.1420.04 0.16£0.03 0. 200,04
Tm 0.1340.04 0.13:+0.02 0.29:0.08
IL-la T 010002 0.13+0.03 0.23:0.07
Tm-Ti 0014005 0.04£0 03 0.09+0,08
TH-Ti 0042005 -0.0320.04 0,030,067
Ti 0.39+0.06 0.359+0.04 0.99:0,.50
Tm 0562019 0.54£0.04 0.72£0.25
IL-1p TF 0.39+0.05 0.52+£0.16 0.60£0.18
Tm-Ti 0.1720.17 0.15+0.03 <0.2840 26
TI-Ti 0002006 0.13£0.13 -0.39£0.33
Ti 350 86+97 83 407063331 2118351 90
Tm 275.6438.79 443.90:81.12 194.76:28.72
MCP-1 TF 256.69+45.75 37253+ 195.15£22.36
Tm-Ti -75.23+44 98 36.84+5] 90 -17.07£58.47
TI-Ti <94.17463.97 3452437 80 -16.68£51.12

Ti: initial period of ingestion of beverage, Tm: middle period of ingestion of beverage, TI fGnal period of ingestion of beverage. The values are mean+ SEM, expressed as pgimL.
"peD.05 vr AB.

00,05 vs control group.

‘P08 wr AD initial phase,
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Table 3. Levels of Major Pro-Inflammatory Cytokines in Serum of Subjects (Controls and AD Patients) at Initial, Middle and
Final Period of Ingestion of Antioxidant Beverage

Control Group AT Initial Phase AD Moderate Phase
Ti 1.70£0,62 112015 1342041
Tm 2.16£0.87 1.06£0.12 1.08:0.16
IL-2 Tf 2.84+0.75 L.61+0.84 1192059
Tm-Ti 046£1.19 <01 10013 0.1220.24
TE-Ti 1.14£0.45 0.49:0.88 -0.3040.15"
Ti 3.55£1.60 G.31+2.98 1.780.53
Tm 3,731 .43 5.53£1.86 2
IL-6 T 1.58+£0.36 6295178 9252578
Tm-Ti 0.18+1.09 -1.27%1.97 0842034
TE-Ti -1.97£1.80 -0,02+£2 .55 Te4x5.16
Ti 31 A616.66 43.77£14.78 8582214
Tm 10029233 40 126.15£19.90 111.27+56.22
IL-8 Tf 591444281 6 6342630 13.19+£5.60
Tm-Ti 68 833792 T5 441259 101 54256 .06
TE-Ti 27.68+49.29 20.85%26.32 402489
Ti 2.60:0.77 3.25£0.99 1232028
Tm 1.78£0.41 1.79£0.38 209030
IFN-y TF 3.08£1.22 2.25:0.60 2612064
Tm-Ti -0.82£0.72 -1.70£0.92° 1.0420,11°
TE-Ti 0484121 100075 1.19x0.76
Ti 3.14x0.75 3.38+0.55 2302021
Tm 31154016 2.69+0.33 31742057
TNF-a Tf 2.52+047 3.16+0.34 2.92+0.53
Tm-Ti 0.02+0.70 0662041 1.52+0.62°
TE-Ti 0624080 0224025 0.7420.68
Ti 0.16£0,05 0.08:0,02 0112004
Tm 0.16:0.04 0.09:0.02 010002
IL-1a Tf 0.19+0.04 0.12+0.04 0.0620.02
Tm-Ti 0.00£0.07 0.00+0.01 0034004
TE-Ti 0.04£0.05 0.04:£0.02 0.0540.03
Ti 066031 051014 0.7520.24
Tm 0.92+0.24 0.55+0.12 0552011
IL-1f TF 160036 0.79:0.37 BA4=016
Tm-Ti 0.26:0.44 -0.01=0.08 0002010
TE-Ti 094045 0.27+0.29 0252017
Ti 267.53264.50 2785722705 2047944080
Tm 23540£3383 2779322772 222.67+5321
MCP-1 Tf 209.17£56.44 23 1£13.65 219.01 260,90
Tm-Ti -32.13472.46 24121938 -1 081398
TI-Ti -38.36547.51 -26.26£32.01 83722046

Ti: initial period of ingestion of beverage, Tm: middle period of ingestion of beverage, TE final period of ingestion of beverage. The values are means SEM, expressed as pg/mL.

"p=0.05 vs FB.
Py, 08 vs control group,
“p=0.05 v7 AD inifial phase,
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Table4. Levels of Major Anti-Inflammatory Cytokines in Serum of Subjects (Controls and AD Patients) at Initial, Middle and
Final Period of Ingestion of Antioxidant or Placcho Beverage
Control Group AD Initial Phase AD Moderate Phase
Ti 1.2040.20 1474026 1.32£0.12
Tm 1.27x0.23 154008 1.34+0.15
IL-4 T 1.11+0.14 1.3920.17 1.28+0.16
Tm-Ti 0.07£0.20 0062027 0.02£0.09
- TETi ~0.09+0.15 ~0.09£0.13 -0.04£0.10
Ti 0.57+0.17 061005 1.24£0.52
Tm N.65+0.13 1.00+0.52 0.94£0,22
IL-10 Tf 0.69+0.17 0645008 112042
Tm-Ti 0.08+0.08 0.39£0.51 -0.2940.39
TE-Ti 0.12+0.05 0032006 -0.1240.11
Ti 1.4720.24 134014 0.93£0.20
Tm 1.7020.29 1.39£0.16 0.88+0.20
IL-4 T 1.46+0,24 1.74x0.41 L18+0.26
Tm-Ti 0.2240.26 0032013 0.05£0.17
a5 TE-Ti ~0.0240.22 040028 0.23£0,19
Ti 0.5520.10 0.7620.17 043009
Tm 0.90:0.17 0.56+0.03 041+0.06
IL-10 T+ 0.62+0.11 0854018 0.48+0.08
Tm-Ti 0.35+0.19 0.1 72022 0L.03£0.08
TE-Ti 0.0720.02 0.08£0.19 0.05£0.08

PB: placebo beverage, AB: antioxidant beverage, Ti: initial period of ingestion of beverage, Tm: middle period of ingestion of beverage, TF: final period of ingestion of beverage.

The values are mean: SEM, expressed as pgimL.

showed higher serum concentrations of IL-1[ in AD patients
than in controls [33]. Thiz discrepancy could be explained by
the low serum levels of [L-1P found in normal controls, in
addition to the low sensitivity of the ELISA used. No
significant differences were found in IL-1p concentration
between the control group and the initial phase AD patients,
in agreement with Sala et al. [32].

By studying the cytokines [L-8 and MCP-1 in the
moderate phase of the disease compared to the initial phase,
a decrease was observed in the concentrations of both pro-
inflammatory cytokines in AD patients in moderate phase.
By contrast, Bonotis ef al. [34] did not find significant
differences in IL-8 levels between controls and patients or
between AD patients with mild-to-moderate and severe

P < 0.05 vx Control group

AD initial phase

ADD moderate phase

140
= 1.00
‘g ;
s
=¥
—~ 0.60
n
S
b 0.20
o
d -0.20 Control group
-0.60

Stage of the disease

Fig. (1). Changes in serum [L-2 concentrations in subjects with antoxidant beverage.
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-1.20 4 Control group

IFN-y (Tm-Ti) pg/mL
5

AD initial phase

P < 0,05 vs. Control group

T

AD moderate phase

Stage of the disease

Fig. (2). Changes in serum IFN-y concentrations in subjects with antioxidant beverage.

