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| estudio del metabolismo es un aspecto fundamental en
la Fisiologfa Celular. Por esta razén, el Comité Editorial

ha seleccionado, de entre los excelentes manuscritos
recibidos, tres revisiones que abordan la relacién intima

entre el metabolismo y la funcién celular.

En la primera de ellas A.M. Patterson, S. Gonzalez-
Solares y E. Iglesias-Gutiérrez, pertenecientes al area de Fisiologia

del Departamento de Biologia Funcional de la Universidad de
Oviedo, analizan el uso de alimentos funcionales para mejorar el
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rendimiento deportivo y cuestionan si el uso en cuanto a su
composicion, tiempo y modo de ingestion es el dptimo.

Nuestra segunda revisiéon, redactada por Paquita
Gonzilez, Edson Ramos de Andrade, Félix Alexandre Soares,
Raquel Marina y Juan Pablo Barrio, investigadores de la

Universidad de Ledn y de la Universidade Federal de Santa Maria
en Brasil, versa sobre los efectos protectores de los flavonoides en

la radioproteccion. Efectos beneficiosos que puede obtenerse a

concentraciones submicromolares que se pueden conseguir con
una dieta rica en productos de origen vegetal.

Por dltimo, el lector encontrara una breve, pero
ampliamente documentada, revisién en la que Juan P. Bolafos, del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Instituto de
Neurociencias de Castilla y Ledn, revela los aspectos mas intimos
del metabolismo neuronal relacionado con la utilizacién de glucosa,

en particular de su uso energético o antioxidante.

Como ya viene siendo habitual, este ndmero se
completa con la seccién de  “Literatura Comentada” por Teresa
Giraldez, de la Universidad de La Laguna, sobre las

particularidades de los canales iénicos sensibles a acido.

Y también una nueva recomendacién que presenta el
que fuera Editor de nuestra revista, Angel Nadal, que no es otra
que la lectura del libro “ LONGEVITY AND EVOLUTION”,
escrito por Gustavo Barja y publicado por la editorial Nova Science,

que analiza los mecanismos responsables de la tasa de
envejecimiento y lalongevidad maxima de diferentes especies.

Un ano mas, espero que disfruten durante las merecidas

vacaciones estivales con este nuevo ejemplar de la revista
FISIOLOGIA.

Juan A. Rosado.
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s para mi un placer poder comunicar a todos los socios que la Junta Directiva de la Sociedad Espaiola de
Ciencias Fisiolégicas ha acordado, por unanimidad y durante su reunién anual de 201 |, instaurar el premio
“Antonio Gallego”, para reconocer la importancia de una carrera académica en el ambito de la fisiologia
espanola, desarrollada mayoritariamente en Espana, y con manifestaciones relevantes en la ensefanza, la
investigaciony la construccién de estructuras y espacios funcionales para el avance de la ciencia.

La eleccion de la personalidad premiada sera competencia de la Junta Directiva de la SECF, que podra
asesorarse, en su caso, en la forma que estime conveniente. El premio se concedera cada dos afnos, y sera entregado
durante la celebracién del congreso bienal de la SECF, invitandose al premiado a la imparticion de una conferencia
plenaria en el mismo. Por lo tanto, la primera edicion de este premio tendra lugar durante nuestro congreso de 2012
en Santiago de Compostela.

Con lainstauracién de este premio, la Junta Directiva que presido quiere, ademas de reconocer la labor de
algunos de nuestros insignes colegas, recordar la figura de Antonio Gallego. El profesor Antonio Gallego Fernandez,
catedratico de Fisiologia de la Universidad Complutense, tuvo una importancia crucial en el desarrollo de la fisiologia
espafola en los afios 60 y 70, y desempend un papel preponderante en el nacimiento y desarrollo de la Sociedad
Espanola de Ciencias Fisiolégicas. Incorporé a la universidad espanola el concepto de que la actividad investigadora
constituia un componente esencial de la misma, introdujo la implementacién de practicas experimentales,
practicamente en todos los aparatos y sistemas, en la ensefianza de la fisiologia, y fomenté la idea de la formacién
postdoctoral en laboratorios extranjeros como elemento formador imprescindible, en un momento en que la
mayoria de los catedraticos de la universidad espanola eran mas funcionarios disciplinados que verdaderos maestros.
De manera pionera fomenté la participacién de la empresa privada en la financiacién de la investigacién en la
universidad, facilitando la colaboracion de la Compania Espafnola de la Penicilina, en la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense, a través de la creacién de la Fundacién Marqués de Urquijo y el Instituto de Farmacologia
Espaniola (quienes financiaron durante muchos la edicion de las Actas de la SECF). Contribuyé de manera significativa
a la formacién de fisidlogos, buena muestra de lo cual lo constituye el hecho de que discipulos directos suyos (la
mayoria de los cuales se iniciaron como alumnos internos en la catedra que dirigié) formen hoy parte de los
departamentos de Fisiologia de Madrid (Alcala y Complutense), Salamanca, Cérdoba, Alicante, Elche, La Laguna,
Santander, McGuill, etc.), estimulando la idea de una carrera cientifica similar a la que se desarrollaba en las
universidades americanas. A finales de los anos sesenta fue el promotor de un plan de ensenanza de la medicina que
constitufa una verdadera novedad en la universidad espanola, y que incorporaba métodos y estrategias habituales en
las universidades anglosajonas. Como investigador, fue un eminente neurofisidlogo en un momento en que nuestro
pais carecia de tradicién cientifica, y contribuyé a extender la importancia de la obra de Cajal ente los jévenes

aspirantes a neurobidlogos de la época.
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REFLEXIONES EN TORNO AL USO DE ALIMENTOS FUNCIONALES,
AYUDAS ERGOGENICAS Y COMPLEMENTOS NUTRICIONALES

POR LOS DEPORTISTAS

Patterson AM, Gonzalez-Solares S y Iglesias-Gutiérrez E

Departamento de Biologia Funcional. Arealde Fisiologia. Facultad de Medicina. Universidad de Oviedo.
Autor para remitir correspondencia: Dra. A. M. Patterson. Area de Fisiologia. Facultad de Medicina.

C/ Julian Claveria 6. 33006. Oviedo.
Teléfono: 985103578 - Fax: 985103534 - E-mail: patterson@uniovi.es

Desde la antigiiedad los deportistas han utilizado distintas sustancias con el fin de mejorar su rendimiento o recuperarse mas rapidamente
de la realizacién de un evento deportivo. En la actualidad existen en el mercado numerosos productos que bajo el nombre de
complementos nutricionales y ayudas ergogénicas intentan alcanzar los mismos fines. Pero, en ese mercado han aparecido un nuevo tipo
de productos: Los alimentos funcionales. Mediante este trabajo pretendemos reflexionar sobre el conocimiento que tiene el mundo del
deporte de estas tres clases de productos, asi como valorar su utilizacion.

“El margen entre la victoria y la derrota en el deportista de élite es generalmente pequerio. A igualdad de condiciones la nutricion puede marcar la

diferencia entre ganar o perder”. Maughan, 2002.

Introduccion.

Los tres términos que planteamos en el titulo de este articulo de
revisién: alimentos funcionales, ayudas ergogénicas y
complementos nutricionales para el desempeno fisico intenso,
engloban conceptos que muchas veces, sobre todo desde el
ambito deportivo, no estan claros e inducen a errores por parte
de sus consumidores; por ello comenzaremos aclarando estos
conceptos.

Alimentos funcionales.

El término alimento funcional fue propuesto por primera vez en
Japon en la década de los 80, refiriéndose a aquellos alimentos
procesados que contienen ingredientes que ayudan a funciones
biolégicas del organismo, mas alla de su contenido nutricional.
Estos productos recibieron en 1991 el nombre de FOSHU
(Foods for Specific Health Use). Su finalidad principal es mejorar
la calidad de vida de las personas mayores (“Every man desires to
live long, but no man would be old”, “Todos los hombres quieren
vivir mucho pero nadie quiere ser viejo”. Jonathan Swift, 171 1).

En la Unién Europea en noviembre de 1995 se creé el
proyecto FUFOSE (Functional Food Science in Europe), que con
la coordinacién de ILSI EUROPE (Internacional Life Sciences
Institute) elaboré un documento de consenso que se analizé en
1996 en Niza y posteriormente en 1997 en Helsinki y fue
publicado en agosto de 1998 en el Bristish Journal of Nutrition
(Bellisle y col., 1998). En dicho documento se define a los
alimentos funcionales como: “Nuevos alimentos obtenidos por
cualquier procedimiento, con la caracteristica particular de que
alguno de sus componentes, sea o no nutriente, afecte a
funciones diana del organismo de manera especifica y positiva y
promueva un efecto fisiolégico o psicolégico mas alla de su valor
nutritivo tradicional. El efecto positivo de un alimento funcional
puede ser tanto su contribucién al mantenimiento del estado de
salud y bienestar como a la reduccién del riesgo de padecer una
determinada enfermedad”.

El documento continua aclarando que: “Un alimento
funcional puede ser un alimento natural, modificado o una
combinacién de estas posibilidades. Ademas, un alimento puede
ser funcional para la poblacién en general o para grupos
particulares de la poblacién”.

El concepto de alimento funcional incluye que laingesta
de tales alimentos se efectiia como componentes habituales de la
dieta, que deben de ejercer sus efectos en cantidades
consumidas normalmente en una dieta equilibrada y se excluye
como talesalas pildoras, capsulas y tabletas.

El término alimento funcional no es probablemente el
mas adecuado, puesto que en todos los componentes nutritivos

de los alimentos subyace una funcién o funciones. De hecho se
han utilizado distintas denominaciones para referirse a una idea
semejante: Alimentos de disefo, alicamentos, farmaalimentos,
cosmocéuticos, nutricosméticos, etc. Algunas de estas
denominaciones tienen un impacto publicitario o de marketing
considerable, pues asocian el efecto funcional del alimento al
efecto terapéutico de un farmaco.