P < 0,05 w2 AD initial phase

o | 1.80
e
B 130
o
E 0.80
E 030
? -0.20
= A
Zz -0.70
=

-1.20

Control group - AD moderate phase

AD imitial phase

Stage of the disease

Fig. (3). Changes in serum TNF-u concentrations in subjects with antioxidant beverage.

disease. On the other hand, no significant differences were
found in anti-inflammatory eytokine levels as a function of
disease progression. These results are in agreement with
studies showing unaltered IL-10 levels in the serum of AD
patients [35. 36]. However, it has been reported that patients
with dementia have higher mean levels of IL-10 [37, 38].

Regarding the pro-mflammatory eytokine IL-2, after the
mtake of the AB (Tf-T1) a trend to merease was observed in
levels of this cytokine in the control group, while in the
moderate phase of AD, the trend was to decrease. These
results suggest that the AB is effective to reduce this pro-
inflammatory cytokine in the later, but not initial stages of
the disease. Flavonoids like genistein can nhibit 1L-2
synthesis, with no toxic effects on T cells, as demonstrated
by Atluru et al. [39].

At four months of intake of the AB. a decrease was
observed in the levels of the pro-inflammatory eytokine IFN-
v, in AD patients in initial phase compared to those who
drank the PB. These results suggest that the AB 1s effective
in reducing this important pro-inflammatory cytokine in the
mitial stage of AD only. Verbeek et al. [40] demonstrated
that the flavones luteolin and apigenin inhibited antigen-
specific proliferation and IFN-y production by murine and
human autoimmune T cells i vitro. In that study, TFN-y

production was completely blocked by 35 mM luteolin and
reduced by 65% with apigenin. Similar effects were found
for the Aavonole quercitin, which completely blocked IFM-y
production. The variations in levels of IFN-y four months
after intake of the AB (Tm-Ti) were different, with a trend to
increase in the moderate phase of the disease, but trending to
decrease in the control group. These data indicate that the
AB cannot reduce this pro-inflammatory cytokine in the
maoderate phase of AD.

AD patients in initial phase who took the AB showed a
trend to decrease in the serum level of the pro-inflammatory
cytokine TNF-o, whereas in the moderate phase AD patient
group the trend was to increase. These data suggest that the
AP can reduce short-term nflammation in the early stages of
the disease. Hong Byun ef al. [41] demonstrated that EGCG,
a bicactive polyphenol in  green tea, attenuated
lipopolysaccharide-mediated inflammation by suppressing
THNF-a and IL-1p expression in macrophages, leading to
down-regulation of inflammatory responses.

At eight months of the study (TETi), the pro-
inflammatory eytokine IL-la increased sigmficantly in
maoderate phase AD patients who drank the PB. This increase
was not observed in either the initial phase AD group or the
control group, suggesting inflammation is more pronounced
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in the moderate phase of the disease, compared to the initial
phase, as described by others [8].

5. CONCLUSION

Administration of the AB to AD patients significantly
decreased serum  levels of several pro-inflammatory
cytokines, while such changes were not observed for the
anti-inflammatory cytokines IL-4 and IL-10. Our results
suggest that the AB, rich i polyphenolic antioxidants, is
more effective agamst mflammation in the early period of
AD, and eould be used as a natural complementary therapy
to alleviate or improve symptoms of inflammation in early
stages of AD.

LIST OF ABBREVIATIONS

AR = Antioxidant beverage

ACT = Apple condensed tannins

AD = Alzheimer's disease

EGCG = Epigallocatechin-3-gallate
IFN-u = Interferon-o

IL = Interleukins

MCP-1 Menocyte chemotactic protem-1
MMSE = Mini-mental state examination
FB Placebo beverage

TNF-¢. Tumer necrosis factor- o
CONFLICT OF INTEREST

Authors declare no competing financial interests.

ACKNOWLEDGEMENTS

Jose Miguel Rubio-Perez was a recipient of a fellowship
from the Seneca Foundation (Regional Agency of Science
and Technology of the Region of Murcia, Spamn). This
project was supported by Directorate General of
Investigation, Ministry of Education and Culture of the
Autonomous Community of the Region of Murcia. Spain.
We are grateful to all the volunteers in the project, to all
employees of Alzheimer's Association of Murcia, Molina de
Segura, Alcantarilla, Lorca, Yecla, Caravaca, Cieza and
Puerto Lumbreras. Also, we wish to thank all the relatives
and caregivers of our AD patients without whose effort and
collaboration this project would not have been possible.

REFERENCES

1] Alzheimer's A i Alzheimer's disease facle and figures,
Alzheimers Dement., 2009, 3,234-270,

[2]  Hardy, J; Selkoe, D. 1. The amyloid hyy is of Alzheimer's
disease: progress and p on the road to therapeutics, Science,
2002, 297, 353-356.

[31 Griffin, W, S, Mrak, R. E. Interleukin-1 in the genesis and
progression of and risk for development of neuronal degeneration
in Alzheimer's disease. J. Lewkoc. Biol, 2002, 72, 233-238,

41 L‘acqu:v:l M Lebeurrier, N.; c‘he:nm 5. Vivien, D. Cytokines
in neur ion and Alzheimer’s disease. Curr Drug
Targeis., 2004, 5, 529-534,

5] Mrak, R. E.; Griffin, W. S. Glia and their cytokines in progression
of neurodegencration. Nenrobiol Aging., 2008, 26, 349-354,

16]

(7

18]
91

[10]

[

(2]

(13]

[14]

[15]

[16]

7

1]

[19]

[20]

[21]
221

[23]

124]

(23]

[26]

Rubie-Perez and Morillas-Ruiz

Finch, C. E; Morgan, T. E. Systemic inflammation, infection,

ApoE alleles, and Alzheimer discase: a position paper. Curr

Alzheimer Res., 2007, 4, 185-189,

Weisman, D, Hakimian, E; Ho, G. 1 Interleukins, inflammation,

and mechanisms of Alzheimer's disease. Vitam. Horm., 2006, 74,

505-530.

MeGeer, E; McGeer, P. Inflammatory cvtokines in the CNS. CNS

Drugs, 1997, 7, 214-287.

Aisen, P. 8. The p | of anti-infl v drugs for the

treatment of Alzheimer’s disease. Lancer Newrol,, 2002, 1, 279-

284,

Huoll, M. Lieb, K.. Fiebich, B. L. Pathways of inflammatory

activation in Alzheimer's disease: potential targets for disease

modifying dgs Curr. Mﬂi Chem., 2002, 9, §3-88.

Harris-White, M. E.; 5 Miller, 8. A Simmons, M.; Teler,

B: Nash, D Cole. G. M: l-raulsch) 5. A. Estrogen fE.ZJ and

glucocorticoid (Ge) effects on microglia and A beta clearance in

vidre and in vivo. Newrochern, Tt 2001, 39, 435448,

Hollman, P. C; Feskens, E. I; Katan, M. B. Tea favonols in

cardiovascular discase and cancer epidemiology. Proc. Soc. Exp.