Nos surgen una serie de preguntas: ¢Existen alimentos
sin funcién? éQué alimentos van a conformarse con “solo” sus
propiedades nutritivas? ¢Dénde esta la frontera entre
medicamento y alimento? (Pueden los alimentos funcionales
llegar a sustituir algunos farmacos? Evidentemente la repuesta a
esta Ultima pregunta es no. Sin embargo, se puede correr el
riesgo de que algunos consumidores pretendan sustituir los
medicamentos por alimentos.

No hay un acuerdo unanime si para ser funcional es
suficiente que un producto contenga de forma “natural”
cantidades significativas de uno o mas componentes beneficiosos
(licopeno en el tomate, polifenoles y catequinas en el té,
sulforafano en el brécoli, etc.), o si, por el contrario deben de ser
especificamente disefiados para ello incorporando ingredientes
apropiados (fibra, vitaminas, minerales, antioxidantes, etc.);
otras veces eliminado un componente (la lactosa de laleche, o el
gluten de los cereales) o bien alterando la biodisponibilidad
(fitoesteroles). En el primer supuesto casi todos los productos
“naturales” de origen vegetal deberian ser considerados
funcionales en cuyo caso: {Cabe establecer diferencias entre los
alimentos por su funcionalidad? En el segundo supuesto, este
calificativo sélo abarcaria a productos elaborados, y sélo serian
funcionales los nuevos alimentos elaborados y disenados al
efecto, lo que irfa en detrimento de los alimentos “naturales”
tradicionales, al no ser considerados funcionales. Mientras que
en Japén los alimentos funcionales se enmarcan dentro del
segundo supuesto, en Europa, a falta de una definicion expresa, la
tendencia parece decantarse por ambos tipos.

Los alimentos funcionales, tal como se recoge en la
Figura I, han surgido gracias a los avances cientificos alcanzados
en varios campos como la Nutricién, la Biotecnologia, la
Ingenieria Genética.... Esos avances estan siendo utilizados por la
industria alimentaria para el desarrollo de nuevos alimentos
orientados hacia una poblacién cada vez mas envejecida y
concienciada con los determinantes de salud, especialmente la
alimentacién. En este sentido, si analizamos los datos del Panel de
Consumo Alimentario de 2007 (Fundacién Espafiola de la
Nutricién, 2007), ante la pregunta sobre los criterios en funcién
de los cuales seleccionan los alimentos, los consumidores indican
el siguiente: |° saludables; 2° rapido de preparar; 3° por
costumbre; y 4° por placer, lo que nos lleva afirmar que: “La salud



es un valor por el que el consumidor esta dispuesto a pagar mas”.
Es evidente que se precisa un control institucional. Un paso
importante en este sentido se produjo con la publicacién del
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.

e
e

Alimentos funcionales

Figura |. Factores que han conducido al desarrollo de los alimentos
funcionales.

.

Ayudas ergogénicas.

En cuanto a las ayudas ergogénicas etimoldgicamente el término
procede de la raiz griega Ergo (trabajo, obra) y Génico (generar,
producir). Es decir, literalmente significa “que genera trabajo”.
Atendiendo pues a su significado etimoldgico literal, las ayudas
ergogénicas permiten al individuo realizar mas trabajo fisico del
que seria posible sin ellas. Bucci en el afo 2000 las define como:
“La aplicacién de cualquier procedimiento de tipo nutricional,
fisico, mecanico, psicolégico o farmacolégico, no nocivo,
encaminado a mejorar el rendimiento fisico de un deportista
(soportar el esfuerzo y favorecer la recuperacién) y que no esté
incluido en lalista de sustancias o métodos de dopaje”.

No debemos olvidar, que algunas sustancias,
dependiendo de la concentracién utilizada (ejemplo: el alcohol)
pueden tener un efecto perjudicial sobre el rendimiento, en cuyo
caso hablamos de ayudas ergoliticas.

Si nos centramos en las ayudas ergogénicas
nutricionales podemos encontrar varios tipos (Palacios y col.
2010):

|.- Sustancias que ayudan a reemplazar las reservas
gastadas durante el ejercicio: Hidratos de carbono,
electrolitos, etc.

2.- Sustancias que se utilizan como ayuda durante el
proceso de recuperacién tras el ejercicio:
Concentrados energéticos, bebidas isoténicas, etc.

3.- Sustancias que alteran durante el ejercicio el uso
relativo de los combustibles: Cafeina, etc.

4.- Sustancias que incrementan la fuerza muscular:
Proteinas, creatina, aminoacidos ramificados, etc.

5.- Sustancias que se supone influyen sobre la
acumulacién de productos finales del metabolismo y
que conducen ala fatiga: Agentes alcalinizantes, etc.

6.- Sustancias variadas de efecto dudoso o poco
demostrado: Extractos de hierbas, jalea real, ginseng,
etc.

Complementos nutricionales.

Segin el RD 1487 de 26 de septiembre, relativo a los

complementos alimenticios, los complementos nutricionales
son los productos alimenticios cuyo fin es complementar la dieta
normal, consistentes en fuentes concentradas de nutrientes y
otras sustancias que tengan un efecto nutricional o fisiolégico, en
forma simple o combinada, comercializados en forma dosificada,
es decir capsulas, pastillas, tabletas, pildoras y otras formas
similares, bolsitas de polvos, ampollas de liquido, botellas con
cuentagotas y otras formas similares de liquidos y polvos que
deben tomarse en pequenas cantidades unitarias. Ejemplos:
Vitaminas, minerales, aminoacidos, acidos grasos esenciales,
proteinas, fibra, diversas plantas y extractos de hierbas, etc.

En Estados Unidos se han definido oficialmente en
1994 bajo los auspicios de la Dietary Supplement Health and
Education Act (DSHEA) como: “Productos (distintos que el
tabaco) que estan destinados a suplementar una dieta saludable y
llevan o contienen uno o mas de los siguientes ingredientes
dietarios: Una vitamina, un mineral, una hierba u otro producto
botanico, un aminoacido, una sustancia dietética para
complementar la dieta para uso humano aumentando su ingesta
total diaria, o un concentrado, metabolito, constituyente,
extracto o combinacién de ambos ingredientes” (Katheleen y
col.,2009).

Los complementos dietéticos se ingieren mediante
comprimidos, capsulas, tabletas o liquidos y no pueden utilizarse
como un alimento tradicional o como Unico elemento de una
comida o una dieta. Su utilizacién asi como sus posibles
beneficios son muy discutidos. La Food and Drug Administration
(FDA) ha publicado consejos para que el usuario de
complementos dietéticos pueda escoger de manera informada
qué complementos puede tomar. Los consejos incluyen
asesoramiento sobre: |) valoracién de la dieta actual, 2)
informacién a los profesionales sanitarios sobre el uso de los
complementos dietéticos; 3) posibles interacciones entre
medicamentos y complementos dietéticos; 4) comunicacién de
acontecimientos adversos; y 5) valoraciéon de la validez de la
informacion.

Una vez definidos los alimentos funcionales, las ayudas
ergogénicas y los complementos nutricionales la pregunta que
debemos de hacernos ahora es: itiene claros estos conceptos el
mundo del deporte? Desde nuestro punto de vista la respuesta
es negativa pues al analizar la bibliografia sobre estos temas se
mezclan los conceptos.

Si analizamos el articulo de Aoi y col. (2006) titulado:
“Exercise and functional foods”, podremos comprobar (Tabla |)
cémo estos autores clasifican los alimentos funcionales para el
ejercicio desde el punto de vista de su influencia en las siguientes
funciones fisioldgicas: |) restitucion del agua; 2) mejora de la
resistencia; 3) incremento de la fuerza muscular ; 4) prevencién
de lesionesy fatigay 5) mantenimiento de lainmunidad, teniendo
en cuenta, ademas, el grado de evidencia cientifica.

l':;:il(l)fci:;ca A B C

?:lszi;ﬁ;ién Bebidas isotonicas Bebida(s}lli'lcigfgfnicas,

Meoradeln | Diasglesadade | Argnina atona, | Copgcing

heremento dela | PronsnoAS | camina [ s

ﬂg?;:::;hflafiega Dietaye];vadg de Vitaminas C yE, Glucosalina,
H.C., Acido citrico Carotenoides Condroitin

muscular

Mantenimiento
de la inmunidad

H.C.

Vitaminas C y E,
Glutamina,
Probioticos

Tabla 1. Alimentos funcionales y ejercicio (modificada de Aoi y col. 2006). A =

evidencia cientificademostrada; B = probable; C = sin demostrar.

H.C. = Hidratos de carbono; BCAA = Aminoacidos ramificados; Beta-HMB = Beta-
hidroxi-beta-metilbutirato.




Es evidente que tanto la clasificacion de las funciones
fisiolégicas como los productos analizados son similares a los que
encajan en la definicién de ayudas ergogénicas que hemos
considerado anteriormente, por lo que en este articulo ambos
conceptos estan solapados.