Biol. Med., 1998, 220, 198-202.

Tcdcr;dn E: Menegazzi, M. Yao, Y. Suzuki, H; Forstermann,
Memﬂ“ H. Green tea inhibits Iluman inducible nitric-oxide

by down-r ing signal transducer and
activator ofmnscnptlon lalpha activation. Mol. Pharmacol., 2004,
63, 111-120,

Danesi, F.; Philpott, M., Huel , C.; Bordoni, A L. R,
I-uud-dcn\'cd bmac[wts as pol:lllul rtgula[urs of the IL-121L-23
d in inf ry bowel di Muiat. Res.,

Zl]lfl 690 !39 144,

Tipoe, G. L.: Leung, T. M. Hung, M. W.: Fung, M. L. Green tea

pu]yph:nuls as an anti-oxidant and anti-inflammatory agent for
Cardi . Hematol. Disord. Drug

Tm-g-ef.t, 2007, 7, 13544,

Wheeler, D. 5 Catravas, J. D; Odoms, K. Denenberg, A
Malhotra. V: Wong. HR. Epigallocatechin-3-gallate, a green tea-
derived polyphenol, inhibits TL-1 beta-dependent proinflammatory
signal transduction in cultured respiratory epithelial cells, J. Nugr.,
2004, 134, 1039-1044.

Yang, F.; de Villiers, W. J: McClain, C. J; Varilek. G. W. Green
ten polyphenols block endotoxin-induced tumor necrosis factor-
production and lethality in a murine model. J. Nur, 1998, 128,
2334-2340.

Smith, A Giunta, B: Bickford, P. C; Fountain, M. Tan, I
Shytle, . D. Nanolipidic particles imj ilability and
alpha-secretase inducing  ability of epigallocatechin-3-gallate
(EGCG) for the treatment of Alzheimer's disease. Jnv. J. Pharm.,
2010, 389, 207-212.

Cabrera, C; Giménez, R.; Lopez, M. C. Determination of tea
components with antioxidant activity. J. Agric. Food Chem., 2003,
31,44274435.

Bouayed, J; Bohn, T. Exogenous antioxidants - Double-edged
swords in cellular redox state: Health beneficial effects at
physivlogic doses versus deleterious effects at high doses. Oxid.
Med Cell. Longev.. 2010, 3, 228.237.

Boyer, J. Lin, R. H. Apple phytochemicals and their health
benefits. Nugr. J, 2004, 3, 5.

Lee, K. W Kim, Y. J: Kim, D Lee. H. J: Lee, C. Y. Major
phenolics in apple and their contribution to the total antioxidant
capacity. J. Agric. Food Chen., 2003, 51, 6516-6520.

Tsao, R Yang, R Xie, 8 Sockovie, E; Khanizadeh, . Which
polyphenolic compounds  contribute to the total antioxidant
activities of apple? S Agric. Food Chem., 2008, 53, 49894995,
Lotite, 5. B, Actis-Goretta, L.; Renart, M. L.; Caligiuri, M.; Rein,
D; Schmitz, HH.; Steinberg, F. M. Keen, C. L.; Fraga, C.G.
Influence of oligomer chain length on the untluxtdanl activity of
procyanidins. Biochem. Biophys. Res. Commmn., 2000, 276, 945
951,

Mackenzie, G. G.; Camasquedo, F; Delfino, J. M, Keen, C. L,
Fraga, C. G. Oteiza, P. 1. Epicatechin, catechin, and dimeric
procyanidins inhibit PMA-induced NF-kappaB activation at
multiple steps in Jurkat T cells, FASEER J., 2004, 15, 167-169.
Vidal, R.; Hemandez-Vallgjo, 5, Pauquai, T,; Texier, O.; Rousset,
M.: Chambaz, 1: Demignot, S Lacorte, J. M. Apple procyaniding
decrease cholesterol esterification and lipoprotein secretion in
Caco-2/TCT enterocytes. J. Lipid Res., 2008, 46, 258-268,




ARTICULOS PUBLICADQOS

147

Serum Cyfokine Profile in Alcheimer’s Diseave Patienis

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

B32]

[33]

Del Bas, J. M. Ferndndez-Larrea, J Blay, M. Ardévol, A
Salvadd, M. J; Arola, L Bladé, C. Grape seed procyanidins
improve atherosclerotic risk index and induce liver CYPTAIL and
SHP expression in healthy rats. FASEB J, 2005, 19, 479-481,
Kanda, T: Akiyama, H: Yanagida, A Tanabe, M.; Goda, Y.
Toyoda, M.; Teshima, R.; Saito, Y. Inhibitory effects of apple
polyphenol on induced higamine release from RBL-ZH3 cells and
rat mast cells. Biesci. Biotechnol, Biochem., 199§, 62, 1284-1289,
Akiyvama, H; Sakushima, J: Taniuchi, 5. Kanda, T Yanagida,
A Kojima, T; Teshima, R.; Kobayashi, Y. Goda, ¥.; Toyoda, M.
Antiallergic eﬂecl of apple polyphenols on the allergic maodel
mouse. Biol. Pharm. Bull., 2000, 23, 1370-1373.
Akiyama, H.: Sato, Y.; Watanabe, T.. Nagaoka, M. H.: Yoshioka,
Y. Shoji, T Kanda, T, Yamada, K. Totsuka, M.; Teshima, R,
Sawada, 1; Goda, Y., Maitani T. Dietary unripe apple polyphenol
inhibits the development of food allergics n murine models. FERS
Lett. 20085, 579, 44854491,
McKhann, G.; Drachman, I.; Folstein, M.; Katzman, R.; Price, In.;
Stadlan, E. M. Clinical diagnosis of Alzheimer's disease: report of
the NINCDS-ADRDA Work Group under the auspices of
Department of Health and Human Services Task Force on
Alzheimer's Disease. Nenrology, 1984, 34, 939944,
Sala, G.; Galimberti, G.; Canevan, C; Ragzi, M. E.; Isella, V.,
Facheris, M.. Appollonio, 1; Ferrarese, C. Peripheral cytokine

release in Alzheimer patients: comrelation with disease severity.
Newrobiol. Aging., 2003, 24, 909-914.
Licastro, F.; Pedrini, $
C: Casadei.