En esta misma direccion el articulo de Deldicque y
Francaux (2008): “Functional food for exercise performarnace:

4.- Para prevenir enfermedades: 40 %

5.- Por pensar que no siguen una dieta
balanceada: 29 %

Si lo analizamos por eventos deportivos (Tabla 3), la
gran mayoria utilizan estos productos: el 86 % de los deportistas
encuestados.

fact or foe” nos muestra, como podemos ver en la Tabla 2, una Eventos N‘;‘g:{;’s"e Uso de complementos (%)
serie de sustancias que son valoradas desde el punto de vista Carreras (100 m, 200 m, o -
ergogénico. 110 m vallas)
Carreras (400 m, 400 m vallas) 34 82
Efecto ergogénico Dosis r dad
Lanzamient 26 85
. Incrementa la 20-30g,5a7dias 6 anzamientos
Creatina fuerza muscular 2-3 g, 1 mes
. Saltos 35 89
Cafeina Mejora los ejercicios 3 a6 mgkg
de resistencia 1h antes del ejercicio Media distancia 39 87
R . 0.3-0.5 g/kg, . .
Aml.noacldos Mejpra el balanc:e de después o inms di ftamente Larga distancia 88 88
ramificados proteinas en el misculo I
antes del ejercicio
. - ; Marcha 18 89
Disminuye la inflamacién
Leucina muscular después .
del ejercicio Multieventos 16 88
Beta-alanina Mejora lo_s res%x_ltados de 4.8-6.8 TOTAL 307 86
alta intensidad durante 2-10 semanas
I doed 200 malk Tabla 3. Uso de complementos dietarios por deportistas de élite (modificada
. Mejora los resultados de mg/kg,
Bicarbonato alta intensidad 1h después del ejercicio de Maughany col. 2007).
Favorece la 23 ok Segln este informe, las sustancias usadas mas
Glicerol hiperhidratacion y SIXE . .
5-7dias comunmente por los atletas fueron:

rehidratacion

Tabla 2. Componentes de los alimentos mostrando las evidencias cientificas
sobre una mejora del rendimiento (modificada de Deldique y Francaux, 2008).

Como acabamos de comprobar en ambos articulos el
concepto de alimento funcional no esta claro y en realidad a lo
que se estan refiriendo es a ayudas ergogénicas e incluso a
complementos nutricionales. Puesto que tal como hemos
definido anteriormente los alimentos funcionales son alimentos
habituales en nuestra dieta, ingeridos en cantidades normales
dentro de una dieta equilibrada, {podemos considerar al glicerol,
la carnitina, la creatina, etc., como alimentos habituales en
nuestra dieta en las concentraciones o dosis recomendadas para
que supongan un posible beneficio para el deportista? Ademas ni
el propio deportista tiene claro lo que son los alimentos
funcionales (Badrie y col, 2007). Entonces ipor qué utilizan este
término? Probablemente porque al consumidor, en este caso al
deportista, le resulta mas “creible” la palabra alimento que ayuda
ergogénica o complemento nutricional y parece alejarse del
ambito de las sustancias dopantes, en las que si pueden entrar
algunas ayudas ergogénicas nutricionales y fisioldgicas.

Valoracion del uso de complementos nutricionales y
ayudas ergogénicas por los deportistas.

A la hora de analizar estos productos es muy importante que
conozcamos, en la medida de lo posible, los motivos por los que
los consumen los deportistas. Entre 2005 y 2007 la comisién
médica y antidopaje de la International Association of Athletics
Federations (IAAF) en una serie de campeonatos internacionales
distribuyé una encuesta para conocer el uso de complementos y
las razones de su uso (Maughanyy col., 2007).

- Serecogieron 310 cuestionarios: | 57 hombresy 153 mujeres.

- Usaban complementos el 86 % de los que respondieron (83%
delosvaronesy el 89% de las mujeres)

- Las razones de su uso fueron:
| .- Pararecuperarse del entrenamiento: 71 %
2.- Paramejorarlasalud: 52 %

3.- Paramejorar el rendimiento: 46 %

| .- Vitaminas y minerales antioxidantes: 84 %
2.- Proteinas y complementos de creatina: 53 %

3.- Complementos ergogénicos incluyendo
coenzima Q10, cafeina, ginseng y efedrina: 52 %.

Resultados similares se han encontrado en deportistas
del Reino Unido (Petrdczi y col., 2008) y en atletas jévenes
alemanes (Brauny col., 2009).

En cuanto a las fuentes de informacién utilizadas por los
deportistas a la hora de consumir estos productos fueron las
siguientes (Maughany col., 2007):

|.- Profesionales de la salud: Médicos (53%);
Nutricionistas y Dietistas (30 %)

2.- Entrenadores: 28 %

3.- Personal de investigacién: 24 %

(o1
Ellos mismos

Organizacién 466

Compaiier

Profesionales
de la salud
439

Entrenadores
253

Figura 2. Consumo de complementos referido segin las fuentes de
informacion en un total de 574 atletas jovenes del Reino Unido (modificada de
Petrécziy col. 2008)

Sélo un 4 % de los atletas utiliza Internet para comprar
los productos. Un 65 % de los atletas (72 % de los usuarios) cree
que esta suficientemente educado sobre el riesgo del uso de
complementos. Un 63 % de los atletas (73 % de los usuarios)
piensa que sabe suficiente acerca de los beneficios de no usar
complementos. La mayoria de los deportistas de élite consumen



los complementos alimenticios mas desde el punto de vista de
incrementar el rendimiento deportivo o prevenir las lesiones
que desde el punto de vista de su necesidad (Goston y Correia,
2010), como seriael caso de laingesta de hierro en los atletas con
la llamada “anemia del deportista”. Consideran que la dieta no es
capaz de “cubrir” adecuadamente sus necesidades de nutrientes
parala correcta realizacion del deporte, lo que nos indica su gran
desconocimiento sobre la nutricién y en paralelo la de los
entrenadores. En general estos complementos tienden a
utilizarse mas por conveniencia que por necesidad. Muchos de
estos productos ofrecen soluciones magicas cuando: “La vida
esta demasiado ocupada para entrenar, la forma fisica no es la
adecuada, las comidas no son correctas o el sueho es
inadecuado” (Clark, 2008).

Marco legal para alimentos funcionales, complementos
alimenticios y ayudas ergogénicas.

El 18 de Enero de 2007 en el Diario Oficial de la Unién Europea
se publicé el Reglamento (del 20-X-06) relativo a las
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en los
alimentos funcionales. Entré en vigor el | de julio. De acuerdo
con este reglamento se permitira hacer 3 tipos de alegaciones
sobre alimentos:

|.- Alegaciones nutricionales que afirmen,
sugieran o den a entender que un alimento posee
propiedades beneficiosas debido a su composicion
(porsuaporte energéticooporun  nutriente en
particular).

2.- Alegaciones de propiedades saludables que
afirmen, sugieran o den a entender una relacién entre
un alimento o uno de sus constituyentes y la salud. Este
tipo de alegaciones hace referencia a la funcién
fisiologica de un componente. La alegacién debe estar
fundamentada en datos cientificos y debe ser
comprensible para el consumidor medio.

3.- Alegaciones de reduccién de riesgo de
enfermedad. Afirman que un alimento o uno de sus
constituyentes reduce significativamente el riesgo de
aparicion de una enfermedad.

Se precisa la aprobacién de la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA). Las alegaciones deben de estar
adecuadamente corroboradas para proteger al consumidor,
fomentar el comercio justo y potenciar las investigaciones y la
innovacién en la industria alimentaria. Es preciso demostrar
desde el punto de vista cientifico los efectos beneficiosos del
alimento funcional para que puedan ser mostrados en la etiqueta.
Es basico evaluar dosis y efectos que permitan fundamentar el
posible caracter funcional. Esta evaluacién se plantea con unas
exigencias mas o menos analogas a las de los medicamentos con
dos diferencias significativas:

I.- Que los efectos, ya que se trata de alimentos,
son mas suaves que los de los farmacosy porlo tanto
mas dificiles de observar y determinar que los de los
farmacosy que

2.- No deben darse efectos secundarios que
podrian ser tolerables en el caso de los farmacos.

La legislacion de los complementos alimenticios y
ayudas ergogénicas para deportistas es mas opaca. No se
consideran ni medicamentos ni aditivos. Entonces, éson
alimentos o medicamentos? ¢o son agentes quimicos?

En EEUU deben ser analizados por la FDA desde el
punto de vista de su identidad, pureza y concentraciones, pero

no se requiere demostrar su seguridad y eficacia.

En Canada se regulan unos como medicinas y otros
como productos naturales para la salud pero sus alegaciones
deben estar apoyadas por evidencias cientificas.

En Espana el RD 1487/2009 de 26 de septiembre. Se
centra preferentemente en las vitaminas y los minerales. Se esta
pendiente de que se publiquen Directivas o Reales Decretos
especificos para distintas categorias de complementos
alimenticios y una de ellas es: “Alimentos adaptados a personas
con un intenso desgaste muscular”, sobre todo para los
deportistas.

Mientras que los medicamentos estan sometidos a un
control estricto, en el caso de los complementos alimenticios se
realizan muy pocos controles y surgen preguntas como:

{Realmente contienen los ingredientes que se citan en el envase y
que el consumidor tiene derecho a encontrar? En el caso de los
extractos naturales, puede no estar claro cudles son los
ingredientes activos e, incluso conociéndolos, los diferentes
preparados pueden contener diferentes cantidades de ellos.

{Contienen la cantidad de ingredientes indicada?

(Contienen cantidades aceptables de contaminantes
potencialmente nocivos?

{Se desintegra el producto después de la ingestién de manera
que puedaserabsorbidoy utilizado?

Un factor muy importante a tener en cuenta es la
biodisponibilidad de los compuestos quimicos o ingredientes que
se afaden a estos productos, ya que depende de factores
externos (por ejemplo: la matriz alimentaria y la forma quimica
del nutriente) e internos (por ejemplo: la edad, el estado
nutricional y la etapa de lavida).

Estos son los pasos de la via metabdlica donde pueden
darse cambios en su biodisponibilidad :

|.- La liberaciéon del compuesto quimico de la matriz
alimentaria fisico-quimica.

2.- Los efectos de las enzimas digestivas en el
intestino.

3.- La unién y utilizacion por parte de la mucosa
intestinal.

4.- El paso por la pared intestinal a la sangre o a la
circulacién linfatica.

5.- Ladistribucién sistémica.

6.- La deposicion sistémica.

7.- Eluso metabélicoy funcional.

8.- Laexcrecién (por via urinaria o fecal).

Existe una organizacién de andlisis independiente en
EE.UU., Consumer Lab (www.consumerlab.com), que analizé
varios complementos alimenticios y obtuvo los siguientes
hallazgos:

- || de 47 preparados multivitaminicos no cumplieron con los
criterios de calidad.

- 7 de 9 preparados de Ginkgo biloba no cumplen los criterios de
calidad.

- Un preparado de coenzima Q10 no contenia coenzima Q|10.

- Unicamente la mitad de los preparados de creatina pasaron las
pruebas de calidad.



- Una marca de S-adenosilmetionina contenia sélo un 30 % de la
cantidad publicitada.

En Espafia a modo de ejemplo en el 2004, la
Subdireccién General de Inspeccion y Control del Medicamento,
del Ministerio de Sanidad y Consumo, ordené retirar del
mercado tres complementos alimenticios destinados a los
deportistas de élite, cuya presencia en el mercado erailegal, al no
haber sido objeto de evaluacién y autorizacién previas por parte
delas autoridades competentes. Los productos fueron:

|.- Fat Fighter Hydroxiter: “Quema grasas de Ultima
generacion, con ataque multizonal”.

2.- Hig Depurative:
organismo”.

3.- Cellular TNT: “Complemento ideal para
alcanzar la maxima musculatura, llegando a metas
inalcanzables”.

“Depurativo del

El Ministerio considera que estos productos “por su
composicion y sus alegaciones de salud, tienen la consideracion
legal de medicamentos, y no han sido evaluados en ese sentido”.

Podian adquirirse via Internet. Entre sus componentes
se encuentran sustancias como creatina, glutamina, taurina,
acido lipdico, plantas con propiedades digestivas y guarana.

Nunca debemos olvidar la relacién coste/beneficio del
uso de los complementos y ayudas ergogénicas para deportistas
ya que, algunas veces, las ayudas ergogénicas pueden tener
efectos negativos: decrecimiento del rendimiento, dafos en la
salud a corto o largo plazo y resultados positivos de doping
(Maughan 2005).

* La seguridad de algunas ayudas ergogénicas es
cuestionable.

¢ Tanto los complementos alimenticios como las
ayudas ergogénicas pueden estar contaminados con
impurezas o sustancias prohibidas.

¢ Tanto los deportistas como sus nutricionistas deben
de ser muy cuidadosos con el uso de estas sustancias.

¢ El deportista es el responsable de la ingesta de estos
productos y de sus consecuencias.

* Los complementos alimenticios y las ayudas
ergogénicas nunca podran sustituir a la genética, a los
afnos de entrenamiento ni a la nutricién éptima.

Para proteger a los atletas del doping involuntario tanto
en Holanda como en Alemania se ha creado una pagina web de
consulta con una base de datos con los complementos de riesgo
bajo. En el BOE de 25-XII-2009, se publica la resolucién de 18-
XlI-2009, de la Presidencia del Consejo Superior de Deportes
por la que se aprueba la lista de sustancias y métodos prohibidos
en el deporte. Seria muy interesante, mas bien una necesidad, el
establecimiento de un cédigo de “buenas practicas” entre las
compaiiias que se dedican a la elaboracién de estos productos
para deportistas, asi como una legislaciéon apropiada. Tampoco
debemos de olvidarnos de la toxicidad, como decia Paracelso
(1493-1541) : “La dosis hace el veneno”. Muchos de los
nutrientes esenciales a dosis elevadas pueden ser perjudiciales
para la salud e incluso mortales. El hierro, el retinol, el
betacaroteno, la vitamina E, los acidos grasos omega-3, etc.
(Lichtenstein y col. 2008), definiéndose los niveles maximos
tolerables de ingesta para muchos de ellos. Una cuestién que casi
nunca se plantea cuando se habla de los productos para los
deportistas es su costo, entendido bajo dos puntos de vista: su
precio y los residuos que generan (latas, plasticos, etc.), en

ambos casos muy superiores a los de una dieta adecuada a las
necesidades deportivas (Burke, 2009).

Entonces, icudndo se necesitan las ayudas ergogénicas
olos complementos?

I.- Cuando no se puede realizar una dieta
suficiente y equilibrada (el entrenamiento invisible).

2.- Cuando el entrenamiento o lacompeticiéon origina
situaciones puntuales diferentes y singulares, cuyas
necesidades suponen un claro desequilibrio en la dieta
o un riesgo paralasalud (Clark, 2008).

Para terminar lo haremos con unas conclusiones sobre
el uso de complementos alimenticios y/o ayudas ergogénicas
tomadas de Maughany col. 2007:

.- Los deportistas deberian asegurarse de que
consumen una dieta correcta antes de contemplar el
uso de complementos.

2.- Las ayudas ergogénicas, complementos alimenticios
y alimentos funcionales no deben utilizarse para
compensar una mala selecciéon de alimentos. Cuando
se demuestra la deficiencia de un nutriente los
complementos pueden suponer una solucién a corto
plazo hasta que se identifique una solucién dietéticay se
aplique.

3.- Hay buenas evidencias para el uso de algunos de
estos productos, pero el deportista debe valorar el
coste-beneficio. Ademas estda suficientemente
reconocido que la respuesta al uso de complementos
puede diferir entre individuos dependiendo de su
estatus nutricional, grado de entrenamiento y
genotipo.

4.- Los productos que pueden ser beneficiosos p a r a
determinados deportistas en algunas circunstancias
son: Lacreatina, la cafeinay los agentes tamponantes.

5.- El uso de los complementos requiere
asesoramiento individual suministrado por
profesionales cualificados en el campo de la nutricién
deportiva.

6.- Un numero significativo de complementos en el
mercado contienen sustancias dopantes que no son
declaradas en la etiqueta y pueden ser reconocidas en
los test que se realizan a los deportistas.

7.- Los deportistas y su entorno deben de asegurarse
del control de calidad de los productos que utilizan ,
que deben estar libres de compuestos tdxicos y/o
prohibidos.

8.- Los complementos no deberian de ser utilizados
por atletas j6venes (menos de | 8 anos) excepto cuando
esté indicado médicamente y cuando su uso esté
supervisado.

Perspestivas de futuro.

Actualmente se estd investigando en la utilizacién de probiéticos
(microorganismos vivos con efectos beneficiosos en la salud) por
los deportistas, a través de bebidas de frutas con leche, para
intentar reducir la incidencia de infecciones del tracto
respiratorio superior y las afecciones intestinales, valorandose
también la respuesta inmunitaria (Kekkonen y col., 2007). En
otros casos se han utilizado capsulas con probiéticos (Clancy y
col. 2006). Evidentemente se necesitan mas investigaciones en
este campo, pero en el caso de obtener resultados positivos
({podemos alegar que nos encontramos ante un alimento
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funcional para deportistas?

Otro campo de gran interés es el de la nutricién
personalizada, dado que la efectividad de los componentes de los
alimentos funcionales, complementos alimenticios y ayudas
ergogénicas puede diferir en funcién del:

- Género
- Caracteristicas individuales
- Modo deingestion

- Método 6ptimo de ingesta de cantidad y calidad del producto a
ingerir

- Momento de suingestién de acuerdo con el propésito de su uso

La Nutrigendémica (ciencia que estudia la interaccién de
los nutrientes y otros componentes activos de los alimentos en la
expresion génica y el mayor conocimiento de los factores de
expresion de los genes) ofrece un potencial enorme en el campo
de la nutricién deportiva (Kauwell, 2005; Ordovas y Corella,
2004). Evidentemente se precisan mas estudios.

Conclusiones.

El uso de los productos para “mejorar” el rendimiento por parte
de los deportistas es elevado. Sin embargo no diferencian
claramente los distintos tipos que existen en el mercado ni sus
ventajas y/o inconvenientes. Su utilizacién muchas veces no seria
necesaria si su alimentacion fuese correcta y los consejos sobre
su uso fuesen dados por profesionales en este campo. Todo ello
nos conduce a la necesidad de una mayor educacién publica
sobre los posibles beneficios y unas medidas regulatorias
correctas.
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Los agentes radioprotectores son compuestos quimicos que acttian reduciendo la toxicidad, mutagenicidad y otros efectos biolégicos
deletéreos de las radiaciones ionizantes en los organismos vivos. El papel de las sustancias radioprotectoras es muy importante en la
radioterapia clinica, y la busqueda de nuevos compuestos de este tipo, asi como el estudio de sus mecanismos de accién, son
fundamentales para el desarrollo de estrategias mas eficaces. Ademas de los efectos antioxidantes, antiinflamatorios o antitumorales de los
flavonoides, emerge paulatinamente una aplicacion de esta importante familia de polifenoles como agentes radioprotectores. La
administracion de flavonoides antes de la irradiacion puede favorecer la regeneracion del sistema hematopoyético y el mantenimiento de
la actividad de reparacién del ADN. Los flavonoides pueden inhibir la expresién de citocinas proinflamatorias, asi como manifestar
actividad antibacteriana, lo cual contribuye a su efecto radioprotector. Los flavonoides pueden actuar como captadores de los radicales
libres inducidos por la radiacién y aumentar las defensas antioxidantes, tanto enzimaticas como no enzimaticas, mediante la promocién de
la activacién de factores de transcripcién. El efecto radioprotector se puede mejorar por la accién sinérgica de los flavonoides y otros
polifenoles presentes en productos naturales. Los diferentes flavonoides estudiados presentan efectos radioprotectores para un rango de
concentraciones submicromolar, pero pueden inducir efectos fisiol6gicos antagénicos a concentraciones superiores por sus metabolitos,

incluyendo agliconas y derivados glucosidicos.

Introduccién.