Caputo, L.; Annoni, G.; Davis, L. 1; Ferri,
V. Grimaldi, LM. Increased plasma levels of
interleukin-6 and  alpha-1-antichvmotrypsin  in

ith Alzheimer’s disease: peripheral inflammation or
signals from the brain? J, Newreimmunel., 2000, 103, 97-102,

[34]

(3s]
136]

1371

138]

139]

[40]

[41]

CNS & Nearological Diserders - Drug Targets, 2013, Vol 12, No. § 1241

Bonotis, K. Krikki, E. Holeva, V.. Aggouridaki, C.: Costa, V.
Baloyannis, 5. Systemic immune aberrations in  Alzheimer's
disease patients. J. Newroinmmunol., 2008, 193, 183-187.
Singh, V. K., Guthikonda, P. Circulating cytokines in Alzheimer’s
disease. J. Psyehiatr. Res., 1997, 31, 657-660.
Rota, E.; Bellone, G.; Rocea, P.; Bergamasco, B, Emanuelli, G,
Ferrero, P. Increased intrathecal TGF-betal, but not 1L-12, TFN-
gamma and IL-10 levels in Alzheimer's disease patients. Newrol,
Sei., 2006, 27, 33-39.
Angelopoulos, P.; Agouridaki, H; Vaiopoulos, H; Siskou, E;
Doutsou, K.; Costa, V. Y . 5. 1. Cytokines in Alzheimer's
disease and vasaular dementia. Jnr. J. Newrosci.,, 2008, 118, 1659-
1672,
Bammmia -Bik, A Bik, W,; w::lmsu Witort, F Mariynska, L.;
il a, M.; Barcik M. B. Plasma bela
amylmd and r.)'lolune profile in women with Alzheimer's discase.
Newro. Endocrinol. Lett., 2008, 29, 75-79.
Atlury, 5. Atlure, D. Evidence that genistein, a protein-tyrosine
kinase inhibitor, inhibits CD28 monoclonal-antibody-stimulated
human T cell proliferation. Transplantation., 1991, 51, 448-50.
Verbeek, R.; Plomp. A. C_; van Tol, E. A; van Noort, J. M. The
flavones luteolin and apigenin inhibit in vitro antigen-specific
proliferation and interferon- gamma production by murine and
human i T cells. Bioch Fh i, 2004, 68, 621
629,
Hong Byun, E; Fujimura, Y. Yamada, K. Tachibana, H. TLR4
signaling inhibitory pathway induced by green tea polyphenol
epigallocatechin-3-gallate through 67-kDa laminin receptor. J
Inurunol., 2010, 153, 3345,

Received: December 1,2012

PMID: 23844668

Revised: March 18, 2013

Accepted: March 15,2013






6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS






6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

En esta Tesis Doctoral se han abordado tres estudios diferentes:

- El disefio de una bebida con alto poder antioxidante, junto con una bebida
placebo (BP) sin poder antioxidante.

- El estudio del efecto de la bebida antioxidante (BA) sobre distintos
parametros de EO en enfermos de Alzheimer, en distintas fases de la
enfermedad.

- El estudio del efecto de la BA sobre distintos marcadores de inflamacion en

enfermos de Alzheimer, en distintas fases de la enfermedad.

6.1. DISENO DE LA BEBIDA ANTIOXIDANTE Y DE LA BEBIDA PLACEBO

El té verde y la manzana son productos naturales que proporcionan al ser
humano beneficios para su salud. Estas propiedades saludables estan
estrechamente vinculadas a las sustancias antioxidantes contenidas en ellos,
principalmente compuestos fendlicos. Se ha comprobado que estos compuestos
antioxidantes tienen un alto potencial para la prevencién y el tratamiento de
enfermedades como el cancer, de enfermedades cardiovasculares e inflamatorias
y de enfermedades neurodegenerativas. Por tanto, el objetivo del presente estudio
fue disefiar una nueva bebida con alto poder antioxidante, que combinase
extractos de té verde y manzana, seleccionando de entre los disponibles en el
mercado, los procedentes de variedades y tratamientos tecnoldgicos que les
dotaran del mayor contenido en antioxidantes polifendlicos, y se estudid su
composicion y actividad antioxidante, sus propiedades organolépticas y su

estabilidad durante el almacenamiento a diferentes temperaturas.

Una vez elegidos los ingredientes que formarian parte de la BA (Tabla 1 del
articulo 1) y producida ésta en la planta piloto de Hero Espafia, S.A. (Alcantarilla,
Murcia, Espafia) en tetra briks asépticos y opacos de 200 mL de capacidad, la BA
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fue dividida en dos grupos, uno almacenado a 4 °C y el otro almacenado a
temperatura ambiente (25 °C). De estos tetra briks almacenados se recogieron
muestras mensualmente durante los 8 meses que dur¢ el estudio, y se realizaron

diversas medidas fisicoquimicas para analizar la vida util de la bebida.

En primer lugar, fueron evaluados el pH y los sélidos solubles totales (SST)
como parametros de calidad de la BA. En el tiempo inicial del ensayo (dia 0), el
valor de pH fue de 3,18 y el contenido medio de SST fue de 10,70 °Brix. Estos
valores se mantuvieron constantes durante todo el periodo de almacenamiento de
la BA a ambas temperaturas (4 y 25 °C), como se observo en otro estudio con
productos alimenticios de origen vegetal (Garcia-Viguera et al., 1998), y se
encontraron dentro del rango permitido segtn la legislacion vigente en Espana,
para este tipo de bebidas (Real Decreto 667/1983).

Respecto al andlisis de las propiedades organolépticas de la BA, se
evaluaron diversos parametros del color. Durante el periodo de almacenamiento,
se detectd un descenso del 10,73% en la luminosidad (valor CIEL*) de la muestra
almacenada a 25 °C. En cambio, no hubo diferencias en este parametro del color
en la muestra almacenada a 4 °C. A los 240 dias de almacenamiento (tiempo final
del ensayo), el valor de luminosidad de la muestra almacenada a 25 °C fue un 8%
menor que el de la muestra refrigerada (Tabla 2 del articulo 1). También se
observaron alteraciones en el pardmetro CIEa* (color rojo) durante el periodo de
almacenamiento, observandose un incremento de este parametro en ambas
muestras. Este incremento fue mucho mayor en la muestra almacenada a 25 °C,
mostrando una valor, a los 240 dias de almacenamiento, casi siete veces el valor
de la muestra refrigerada (Tabla 2 del articulo 1). Finalmente, durante el periodo
de almacenamiento, fue detectado un incremento del valor del pardmetro CIEb*
(color amarillo) del 62% en ambas muestras (Tabla 2 del articulo 1). Estos cambios
en los pardmetros CIEL*2*b* también fueron observados en bebidas antioxidantes
similares durante su almacenamiento (Gironés-Vilaplana, Mena, Garcia-Viguera,
& Moreno, 2012). Estos resultados en los parametros CIEa* y CIEb* produjeron un
incremento paralelo del valor del croma (C*), observandose un aumento en la
saturacion tanto en la muestra almacenada a 25 °C como en la muestra
almacenada a 4 °C. La tasa de pardeamiento, determinada por el valor H* (dngulo

Hue), fue afectada por la temperatura de almacenamiento, disminuyendo los
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valores de H* en la muestra almacenada a temperatura ambiente (Tabla 2 del
articulo 1). Por el contrario, el estudio de Gironés-Vilaplana et al. (2012) mostro
un incremento de los valores de H* en todas las muestras almacenadas de una
bebida similar. No obstante, los cambios de color de la BA (significantes en todos
los parametros medidos) fueron imperceptibles para el ojo humano, no

apreciandose pardeamiento.

Otro de los parametros analizados fue el dcido ascorbico. Ambas muestras
presentaron un contenido inicial de acido ascorbico de 396,51 mg/L (Figura 1 del
articulo 1). Durante el periodo de almacenamiento, se observo un descenso en el
contenido de acido ascérbico en ambas muestras, aunque esta pérdida fue mayor
en la muestra almacenada a 25 °C (41,24%), acorde con los resultados obtenidos
en otras bebidas de frutas (Kabasakalis, Siopidou, & Moshatou, 2000; Klimczak,
Matecka, Szlachta, & Gliszczyﬂska-gwig%o, 2007). La caida del valor de acido
ascorbico fue progresiva (no significativa en la muestra almacenada a 4 °C) hasta
el séptimo mes de almacenamiento. A partir de ese mes, se observd un descenso
pronunciado en los niveles de acido ascorbico en ambas muestras, obteniéndose
un valor final de 308,64 mg/L de acido ascdrbico para la muestra almacenada a 4
°C, y de 233,11 mg/L de &cido ascorbico para la muestra almacenada a 25 °C
(Figura 1 del articulo 1). Esta disminucién en el contenido de acido ascdérbico en
ambas muestras fue menor y mas lenta, en comparacion con la pérdida de acido
ascorbico en muestras de zumo de limén, almacenadas a las mismas temperaturas
(Gironés-Vilaplana et al., 2012), tal vez debido al efecto protector de los
compuestos fenolicos, presentes en el té verde y la manzana, sobre el 4cido
ascorbico. Otros autores obtuvieron el mismo efecto protector en diferentes
modelos de bebidas (Bordignon-Luiz, Gauche, Gris, & Falcao, 2007; Poei-
Langston & Wrolstad, 1981).

La actividad antioxidante de la BA fue cuantificada mediante el método del
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*). Durante los dos primeros meses
de almacenamiento a 25 °C, se observd un incremento en la actividad
antioxidante de la bebida, quizds debido al aumento de compuestos
antioxidantes, probablemente taninos condensados que se originaron durante el
almacenamiento y se hidrolizaron posteriormente, disminuyendo asi la capacidad

antioxidante de la bebida, como ocurre en zumos reconstituidos a partir de
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concentrados (Arena, Fallico, & Maccarone, 1999). En el mismo periodo a 4 °C, la
actividad antioxidante disminuy6é un 11,10% (Figura 2 del articulo 1), en
consonancia con estudios previos realizados en zumos de citricos (Del Caro, Piga,
Vacca, & Agabbio, 2004). La actividad antioxidante de la BA disminuy6 un
12,57% y un 9,74% después de ocho meses de almacenamiento a 4 y 25 °C
respectivamente. Sin embargo, a los 240 dias de almacenamiento, el valor de la
actividad antioxidante fue similar en ambas muestras, alrededor de 4,82 mM
Trolox (Figura 2 del articulo 1), siendo un gran valor de actividad antioxidante en
comparacion con otras nuevas bebidas ricas en polifenoles (Gironés-Vilaplana,
Mena, Moreno, & Garcia-Viguera, 2014) y con muestras vegetales con alta
actividad antioxidante (Barreca, Bellocco, Caristi, Leuzzi, & Gattuso, 2011), por lo

que la bebida no necesita refrigeraciéon durante su almacenamiento.

Los compuestos fendlicos identificados en la BA disefiada fueron: 4cidos
fendlicos, flavan-3-oles, proantocianidinas, dihidroxichalconas y flavonoles (Tabla
3 del articulo 1). Los compuestos fendlicos totales fueron expresados como la
suma de las concentraciones individuales de cada compuesto fendlico. Asi, la
concentracidn inicial de compuestos fenolicos totales identificados fue de 1130,3
mg/L. Estos resultados fueron ligeramente superiores a los resultados obtenidos
por Dominguez-Perles, Moreno, Carvajal, y Garcia-Viguera (2011) en una nueva
bebida producida con té verde y brocoli. Después del almacenamiento a 25 °C
durante 8 meses, la concentracién disminuy6 un 35,42%. Respecto a los acidos
fenolicos, fueron identificados el acido galico (31,2 mg/L) y el acido clorogénico
(52,5 mg/L). Después del almacenamiento a 25 °C durante 240 dias, la
concentracion de estas dos sustancias disminuyé un 30,77 y 27,24%,
respectivamente. Los principales compuestos identificados en la BA fueron los
flavan-3-oles, siendo el EGCG el que tuvo mayor concentracion inicial (674,8
mg/L) y el GC el que tuvo menor (26,4 mg/L). Después del almacenamiento a 25
°C durante ocho meses, la concentracion inicial de EGCG disminuyé un 36,50%,
acorde con los datos obtenidos en un estudio con hojas de té verde (Friedman,
Levin, Lee, & Kozukue, 2009). Otro de los flavan-3-oles analizados fue el EC cuya
concentracion inicial fue de 139,8 mg/L, disminuyendo un 37,91% después de
ocho meses de almacenamiento a 25 °C. El ECG (47,6 mg/L) fue el flavan-3-ol con
menor descenso de su concentracion (31,72%) después de 240 dias de

almacenamiento a 25 °C. Por el contrario, el estudio con hojas de té verde de
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Friedman et al. (2009) mostro que el ECG fue el flavan-3-ol menos estable con una
caida del 51%. Las concentraciones de GC y catequina disminuyeron cerca del
40% después del almacenamiento de la BA en las mismas condiciones. Por otro
lado, la proantocianidina identificada fue la procianidina B2, mostrando una
concentracion inicial de 46,5 mg/L. Después del almacenamiento a 25 °C durante
ocho meses, la concentracion disminuyé un 3591%. Dentro de las
dihidroxichalconas, se identificé la floridzina, la cual tuvo una concentracién
inicial de 54,3 mg/L. Después del almacenamiento, la concentracion disminuyé un
23,39%, siendo el compuesto con mayor descenso de su concentracion de todos
los identificados en la BA. Los flavonoles identificados en la bebida fueron la
quercetina 3-glucdésido y la quercetina 3-ramnosido, siendo la concentracion
inicial de 14,8 mg/L. Después del almacenamiento a 25 °C durante ocho meses,
esta concentracién disminuy6 un 34,46%, siendo la quercetina 3-ramnodsido el

flavonol con menor descenso de su concentracion (30,11%) (Tabla 3 del articulo 1).

Aunque los niveles de 4cido ascorbico y compuestos fendlicos totales
disminuyeron a 25 °C, un 41,24 y 3542% respectivamente, la actividad
antioxidante de la BA disminuy6 sélo un 9,74%. Esto puede ser debido a la
generacion de productos de las reacciones de Maillard (Anese, Manzocco, Nicoli,
& Lerici, 1999) y a la formacién de taninos condensados durante el periodo de
almacenamiento. Se ha demostrado que estos taninos condensados tienen
numerosas actividades bioldgicas y farmacologicas, que son de interés para el ser
humano, como la inhibiciéon de la oxidacién de los lipidos, la inhibicién de la
mutagénesis de carcindgenos y la inhibicion de la promocion de tumores (Higdon
& Frei, 2003; Okuda, 2005), ya que son poderosos antioxidantes (Dixon, Xie, &
Sharma, 2005).

Paralelamente a este estudio, se disefi® una BP sin actividad antioxidante,
pero con las mismas propiedades organolépticas de la BA. Los ingredientes
usados en la formulacién de dicha bebida se muestran en la Tabla 1 del articulo 2.