Los efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes se pueden
considerar el resultado de una serie de eventos que se inician por
el paso de la radiacién a través de los tejidos. La ionizacion y la
excitaciéon resultante de los atomos y las moléculas dan lugar a
reacciones fisico-quimicas diferentes que se traducen en efectos
biolégicos nocivos. El objetivo principal de la radiacién es el
material genético de las células. La aparicién de roturas sin
reparar en la doble cadena del ADN se correlaciona bien con la
pérdida celular, y se han demostrado alteraciones inducidas por
la radiaciéon en una serie de rutas de sefalizacién celular que
desembocan en fallos de transduccién de senales,
funcionamiento mitocondrial, apoptosis y ciclo celular. Parte de
estas modificaciones se producen en respuesta al dafio del ADN,
pero también de estructuras funcionales clave —mitocondrias,
membranas celulares- como objetivos primarios involucrados de
forma critica en la destruccion celular (Hall et al., 2006).

La radioterapia persigue ocasionar el dafo suficiente
como para matar las células cancerosas y al mismo tiempo
hacerlo con la menor alteracién posible al tejido sano. Si las
células no pueden reparar su ADN, no pueden crecer o
reproducirse. Sin embargo, la radiacion causa dafios inevitables a
las células normales, y esto puede producir efectos secundarios
adversos. La naturaleza y el grado de estos efectos secundarios
no deseados depende de la dosis de radiacién ionizante y de la
sensibilidad de los érganos que sonirradiados.

Tanto en la aplicacién de radiaciones ionizantes en la
practica médica (por ejemplo, en radioterapia y medicina
nuclear) como en la exposicion accidental a la radiaciéon (por
ejemplo, en accidentes nucleares industriales), el desarrollo de
una protecciéon radiolégica eficaz es una cuestién de gran
importancia médica. Los agentes radioprotectores actuales son
compuestos sintéticos o productos naturales administrados
inmediatamente antes de la irradiacién con el fin de reducir las
lesiones causadas por las radiaciones ionizantes. Como resultado
de lagran necesidad clinica de agentes radioprotectores eficaces,
se ha puesto mucho esfuerzo dirigido al desarrollo y ensayo de
radioprotectores menos toxicos y mas eficaces que puedan ser
facilmente auto-administrados (Hosseinimehr, 2007).

En medicina se vienen utilizando tradicionalmente

extractos de origen vegetal para el tratamiento de multiples
sintomas, y un nimero no desdenable de estas preparaciones se
ha visto que presentan actividad radioprotectora (Arora et al.,
2005). Nos centraremos en esta revision en la evidencia
disponible que implica a la familia de los compuestos flavonoides
como una posible y facilmente disponible fuente de agentes
radioprotectores y también en revisar el conocimiento que se
tiene sobre los mecanismos fisiolégicos de sus acciones como
radiomodificadores.

Flavonoides.

Los flavonoides son compuestos polifendlicos presentes en
frutas, verduras, frutos secos, bebidas derivadas de materiales
vegetales como el té y el vino, y en preparaciones de medicina
tradicional a base de extractos vegetales. Todos ellos son fenil-
benzopironas de bajo peso molecular que contienen dos anillos
de benceno unidos entre si mediante un anillo heterociclico
pirano o pirona (anillo C). En funcién de los diferentes radicales
de sustitucién y del estado de oxidacién del anillo C (Figura |), los
flavonoides se pueden clasificar en varias subclases, incluyendo
flavonas, flavonoles, flavanonas, flavonoles, isoflavonas,
antocianidinas y chalconas (Cermak et al., 2006). Se ha sugerido
que los grupos hidroxilo de los flavonoides desempefian un papel
critico en su actividad biolégica. Por ejemplo, la cantidad de
radicales hidroxilo en la molécula de los flavonoides es
importante para sus efectos radioprotectores (Shimoi et al.,
1994) y la activacién de la caspasa-3 (Wang et al., 1999). También
se ha indicado que las actividades bioldgicas de los flavonoides
parecen estar relacionados con la estructura del anillo B (Figura
I) (Houetal.,2003).

Se han identificado mas de 6.000 variedades de
flavonoides de origen natural. Esta familia de compuestos se ha
vuelto cada vez mas popular en el ambito biomédico debido a su
notable espectro de las actividades bioquimicas y farmacolégicas
(Middleton et al., 2000). Los flavonoides tienen efectos sobre
funciones celulares basicas como son el crecimiento, la
diferenciacién y la apoptosis. A partir de estudios
epidemioldgicos, se ha sugerido que los flavonoides protegen
contra diversas etapas del proceso del cancer y estan asociados
con una menor incidencia de enfermedades coronarias (Hollman
etal., 1996).
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Figura | — Estructura quimica de las categorias de flavonoides con efectos radioprotectores comprobados.

La actividad de neutralizacién de radicales libres de los
flavonoides es la base de sus potentes efectos antioxidantes.
También se ha demostrado que los flavonoides son capaces de
ligar iones metalicos pesados, por ejemplo, hierro y cobre, que
estan implicados en reacciones de tipo Fenton (Miraetal., 2002).
Si bien se ha creido durante mucho tiempo que las acciones
biolégicas de los flavonoides se deben a su potencial
antioxidante, en la actualidad no est4 en absoluto claro si otros
mecanismos de accién contribuyen a su efecto general o son
incluso mas importantes que sus propiedades de neutralizacién
de radicales libres. Aunque algunos flavonoides, en efecto,
actGan como poderosos antioxidantes, parece ser cierto que en
altas concentraciones son capaces de generar especies reactivas
del oxigeno por auto-oxidacién y reciclaje de oxidorreduccion
(Metodiewaetal., 1999; Witjen et al., 2005). Las acciones de los
flavonoides pueden ser antagénicas, y algunas afirmaciones
sobre propiedades saludables son mutuamente excluyentes. Las
acciones antiapoptéticas de los flavonoides pueden conferir
proteccién contra enfermedades neurodegenerativas, mientras
que sus acciones pro-apoptoéticas podrian ser utilizadas para la
quimioterapia del céncer. La quercetina y fisetina, que se
incorporan facilmente a las células, demuestran efectos
protectores contra citotoxicidad inducida por H,O,, roturas del
ADN vy apoptosis, y estos efectos han sido detectados con
concentraciones tan bajas como 10-25 umol/L. Por otra parte,
citotoxicidad, roturas de cadenas de ADN, fragmentacion del
ADN oligonucleosémico y activacion de las caspasas han sido
efectos encontrados con concentraciones entre 50 y 250
umol/L. Estos datos sugieren que las concentraciones
citoprotectoras de algunos flavonoides son inferiores en un
factor entre 5y 10 a las concentraciones que provocan dafios al
ADNy efectos proapoptéticos (Witjen et al., 2005).

Otro aspecto a considerar es que la biodisponibilidad
de los flavonoides es limitada, debido a su baja absorcién y rapida
eliminacién. Las formas aglicona y derivados glucosidicos de los
flavonoides se absorben en el intestino delgado, pero se
transforman rapidamente en productos derivados metilados,
sulfatados o conjugados con acido glucurénico. Las bacterias del
colon juegan un papel importante en el metabolismo y la
absorcién de los flavonoides y sus derivados no presentan
necesariamente la misma actividad bioldgica que los compuestos
originales (Williams et al., 2004). Son pocos los estudios que
hasta ahora han determinado la biodisponibilidad absoluta de los
flavonoides (Cermak et al., 2006). La quercetina, uno de los
flavonoides mas ampliamente estudiados, muestra una vida
media de 3,5 horas en el ser humano, con un perfil
farmacocinético que incluye recirculacién enterohepatica (Luna
et al., 2008). La mayor parte de la quercetina disponible en

productos naturales se presenta en forma de derivados
glucosidicos (quercetina 4'-glucésido, quercetina 3,4'-
diglucésido) que son absorbidos y, probablemente,
transformados en el interior del enterocito en la forma aglicona
para producir metabolitos sulfatados y glucuronidados que llegan
al higado para sufrir nuevas transformaciones (Cermak et al.,
2006; Mullen et al., 2006). En la rata, la quercetina aglicona
desaparece casi por completo en el plasma | hora después de su
administracion intragastrica, siendo sustituido por los derivados
sulfato y glucurénido (da Silva et al., 1998), pero los perfiles de
metabolitos de quercetina en plasma son diferentes cuando se
administra quercetina por via intragastrica (50 mg/kg de peso
corporal) o suplementada en la dieta (1%) (Kawai et al., 2009).
En consecuencia, aunque los enfoques de investigacién in vitro
permiten el esclarecimiento de los mecanismos moleculares de
los efectos de los flavonoides, los datos generados deben ser
validados en modelos animales y en dltimo término en seres
humanos, y es necesario tener mucho cuidado al extrapolar los
resultados de experimentos in vitro con los compuestos
purificados hacia situaciones in vivo.

Mecanismos de accion de los flavonoides frente a los
efectos biologicos de la radiacion ionizante.

Muchas propiedades de los flavonoides se han descrito como
antioxidantes, antiinflamatorias, antibidticas,
inmunomoduladoras, todas las cuales sefalan inequivocamente a
los flavonoides como candidatos para una accién
radioprotectora. En la Tabla | se presenta un listado de las
distintas especies de flavonoides cuyos efectos radioprotectores
han sido investigados.

Reparacion de danos en el ADN.