Ambas bebidas fueron utilizadas posteriormente en los estudios de EO e

inflamacién en enfermos de Alzheimer.
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6.2. EFECTO DE LA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE EL ESTRES OXIDATIVO

En este segundo estudio se quiso comprobar si el consumo diario de la
nueva bebida antioxidante disenada, que combinaba extractos de té verde y
manzana, con vitaminas y minerales antioxidantes, durante un periodo de ocho
meses, podria afectar a los niveles de biomarcadores de EO en pacientes con EA
en distintas fases de la enfermedad, estudiando los cambios en el estado
antioxidante total (TAS), en los niveles de enzimas antioxidantes como la GPx,
SOD y GR, y en los niveles de productos de oxidacién del ADN, proteinas y
lipidos.

6.2.1. Efecto sobre el TAS

Antes de empezar la ingesta de las dos bebidas (BA y BP), se observé que
los valores de TAS en los enfermos de Alzheimer en fase moderada (EAM) fueron
significativamente menores que los valores de TAS en los controles (C), sin
embargo, no se observaron diferencias en este parametro entre los enfermos de
Alzheimer en fase inicial o leve (EAI) y los C (Tabla 4 del articulo 2).

Después de la administracion de la BA, los niveles de TAS en los C fueron
similares a los niveles obtenidos con la ingesta de la BP, no observandose cambios
significativos en los valores de TAS a los ocho meses. Sin embargo, a los cuatro
meses de la ingesta de la BA, se observd un incremento significativo (17%) de los
valores de TAS en los C (Figura 1 del articulo 2). A los ocho meses de la ingesta de
la BP, el grupo de los sujetos control no mostr6 variaciones significativas en los
valores de TAS. Sin embargo, a los cuatro meses de la ingesta de la BP, se observo
un incremento significativo (13%) de los valores de TAS en los C (Figura 1 del

articulo 2).

En los EAI que bebieron la BP, los valores de TAS disminuyeron un 15% a
los ocho meses del estudio. De forma similar, con ingesta de la BA, los niveles de

TAS en los EAI disminuyeron un 26% al finalizar el estudio.

A los ocho meses de la ingesta de la BP, los EAM mostraron un descenso
significativo (17%) en los valores de TAS. Por el contrario, con la ingesta de la BA,
no hubo cambios significativos en los niveles de TAS a los cuatro y ocho meses

del estudio en este grupo (Figura 1 del articulo 2), lo que sugiere que los



RESUMEN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 157

antioxidantes de la BA, al ejercer su efecto reductor, pudieron reducir el consumo
de los antioxidantes fisiologicos en el organismo, lo que pudo aumentar los
niveles de antioxidantes hidrofilicos, tales como el acido turico o el acido
ascorbico, que son responsables del 7-58 y 3-27% del compartimiento acuoso de la
sangre, respectivamente (Wayner, Burton, Ingold, Barclay, & Locke, 1987), y/o los
niveles de antioxidantes lipofilicos (vitamina E , vitamina A, [-caroteno y a-
caroteno). De hecho, la BA contenia en su formulacion, ademas de extractos de té
verde y manzana, vitaminas C y E. Desde el punto de vista bioquimico, es
probable que el uso de un solo antioxidante no sea util, debido a que la vitamina
E necesita a la vitamina C u otros aceptores de electrones solubles, para una mejor
eliminacidn sistémica de las ERO, y para la regeneracion antioxidante. Respecto a
los compuestos fendlicos, Xu et al. (2010) observé que la administracién de
polifenoles del té verde aumentaba los niveles de TAS en ratas con hipoperfusion
cerebral crénica. Ademas, la EGCG, el principal polifenol del té verde, posee
propiedades antioxidantes superiores a la del acido ascérbico y la vitamina E
(Zhao, Li, He, Cheng, & Xin, 1989). Co-antioxidantes como las catequinas,
flavanoles presentes en el té verde y las manzanas, las cuales recogen el radical a-
tocoferol, y lo exportan en la fase acuosa, podrian reducir el consumo de a-
tocoferol (Raneva & Shimasaki, 2005).

6.2.2. Efecto sobre las enzimas antioxidantes

Respecto a la enzima GPx, se observd que, antes de empezar con la
administracién de las bebidas a los sujetos, los niveles de esta enzima en los EAl 'y
en los EAM fueron significativamente menores que en los C (Tabla 4 del articulo
2), lo que sugiere una menor capacidad en los EA para utilizar el glutation

reducido como sustancia antioxidante, lo que explicaria su mayor grado de EO.

Los sujetos controles que bebieron la BP y la BA mostraron valores mayores
de GPx a los cuatro y ocho meses del estudio. Esta tendencia similar con ambas
bebidas sugiere que la BA no afect6 a los valores de GPx en la poblacién control.
Esta misma tendencia se observo en los EAI (Figura 2 del articulo 2). Los EAM
que bebieron la BP mostraron valores significativamente mayores de GPx a los
cuatro y ocho meses del estudio (74% y 169% respectivamente). Sin embargo, los

EAM que bebieron la BA mostraron valores superiores de GPx solo a los cuatro
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meses del estudio (Figura 2 del articulo 2). Estos resultados sugieren la capacidad
de la BA para atenuar el grado de EO en los EAM, después de cuatro meses de
ingesta diaria de la BA. A partir de entonces, la actividad de la GPx no aumenté
(no hubo diferencias significativa entre los cuatro y ocho meses) (como ocurrio
con la BP), ya que el EO no aument6 en presencia de los antioxidantes presentes
en la BA. Wullner et al. (1999) demostraron que la suplementacién con EGCG
incrementaba los niveles de GPx, mediante la regulaciéon de los niveles de GSH,
uno de los tioles intracelulares mas abundantes en el sistema nervioso central, que
actila como sustrato para la GPx. En el estudio de Kishido et al. (2007) se describe
la disminucién de la actividad de GPx como un importante colaborador de la
disfuncién cerebral en el envejecimiento de los ratones SAMP10, y pusieron de
manifiesto que el consumo de catequinas del té verde, protegié contra la caida de
la actividad GPx y contra el dafio oxidativo en el cerebro, relacionados con la
edad.

Antes de empezar la ingesta de las dos bebidas, se observé que los valores
de la enzima SOD en los EAl y en los EAM fueron significativamente mayores
que en los C. Esto puede ser debido a que la SOD es inducida por la presencia de
mas RL, ya que en la EA, al haber mas EO que en la poblacion control, la SOD
estd mds activa para poder procesar el mayor numero de RL que se generan en la
enfermedad. Al mismo tiempo, los niveles de SOD en los EAI fueron mayores que
en los EAM (Tabla 4 del articulo 2).

A los cuatro y ocho meses de la ingesta de la BP, los C no mostraron
cambios significativos en los valores de SOD (Figura 3 del articulo 2). Por el
contrario, en los sujetos controles que bebieron la BA, los valores de SOD
aumentaron a los cuatro y ocho meses un 66% y 77% respectivamente. Estos datos
sugieren que la SOD es inducida por una mayor disponibilidad de sustratos,
necesarios para su sintesis, como son los minerales cobre y zinc, presentes en la
BA. Los EAI que bebieron la BP no mostraron cambios en los niveles de SOD a los
cuatro y ocho meses de la ingesta de la bebida (Figura 3 del articulo 2). Sin
embargo, los EAI que bebieron la BA mostraron, a los ocho meses, un incremento
significativo del 24% en los valores de SOD. Los EAM que recibieron la BP
mostraron niveles mayores (58%) de SOD a los ocho meses del estudio. Por el

contrario, la BA no tuvo la capacidad de incrementar los valores de SOD en los
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EAM después de los ocho meses de ingesta de la bebida, pero si se observé un
incremento pronunciado (85%) en los niveles de esta enzima a los cuatro meses de
la ingesta de la bebida (Figura 3 del articulo 2). Srividhya, Jyothilakshmi,
Arulmathi, Senthilkumaran, y Kalaiselvi (2008) demostraron que Ia
administracién de EGCG a ratas de edad avanzada, provocaba un aumento del
estado antioxidante enzimatico, incrementandose las actividades de SOD, GPx y
GR un 22, 35 y 19%, respectivamente, en comparacion con ratas de edad avanzada

que no recibieron el tratamiento.