La radioproteccién ofrecida por flavonoides se ha investigado
principalmente a través del uso de la prueba de microntcleos
para la actividad anticlastogénica y de proliferaciéon celular. El
ensayo de microntcleos (MN) ha sido ampliamente utilizado
para la deteccion de potencial carcinogénico y genotéxico de
diferentes radiaciones ionizantes y productos quimicos. El dafio a
los cromosomas se manifiesta como roturas en el ADN y
aparicién de fragmentos, en forma de pequefas particulas
similares a nticleos (microndcleos) en el citoplasma de las células
en rapida proliferacién. Una serie de flavonoides (genisteina,
quercetina, luteolina) reducen la frecuencia de microntcleos en
reticulocitos en la sangre periférica de los ratones irradiados
(Shimoi et al., 1994). Se ha demostrado que una Unica dosis
intraperitoneal de hesperidina, una flavona glucosidada, a una
dosis de 80 mg / kg, 45 minutos antes de 2 Gy de irradiacion v,
redujo la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE). Los valores de MNPCE totales tras



Compuesto Clase R; | Rs | Rs R; Rs | R’ | R;" | Ry | Rs’ | Referencias

Apigenina Flavona OH | H H | OH | H [ Guptaetal, 2002; Rithidech et
al.,2005; Wang et al., 1999;
van Rijn y van der Berg, 1997

Diosmina Flavona rgle | H H O- | OH | Benavente-Garcia et al., 2002

CH;,

Luteolina Flavona OH | H OH | OH | H | Shimoi et al., 1994, 1996

Orientina Flavona OH | glc OH | OH H | Shimoi et al., 1994; Devi et al.,
1998; Ganasoundari et
al.,1998; Jagetia y Reddy,
2002

Swertisina Flavona gle| O- | H H | OH | H | Jankovic etal., 2008

CH;,

Vicenina Flavona xyl | OH | glc H OH H | Shimoi et al.,1994; Devi et al.,
1998; Ganasoundari et al.,
1998; Jagetia y Reddy, 2002

Fisetina Flavonol H OH OH | OH | H | Witjenetal., 2005

Kaempferol | Flavonol OH OH H | OH | H | Campbelletal., 2006

Morina Flavonol OH| H |OH| H OH H | Parihar et al., 2007; Maliar et
al., 2004; Arima y Danno,
2002; Chen et al., 1996

Quercetina Flavonol OH OH OH | OH | H | Shimoi et al., 1994; Devi et al.,
1998; Ganasoundari et al.,
1998; Jagetia y Reddy, 2002;
Witjen et al., 2005 Campbell
et al., 2006

Rutina Flavonol | rglc | OH OH H | OH | OH | Shimoi et al., 1994; Devi et al.,
1998; Ganasoundari et al.,
1998; Jagetia y Reddy, 2002;
Benavente-Garcia et al., 2002

Troxerutina | Flavonol OH- H | OH- | OH- | Maurya et al., 2004

eth eth | eth

Catequina, Flavanol OH H | OH | OH | Hosseinimehr et al., 2007;

Epicatequina Lee et al., 2008

Epigalocate- | Flavanol gal OH | OH | OH | Leeetal., 2008

quin-galato

Hesperidina | Flavanona rgle OH | O- H | Kalpana et al., 2009

CH;

Naringenina | Flavanona H | OH | H | Campbelletal., 2006

Naringina Flavanona rgle H OH H | Shimoi et al., 1994; Devi et al.,
1998; Ganasoundari et al.,
1998; Jagetia y Reddy, 2002

Genisteina Isoflavona H | OH | H | Shimoietal., 1994; van Rijny
van der Berg, 1997; Landauer
et al., 2003; Zhou et al., 2005;
Davis et al., 2008; Day et al.,
2008; Para et al., 2009

Tabla | - Flavonoides con actividad radioprotectora. Los radicales sustituyentes se muestran en relacién a las estructuras quimicas generales de la Figura I.

Abreviaturas de radicales: glc = glucosilo, xyl = xilosilo, rglc = ramnoglucésido, gal = galato, OH-eth = hidroxietilo.

irradiacion se vieron reducidos 2,85 veces en el grupo tratado
con hesperidina en comparacién con el control (Hosseinimehr et
al., 2006). Los efectos de la pre-incubacién de linfocitos con
hesperidina 16,38 M durante 30 minutos antes de la irradiacién
(4 Gy) mostraron una proteccion 6ptima al disminuir la
frecuencia de MN, aberraciones dicéntricas y atributos cometa
(Kalpana et al., 2009). El tratamiento con genisteina (200 mg/kg)
aumento significativamente la tasa de supervivencia a 30 dias de
ratones expuestos a 9,5 Gy de radiacién y por “Co (Landauer et
al., 2003), y un estudio posterior demostré que la genisteina
aumenta el estado quiescente en las células madre
hematopoyéticas, mejorando por tanto la regeneracién del
sistema hematopoyético y el mantenimiento de la actividad de
reparacion del ADN tras los dafios inducidos por la radiacién
(Davis et al., 2008). La formacién de microntcleos en los
fibroblastos de pulmén y otros indicadores de dafio pulmonar en

ratones hembra resultaron asimismo disminuidos por una sola
administracién subcutanea de genisteina (200 mg/kg) 24 horas
antes de 7,75 Gy de radiacién y de cuerpo entero con “Co (Day
et al., 2008). La genisteina también mostré efectos
radioprotectores cuando se administré en la dieta
(aproximadamente 10 mg/kg) de ratones hembras seguido de
nueve fracciones de 3,1 Gy de rayos X alo largo de 30 dias. No se
apreciaron evidencias de proteccién de cancer de pulmén por el
tratamiento con genisteinaalo largo de 28 semanas después de la
irradiacién (Paraetal., 2009).

El tratamiento de ratones con diferentes dosis de
naringina antes de estar expuestos a 2Gy de radiacién y por “’Co
dio como resultado una disminucién significativa en la frecuencia
de MNPCE en comparacién con los animales irradiados no
tratados (Jagetia et al., 2002). Se obtuvieron resultados analogos
tras la irradiacién de rayos X en la médula ésea de ratones
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tratados previamente con diosmina y rutina (Benavente-Garcia
et al.,, 2002). Otro flavonoide, la apigenina, promueve la
detencién del ciclo celular, y el mecanismo propuesto puede
implicar su capacidad para inhibir la activacién de NF-kappaB
(Gupta et al., 2002). En linfocitos humanos tratados con
25 ug/mL de apigenina se detecté un notable retraso en la
entrada de las células en mitosis. Este efecto fue mas evidente
con una sola dosis de 2 Gy radiacién y por '”Cs. Por el contrario,
se aprecié una disminucion moderada en el indice de
proliferacién de citocinesis-bloque (CBPI) en células tratadas
con concentraciones de 2,5, 5 y 10 ug/ml de apigenina, con
independencia de la exposicién a los rayos y. Estas bajas
concentraciones de apigenina también mostraron efectos
protectores considerando la aparicién de MN debido a la
radiacién, y especialmente la incorporacién de apigenina a 10
ug/mL indujo unasignificativa reduccién del 32% en la frecuencia
de MN (Rithidech etal., 2005).

Se han realizado experimentos con diferentes
concentraciones de quercetina y dosis de radiacién en linfocitos
humanos y ADN de plasmidos. El tratamiento previo de ADN de
plasmidos con diferentes concentraciones de quercetina hizo
disminuir progresivamente los efectos téxicos de la radiaciéon en
el ADN de plasmidos inbihiendo la aparicién de roturas en las
cadenas. La preincubacién de linfocitos con quercetina antes de
4 Gy de radiacién v hizo reducir las frecuencias de MN de forma
dosis-dependiente. La quercetina, a la concentracién de 24 mM
(8 ug/mL), protegia eficazmente a los linfocitos de la radiacién vy,
disminuyendo significativamente el dafo genético y el nivel de
peroxidacién lipidica inducido por la radiacion, y mejorando su
estado antioxidante (Devipriyaetal., 2008).

Actividad antioxidante y neutralizadora de radicales
libres.

Los efectos de los flavonoides orientina, vicenina, naringina,
quercetina y rutina se han investigado frente a la genotoxicidad
inducida por la radiacién en células de médula ésea de ratén
(Shimoi et al., 1994; Devi et al. 1998; Ganasoundari et al., 1998;
Benavente-Garcia et al.,, 2002; Jagetia et al., 2002). La
administracién de dosis bajas de estos flavonoides antes de la
exposicion a la radiacion protege de manera significativa las
células de médula 6sea del raton. El efecto protector de los
flavonoides en ratones podria estar vinculado a su capacidad de
neutralizacion directa de los radicales ®*OH (Shimoi et al.,
1994; Benavente-Garcia et al.,, 2002). Enzimas antioxidantes
como SOD, catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPx) son
elementos clave en la proteccion de la exposicion a la radiacién, y
se requiere un balance enzimatico apropiado para una maxima
proteccién radioldgica, ya sea a nivel celular o de organismo. La
radiacién induce aumento de los niveles de peroxidacién de
lipidos, que se acompanan por la disminucién en los niveles de
antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GPx) y no enzimaticos
(GSH) (Kalpana et al., 2009; Dubner et al., 1995). Cuando se
pretrataron linfocitos con hesperidina antes de la exposicién a la
radiacion, el nivel de TBARS disminuyé al tiempo que se
incrementd el estado antioxidante tanto enzimatico como no
enzimatico (Kalpana et al., 2009). Ademas, la administracién
intragastrica de luteolina (10 umol/kg) 2 horas antes de la
irradiacién (6 Gy) suprimié la peroxidacion lipidica en médula
6sea y en bazo de ratén, observandose también una tendencia
hacia un efecto protector de la luteolina frente a la disminucién
de 4cido ascérbico enddgeno en la médula 6sea de ratén después
deirradiaciény (3 Gy) (Shimoi etal. 1996).

Los factores de transcripcién nucleares Nrfl y Nrf2
relacionados con NF-E2 tienen un papel importante en la
regulacién de los genes antioxidantes y su induccién por agentes

que incrementan el estrés oxidativo, entre ellos la radiacion UV
(Jaiswal, 2004) y la radiacién ionizante (Ma et al., 2010). Estos
factores nucleares, especialmente Nrf2, se unen a elementos de
respuesta antioxidante (ARE) después de su heterodimerizacién
en el nicleo con factores de transcripcién que contienen
dominios bZIP (Eggler et al., 2008). La ARE es una secuencia
potenciadora de accion cis presente en la regién promotora de
muchas enzimas antioxidantes (Wild et al., 1999; Kim et al.,
2001; Dreger et al., 2009). En ausencia de agentes inductores de
estrés oxidativo, Nrf2 se expresa pero se mantiene confinado en
el citoplasma en forma ubiquitinizada y es posteriormente
degradado, resultando una baja concentracion general de Nrf2
(Nguyen et al., 2003). El confinamiento citoplasmatico y
ubiquitinacion estan mediados por la proteina Keap| (Kelch-like
ECH-associated protein 1), que une Nrf2 al complejo de
ubiquitinacién Cul3  (Cullin3-based E3-ligase ubiquitination
complex) (Eggler et al., 2008). Todavia hay poca informacion
sobre las vias de modificaciéon de Keapl que conducen a la
regulacién a la baja de ubiquitinacién del Nrf2 pero se han
probado varios compuestos que aumentan los niveles nucleares
de Nrf2 y en consecuencia mejoran la expresién de enzimas
antioxidantes. Después de la incubacién de células HepG2 con
un maximo de 40 UM de quercetina, Nrf2 resulté regulado al
alza por regulacién a la baja de su ubiquitinacién y no por su
separacién de Keapl, puesto que la proteina Keap| no resulté
ubiquitinizada y permanecié ligada al Nrf2 (Tanigawa et al.,
2007). En respuesta al estrés oxidativo o electrofilico se ha
propuesto una modulacién tiol-dependiente de Keapl de
manera que Nrf2 pueda escapar de la represion por Keapl y
pueda migrar al nicleo (Ohnumaetal., 2010).

La via Keap|-Nrf2 ha sido mas estudiada en relacion
con laradiacion UVAy UVB, y se han propuesto varias sustancias
fitoquimicas como radioprotectores UV, entre las que se
encuentran alcaloides, carotenoides, isotiocianatos y flavonoides
(Dinkova-Kostova, 2008, Yao et al., 2008). Especialmente
prometedor es el papel protector de la quercetina en la
reduccion de la apoptosis de queratinocitos inducida por
radiacién UV'y EROs al tiempo que aumenta los niveles de Nrf2 y
la expresion de genes antioxidantes (Kimura etal., 2009).

La morina [2-(2,4-dihidroxifenil)-3,5,7 trihidroxi-4H-
| -benzopirano-4-ona] es un flavonoide encontrado en muchas
plantas y en la madera de Chlorophora tinctori como pigmento
amarillento (Parihar et al.,, 2007). La morina actia como
antagonista de la tripsina (Maliar et al., 2004) para inhibir la
activacion de los receptores activados por proteinasa, lo que
explica en parte su actividad radioprotectora. La morina bloquea
TNF-ay las interleucinas en muchas condiciones patolégicas que
contribuyen a la radiotoxicidad (Parihar et al., 2007). También
muestra actividad antibacteriana que puede contribuir a la
protecciéon radiolégica (Arima et al., 2002). El pretratamiento
con 100 mg/kg de morina alteré la disminucién de las enzimas
SOD, GSH, glutatiéon-S-transferasa y CAT inducida por la
irradiaciéon, manteniendo el indice esplénico préximo a la
normalidad, iniciando unidades formadoras de colonias de bazo
(CFU) enddgenas e inhibiendo la produccion de TNF-a e
interleucinas, lo cual puede ser en parte responsable de su
proteccion hemopoyética (Parihar et al., 2007). La radiacién
ionizante activa NF-kappaB, la cascada MAP cinasa y JNK (Chen
et al,, 1996), factores que contribuyen significativamente al
radiotoxicidad. La morina inactiva la quinasa del ciclo celular cdc-
2, y también tiene efectos pleiotrépicos sobre rutas de
sefalizacién por cinasas, incluyendo la inhibicién de la proteina
cinasa B, [NKy cinasap38 (Brownetal., 2003).

La troxerutina es un flavonol de uso clinico para el
tratamiento de trastornos venosos, y también protege el ADN



celular y las biomembranas contra los efectos nocivos de la
radiacién y. La troxerutina 0,2 mM previno la peroxidacién
lipidica en membranas microsomales y mitocondriales de
higado de rata resultantes de la irradiacién y hasta dosis de 500
Gy invitro. La administracién intraperitoneal de troxerutina (175
mg/kg de peso corporal) en ratones portadores de tumores en
todo el cuerpo | hora antes de la irradiacién y a 4 Gy redujo
significativamente la peroxidacion lipidica inducida por Ila
radiacién en el higado y el bazo, pero no hubo reduccién de los
tumores. La administracién de troxerutina en animales con
tumores protege el ADN celular frente a las roturas de cadena
inducidas por laradiacién (Mauryaetal., 2004).

Acciones sinérgicas de los flavonoides y otros
componentes quimicos de los extractos naturales.

Se han propuesto una serie de extractos de plantas a base de
hierbas como agentes radioprotectores (Jagetia, 2007;
Hosseinimehr, 2007) y muchos estudios se han centrado en los
efectos bioldgicos de las especies quimicas individuales
constituyentes de estos extractos. Teniendo en cuenta la gran
variedad de especies quimicas y otros flavonoides presentes en
los preparados naturales, no es realista achacar un efecto
fisiolégico global de un extracto vegetal a una sola especie
molecular, a menos que un andlisis quimico detallado y pruebas
individuales pudieran hacerlo posible. Esto se complica aiin mas
por la accién sinérgica de estos componentes individuales. A
modo de ejemplo, el mosto tinto de uva ha demostrado inhibir la
agregacion plaquetaria y la produccién de H,0,, al igual que una
mezcla de quercetina y catequina en concentraciones similares a
las observables en sangre después del consumo de vino (Violi et
al. 2002). El mosto tinto de la uva (que incluye quercetinay rutina
como principales flavonoides) mostré actividad radioprotectora
cuando fue ingerido voluntariamente por ratas Wistar macho
sometidas a 6 Gy de rayos X a cuerpo entero (Ramos de Andrade
etal., 2009a, Ramos de Andrade et al., 2009b) y 100 mg/kg/dia de
extracto de semilla de uva (con polifenoles derivados de
catequinas) administrado de forma intragastrica a ratas macho
fue capaz de restablecer hasta niveles similares a los controles no
irradiados la disminucién de las actividades SOD, CAT y GPx bajo
8 Gy radiaciény por “Co (Cetin et al., 2008) o 5 Gy de radiacién y
por 'Cs (Saadaetal., 2009).

Las interacciones sinérgicas y antagdnicas entre
antioxidantes son muy conocidas en la industria alimentaria
(Becker et al., 2007), en funcién tanto de la combinacién de
antioxidantes como de los sustratos oxidados. La quercetinay la
rutina mostraron un claro efecto sinérgico sobre la oxidacién de
liposomas de fosfolipidos, mientras que quercetina y alfa-
tocoferol resultaron sinérgicos sobre todo en emulsiones de
linoleato (Becker et al., 2007). En lineas celulares tumorales de
ratén y humanas se demostraron importantes efectos sinérgicos
antiproliferativos cuando quercetina, kaempferol y naringenina
(entre 12,5 y 50 uM) fueron incorporadas en tratamientos
combinados (Campbell et al., 2006), al igual que por otra parte
sucedi6é tras aplicar extractos de manzana y quercetina-3-
glucésido sobre células de cancer de mama (Yang et al., 2009).
Del mismo modo, la administraciéon conjunta de galato de
epigalocatequina 2,5 UM, genisteina y quercetina de forma
individual o en combinacién se ha estudiado en células humanas
de cancer de proéstata, y se observé la supresion de manera
sinérgica de la proliferacién en los cultivos celulares
suplementados con suero bovino fetal (Hsieh et al., 2009). En un
estudio destinado a evaluar los efectos de las fracciones
radioprotectoras de Gentianella austriaca y algunos de sus
componentes individuales, se determiné que las fracciones a
base de metanol o éter, mostraron una mejor proteccién que los
compuestos aislados en el tratamiento de linfocitos humanos

después de lairradiacién y (Jankovic et al., 2008).

Otro ejemplo de interaccién sinérgica de flavonoides
en radioproteccién proviene de un estudio sobre la comparacién
del efecto del extracto de té verde y las catequinas individuales
que figuran en ese extracto. Se irradiaron ratones con 12 Gy de
radiacion y para el andlisis de supervivencia de la cripta yeyunal,
con 6,5 Gy para la formacién de colonias endégenas del bazo, y
con 2 Gy paralainduccién de apoptosis. Veinticuatro horas antes
de la irradiacion recibieron una Unica inyeccién intraperitoneal
de 50 mg/kg de peso corporal de extracto acuoso de té verde, o
las especies individuales epicatequina, epigalocatequina, galato
de epigalocatequina, galato de galocatequina, catequina galato o
una mezcla de todas ellas. Cada una de las catequinas individuales
era un radioprotector mucho menos efectivo de lo que resulté
ser la mezcla de flavonoides. Curiosamente, el extracto de té
verde era un radioprotector casi tan eficaz como las catequinas
individuales, pero menos que lamezcla (Lee etal., 2008).

Algunas precauciones en el uso de flavonoides como
radioprotectores.

Ya hemos abordado la multiplicidad de efectos bioldgicos de los
flavonoides, a veces antagénicos, como la accién antioxidante
protectora de la quercetina a concentraciones inferiores a 10
UM, mientras que a concentraciones superiores presenta efectos
proapoptéticos y citotdxicos (Witjen et al., 2005), y también
actividades opuestas carcinogénica y anticarcinogénica
(Harwoodetal.,2007).