En el periodo inicial del estudio (Ti), no se observaron diferencias
significativas en los valores de la enzima GR entre los tres grupos de sujetos
estudiados (Tabla 4 del articulo 2). Ademas, los niveles de GR no se vieron
afectados por la ingesta de BA en los pacientes de Alzheimer. Estos resultados no
coinciden con los resultados obtenidos en un estudio, en el que la suplementacion
con EGCG mejor¢ la actividad de GR, manteniendo asi el estado redox de GSH
(Srividhya et al., 2008), tal vez porque las variaciones de la enzima se visualizan

mejor en el tejido cerebral que en la sangre.

6.2.3. Efecto sobre la oxidacion del ADN

Al analizar los valores de 8-OHdG en orina, un producto de la oxidacion del
ADN, se observaron valores similares en los tres grupos estudiados antes de
empezar la ingesta de las bebidas (Tabla 4 del articulo 2). Durante el periodo que
durd el estudio, no se observaron cambios en los niveles de 8-OHdG en los C, los
EAI y en los EAM, con ninguna de las dos bebidas. En cambio, en un ensayo
controlado aleatorio con adultos que fumaban regularmente, el consumo diario
de cuatro tazas de té verde durante cuatro meses se asocié con una disminucion
de la excrecion urinaria de 8-OHdG (Hakim et al., 2003). Klaunig et al. (1999)
obtuvieron resultados similares con la administracion de seis tazas de té verde al

dia durante siete dias a fumadores.

6.2.4. Efecto sobre la oxidacion proteica

En Ti, antes de empezar la administracion de las bebidas a los voluntarios

del estudio, se observd que los niveles de carbonilos proteicos en los EAl y en los
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EAM fueron significativamente mayores que los niveles de este marcador de
oxidacion proteica en los C (Tabla 4 del articulo 2).

En los C, con la ingesta de la BP, los carbonilos proteicos aumentaron un
87% a los cuatro meses del estudio y estos valores altos permanecieron constantes
hasta el periodo final del estudio (Tf) (Figura 4 del articulo 2). Con la ingesta de la
BA, los niveles de carbonilos proteicos permanecieron constantes en los sujetos

controles desde Ti hasta Tf.

En los EAI, con la administracion de la BP, los niveles de carbonilos
proteicos permanecieron constantes durante los ocho meses del estudio (Figura 4
del articulo 2). Sin embargo, con la BA, se observé un descenso significativo (48%)

de los carbonilos proteicos desde el cuarto mes de ingesta de la bebida.

En los EAM, con la ingesta de la BP, los niveles de carbonilos proteicos
aumentaron significativamente (31%) a los ocho meses del estudio. Sin embargo,
con la administracion de la BA, los valores de carbonilos proteicos permanecieron

constantes durante todo el tiempo que dur¢ el estudio (Figura 4 del articulo 2).

Se ha demostrado que la suplementacion de catequinas fue beneficiosa para
contrarrestar los niveles de carbonilos proteicos en ratones a los cuales se les
indujo un EO (Parvez et al., 2006). De hecho, ha sido demostrado que los
flavonoides pueden inhibir la oxidacion de las proteinas tisulares in vitro e in vivo
(Nagasawa, Hayashi, Fujimaki, Nishizawa, & Kitts, 2000). Ademads, se ha
observado que los flavonoides pueden inhibir la glicacion y la auto-oxidacion de
la glucosa, procesos que pueden iniciar y propagar la modificacion de proteinas

(Manuel y Keenoy, Vertommen, & De Leeuw, 1999).

6.2.5. Efecto sobre la oxidacion lipidica

Respecto a los valores de isoprostanos en orina, se observaron valores
similares de este producto de oxidacion en los tres grupos estudiados, antes de
empezar la ingesta de las bebidas (Tabla 4 del articulo 2). Con la administracion
de la BA y la BP, no se observaron cambios significativos en los niveles de

isoprostanos en ninguno de los tres grupos, durante los ocho meses del estudio.

De forma similar, con la ingesta de la BA y la BP, los niveles de LDL-ox en

suero no cambiaron durante el periodo del estudio en ninguno de los tres grupos,
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pero se observé que en Ti los valores de LDL-ox en los EAM, fueron
significativamente mayores que los valores de este pardmetro en los C (Tabla 4
del articulo 2).

Finalmente, se observaron niveles similares de anti LDL-ox en suero en los
tres grupos estudiados, antes de empezar la administracion de las bebidas (Tabla
4 del articulo 2), no observandose cambios en los niveles de anti LDL-ox con la
ingesta de la BA y la BP en los C, los EAl y en los EAM.

Por lo tanto, la BA no fue efectiva contra la oxidacion de lipidos. Por el
contrario, otros autores han demostrado que la vitamina E, un ingrediente de la
BA, es capaz de disminuir la peroxidacion lipidica y la deposicion de (-amiloide
(Sung et al., 2004). También puede disminuir el dafio neuronal y la deposiciéon de
-amiloide en el cerebro, mediante la reduccion de los niveles de isoprostanos
(Pratico et al., 2002; Roberts et al., 2007). Ademas, la actividad quelante de metales
de los polifenoles del té, podria desempehar un papel significativo en la
proteccion de las células de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, reacciones
que de otro modo podrian agravar el dano peroxidativo a los componentes

lipidicos de las células (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 1997).

6.3. EFECTO DE LA BEBIDA ANTIOXIDANTE SOBRE LA INFLAMACION

En este tercer estudio se quiso comprobar si el consumo diario de la nueva
bebida antioxidante disefiada, durante un periodo de ocho meses, podria afectar a
los niveles de biomarcadores de inflamacion (citoquinas) en pacientes con EA en
distintas fases de la enfermedad, estudiando los cambios tanto en citoquinas

proinflamatorias como en citoquinas antiinflamatorias.

6.3.1. Efecto sobre las citoquinas proinflamatorias

Antes de comenzar con la administracion de la BA y la BP a los voluntarios,
se observo un valor superior en la concentracion de la citoquina proinflamatoria
IL-1$ en la fase moderada de la enfermedad (0,89+0,30 pg/mL) con respecto a la
fase inicial o leve (0,45+0,07 pg/mL). Por el contrario, el estudio de Sala et al.
(2003) mostro que, a pesar de que la liberacion de citoquinas en pacientes con EA

leve y moderada fue similar a los valores de los controles, las correlaciones
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positivas observadas en pacientes con EA entre la IL-1f y las puntuaciones del
MMSE sugirieron que la produccién de citoquinas disminuye progresivamente
segun la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, un estudio realizado en 145
pacientes con EA y 51 controles mostrd concentraciones séricas mas altas de IL-1f3
en los pacientes con EA que en los controles (Licastro et al, 2000). Esta
discrepancia podria explicarse por los bajos niveles séricos de IL-1B que se
encuentran en los controles normales, ademas de la baja sensibilidad del ELISA
utilizado. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de esta citoquina entre el grupo control y los EAI, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Sala et al. (2003). Se observ6 también concentraciones
inferiores de las citoquinas proinflamatorias IL-8 (15,65+5,79 pg/mL) y MCP-1
(208,90+33,32 pg/mL) en la fase moderada de la enfermedad comparado con la
fase inicial (IL-8: 30,94+8,20 pg/mL; MCP-1: 342,81+28,17 pg/mL). Por el contrario,
Bonotis et al. (2008) no encontraron diferencias significativas en los niveles de IL-8
entre los controles y los pacientes con EA, o entre los pacientes con EA en fase

leve-moderada y severa.

Ocho meses después de la ingesta de la BA (Tf-Ti), los niveles de la
citoquina proinflamatoria IL-2 fueron significativamente menores (-0,30+0,15
pg/mL) en los EAM, comparado con los C, en los cuales se observé una tendencia
a aumentar (1,14+0,45 pg/mL) (Figura 1 del articulo 3). Estos resultados sugieren
que la BA es efectiva para reducir esta citoquina proinflamatoria en la fase
moderada de la enfermedad, pero no en la inicial. Flavonoides como la genisteina,
pueden inhibir la sintesis de IL-2, sin efectos tdxicos sobre las células T, como
demostraron Atluru y Atluru (1991). Por otro lado, la BA indujo, a los cuatro
meses de la ingesta (Tm-Ti), un descenso significativo en los niveles séricos de la
citoquina pro-inflamatoria IFN-y en los EAI (-1,70+0,92 pg/mL) comparado con el
grupo de los EAI que tomaron la BP (2,17+1,32 pg/mL) (Figura 2 del articulo 3).
Estos resultados sugieren que la BA fue eficaz en la reduccion de esta importante
citoquina proinflamatoria, solo en la etapa inicial de la EA. Verbeek, Plomp, van
Tol, y van Noort (2004) demostraron que las flavonas luteolina y apigenina
inhibian la produccién IFN-vy in vitro. En ese estudio, la produccién de IFN-y fue
completamente bloqueada por 35 mM de luteolina y se redujo en un 65% con la
apigenina. Se encontraron efectos similares con la quercetina, que bloqued por

completo la produccion de IFN-y. Las variaciones en los niveles de IFN-y cuatro
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meses después de la ingesta de la BA (Tm-Ti), aumentaron significativamente
(1,04£0,11 pg/mL) en los EAM, comparado con el grupo control, cuya tendencia
fue a disminuir (-0,82+0,72 pg/mL) (Figura 2 del articulo 3). Estos datos indican
que la BA no pudo reducir esta citoquina proinflamatoria en la fase moderada de
la EA.

Después de la administracién de la BA durante cuatro meses (Tm-Ti) a los
pacientes de Alzheimer en la fase inicial y moderada, los niveles de la citoquina
proinflamatoria TNF-a tendieron a disminuir en los EAI (-0,66+0,41 pg/mL), pero
aumentaron en los EAM (1,52+0,62 pg/mL) (Figura 3 del articulo 3). Estos valores
fueron significativamente diferentes entre ambos grupos. Estos datos sugieren
que la BA puede reducir la inflamacion a corto plazo, en las primeras etapas de la
enfermedad. Hong Byun, Fujimura, Yamada, y Tachibana (2010) demostraron que
la EGCG podia atenuar la inflamacion mediada por lipopolisacarido, por la
supresion de la expresion en macrofagos de TNF-a e IL-1B, dando lugar a la infra-

regulacion de las respuestas inflamatorias.

La citoquina proinflamatoria IL-1a aument6 significativamente a los ocho
meses del estudio (Tf-Ti) en los EAM que tomaron la BP (0,03+0,07 pg/mL). Este
incremento no se observo en la fase inicial de la enfermedad (-0,03+0,04 pg/mL) ni
en el grupo control (-0,04+0,05 pg/mL), lo que sugiere que la inflamacién es mas
pronunciada en la fase moderada de la enfermedad, como describen otros autores
(McGeer & McGeer, 1997). Por otro lado, la ingesta de la BA no produjo una
modificacion significativa de los niveles de IL-1a en ninguno de los tres grupos

estudiados.

6.3.2. Efecto sobre las citoquinas antiinflamatorias

Respecto a las citoquinas antiinflamatorias en Ti, no se observaron
diferencias en sus valores durante el progreso de la enfermedad. Estos resultados
estdn en consonancia con estudios que muestran niveles inalterados de IL-10 en el
suero de pacientes con EA (Rota et al., 2006; Singh & Guthikonda, 1997). Sin
embargo, se ha observado en otros estudios que los pacientes con demencia
tienen niveles medios mas altos de IL-10 (Angelopoulos et al., 2008; Baranowska-
Bik et al., 2008). Tampoco se observaron cambios en los niveles de estas citoquinas

con la ingesta de la BA y la BP, en ninguno de los tres grupos de voluntarios.
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Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral han generado las

siguientes conclusiones:

1. La nueva bebida antioxidante disefiada, basada en extractos de té verde y
manzana, es un producto alimenticio con buenas propiedades
organolépticas respecto al color y sabor, con una alta actividad antioxidante
y estable a temperatura ambiente, por lo que no necesita refrigeracion.

2. Antes de empezar la ingesta de las bebidas, los valores de GPx en los EAI
fueron menores que en los C. Sin embargo, los niveles de SOD y carbonilos

proteicos fueron mayores en los enfermos de Alzheimer que en los C.

3. Respecto a los EAM, los valores del TAS y GPx fueron menores que en los
C. Por el contrario, los niveles de SOD, carbonilos proteicos y LDL-ox
fueron mayores que en los C, todo ello antes de comenzar con la

administracion de las bebidas.

4. La ingesta de la BA previno, en los enfermos de Alzheimer, la disminucién
del TAS en la fase moderada de la enfermedad, incrementé los valores de
GPx y SOD en la fase inicial y moderada, y previno el incremento de los
niveles de carbonilos proteicos en los EAM, con un descenso significativo de
los carbonilos proteicos desde el cuarto mes de ingesta de la bebida en los
EAL
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5. La administracion de la BA a los pacientes de Alzheimer disminuyd
significativamente los niveles séricos de varias citoquinas proinflamatorias,
mientras que no se observaron dichos cambios para las citoquinas
antiinflamatorias IL-4 y IL-10, siendo la BA madas efectiva contra la

inflamacion en el periodo temprano de la enfermedad.

6. Nuestros resultados sugieren que la BA podria ser usada como una terapia
natural complementaria, para atenuar los sintomas del EO y la inflamacién

en las distintas etapas de la EA.

7. Son necesarios otros estudios clinicos para comprobar si la mejora del EO e
inflamacion en los enfermos de Alzheimer, proporcionada por la BA, se

correlaciona con una mejora de su estado cognitivo.
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