Las topoisomerasas | y Il son enzimas nucleares que
resuelven problemas topolégicos produciendo transitoriamente
roturas del ADN y luego volviendo a unir ambas hebras durante
la replicacion, la transcripcién y otros procesos relacionados con
el ADN (Froelich-Ammon et al., 1995). Algunos estudios
sugieren que también estan implicadas en la reparacién de los
danos en el ADN inducidos por la radiacién (Mahaney et al.,
2009). Las topoisomerasas de ADN han sido diana de una serie
de farmacos habitualmente utilizados en la quimioterapia del
cancer, y varias especies de flavonoides también se sabe que
actian como inhibidores de la topoisomerasa Il. Se probaron la
genisteina, la apigenina y la quercetina en células de hepatoma
H35 de Reuber tratadas con rayos X, causando un aumento de la
muerte celular inducida por la radiacion que se atribuyé a la
disminucién de la reparacién de dano al ADN por la radiacion.
Estos flavonoides no sélo parecen actuar como potenciadores
del dafio por radiacién, sino también exhibir posibles actividades
antitumorales (van Rijnetal., 1997).

El metabolismo de los flavonoides, tanto al ser
captados por los enterocitos como a nivel postabsorptivo,
modifica en gran medida los niveles plasmaticos de estos
compuestos, lo que hace complicado relacionar los resultados de
modelos animales in vivo y los estudios quimicos y de cultivo de
células in vitro con el efecto radioprotector de los flavonoides. Se
esta generalmente de acuerdo en que los flavonoides conjugados
manifiestan sus efectos antioxidantes en menor grado que sus
formas aglicona, pero también se ha publicado que presentan
efectos bioldgicos diferenciales (Lodi et al., 2008). La posibilidad
de acciones diferentes para los derivados conjugados de los
flavonoides se suma a la disparidad confirmada de sus acciones
biolégicas en funciéon del rango de concentraciones aplicado
(Metodiewaetal. 1999, Witjen etal., 2005).

También hay otra preocupacién planteada por el
destino de los flavonoides después de realizar sus acciones de
proteccién. La neutralizacién de radicales libres implica la
oxidacién del agente neutralizante, y en el caso de la quercetina
se forma quercetina-quinona (QQ). QQ es altamente reactiva
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frente a los tioles, y en un estado celular saludable reaccionara
con el glutatién (GSH). Sin embargo, un eventual agotamiento de
GSH hara a la célula mas propensa al ataque de las proteinas por
QQ, lo cual llevaria a un déficit enzimatico grave. En sujetos que
manifiestan estrés oxidativo y son tratados con quercetina, la
formacioén de la quercetina oxidada podria ser importante, y silos
niveles de GSH son bajos, estos individuos serian ain mas
susceptibles al dafio causado por los productos de oxidacién de
la quercetina (Boots etal., 2007).

En resumen, algunos flavonoides pueden producir
efectos beneficiosos (relacionados con el estatus antioxidante y
de prevencioén del cancer) a concentraciones submicromolares
que pueden conseguirse mediante una dieta rica en alimentos de
origen vegetal, mientras que a concentraciones mayores, los
flavonoides pueden inducir algunos efectos pro-apoptéticos y/o
inducir dafio en el ADN mediado por topoisomerasa (L6épez-
Lazaro et al., 2010). Mientras que los flavonoides muestran
efectos radioprotectores en modelos animales y en estudios
celulares in vitro, todavia no se puede proporcionar ningun
consejo inequivoco sobre su dosificaciéon para usos practicos, y
se debe tener cuidado al extrapolar los estudios moleculares in
vitro con situaciones animales y clinicas in vivo que impliquen
dafios con radiaciones ionizantes en relacién a la accién
radioprotectorade los flavonoides.
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Las neuronas son avidas consumidoras de ATP y dependen obligatoriamente de la fosforilacién oxidativa para su correcta funcién
neurotransmisora y supervivencia. No obstante, tras un fallo mitocondrial son incapaces de aumentar su velocidad glucolitica para
compensar el déficit bioenergético —como hacen sus vecinos los astrocitos-, y mueren. ¢Por qué las neuronas no muestran este
beneficioso acoplamiento metabdlico? Estas células tienen muy baja actividad de la 6-fosfofructo-2-cinasa-2/fructosa-2,6-bisfosfatasa
(isoforma 3 o Pfkfb3), que sintetiza fructosa-2,6-bisfosfato, el efector alostérico positivo mas potente de la 6-fosfofructo- | -cinasa. En un
reciente trabajo de nuestro grupo de investigacién demostramos que la proteina Pfkfb3 se desestabiliza continuamente por el complejo
APC/C-Cdhl, una E3 ubiquitina ligasa conocida por su implicacion en la regulacion del ciclo celular. Este fenémeno es el responsable de la
baja actividad glucolitica neuronal, de manera que la glucosa que entra en las neuronas se metaboliza principalmente por la via de las
pentosas-fosfato, encargada de regenerar el antioxidante glutation. Asi, la permanente inhibicién de la glucolisis sirve a las neuronas para
protegerse del estrés oxidativo, a expensas de la utilizacion de glucosa con fines bioenergéticos. Estos resultados indican que APC/C-
Cdh| esun nuevo e importante regulador metabdlico celular con implicaciones no solo fisiolégicas, sino también fisiopatoldgicas.

Introduccion.
Metabolismo cerebral de glucosa.

Cémo el cerebro consigue sus considerables necesidades
energéticas ha sido una incégnita durante décadas, ademas de
objeto de controversia (Hertz y cols., 2007; Nehlig y Coles,
2007; Pellerin y cols., 2007; Jolivet y cols., 2009). Neuronas y
astrocitos, los dos tipos mayoritarios de células nerviosas, son en
efecto las células responsables del masivo consumo de O, y
glucosa del cerebro. De hecho, este tejido, que representa
solamente el 2% del peso corporal total, consume mas del 20%
de la disponibilidad de estos dos sustratos en todo el organismo.
Los astrocitos dan buena cuenta del consumo glucolitico de
glucosa. Asi, incluso en reposo, los astrocitos liberan
aproximadamente el 85% de la glucosa que consumen en forma
de lactato (Bolafos y cols., 1994). Y tras una estimulacion
neuronal, tanto la captaciéon de glucosa (Pellerin y Magistretti,
1994; Loaiza y cols., 2003; Porras y cols., 2008) como la
produccion de lactato (Pellerin y Magistretti, 1994) aumentan
ain mas en los astrocitos. Las neuronas, por el contrario,
contribuyen muy modestamente al consumo cerebral de glucosa
(Pauwelsy cols., 1985; Bolafios y cols., 1995; Delgado-Esteban y
cols., 2000; Almeida y Bolafos, 2001; Almeida y cols., 2004;
Kasischke y cols., 2004; Porras y cols., 2004; Herrero-Mendez y
cols., 2009), a pesar de la generalizada idea de que laglucosaes el
principal sustrato energético de las neuronas. Asi, aunque
neuronas y astrocitos comparten la misma localizacién tisular,
exhiben preferencias claramente diferentes en su utilizaciéon de
glucosa (Figura I).

Con objeto de conocer el mecanismo que regula de
forma diferencial el metabolismo glucidico en neuronas y en
astrocitos, comparamos la respuesta de estas células a la
inhibicién de la respiracién mitocondrial por éxido nitrico (NO).
Asi, encontramos que las neuronas sufren una rapida caida en la
concentracién de ATP, un colapso del potencial de membrana
mitocondrial (A,,.), y muerte apoptética (Almeiday cols., 2001).
Sin embargo, los astrocitos responden a la inhibicién
mitocondrial con un aumento de la velocidad glucolitica,
utilizando el ATP generado para mantener su A, . Estos
experimentos mostraron que el mantenimiento del A, durante
lainhibicion de la respiraciéon mitocondrial fue posible gracias a la
acciéon de las bombas electrogénicas ATP sintasa y adenina
nucleotico translocasa, actuando en su forma reversa empleando
el ATP glucolitico (Almeida y cols., 2001). Esta respuesta
diferencial entre las neuronas y los astrocitos no es exclusiva a la
inhibicion de la respiracion mitocondrial (Pauwels y cols., 1985;
Bolanos y cols., 1995). También se observa tras la activacion de

Glucosa
HK\L
G6P
NADP*
‘mg NADPH(H")
PFKFE_— F6P 6P
6PGLasa
F2,6P,—=> PFK1J/ N
co 6PG < NADP*
F1,6P, 2 &'& 6PGD S NADPH(H")
R5P
2
DHAP &> G3P X5P

ATP

Piruvato

NAD* j
NADH(H")

Lactato

LDH

Figura |. Rutas del metabolismo de la glucosa. La glucosa se metaboliza a
piruvato por la glucolisis, un proceso que no depende de oxigeno. El destino
metabdlico del piruvato depende del tejido y condiciones ambientales. Bajo
condiciones de normoxia, el piruvato se convierte en acetil-coenzima A en la
mitocondria, donde se oxida completamente hasta CO, a través del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA), un proceso que conserva la energia de oxidorreduccién en
forma de NADH(H"). La cadena respiratoria mitocondrial transfiere los electrones
del NADH(H") al O, en un proceso que acopla la oxidacién de NADH(H") a la
formacién de un gradiente electroquimico de protones a ambos lados de la
membrana interna mitocondrial, que la FOFI-ATPasa usa para fosforilar ADP,
formando ATP. Bajo condiciones hipéxicas o andxicas, o cuando algin componente de
la cadena respiratoria mitocondrial esta dafiado o inhibido, la velocidad de la glucolisis
aumenta, de forma que el piruvato, que no puede metabolizarse en la mitocondria, se
convierte en lactato a expensas de la oxidacién de NADH(H ). Aunque este proceso
es bioenergéticamente ineficiente, puede transcurrir a tal velocidad que satisfaga los
requerimientos energéticos de la célula, a expensas de un aumento en el consumo de
glucosa. La glucosa puede, ademas, metabolizarse por la via de las pentosas-fosfato
(PPP). En esta ruta, la glucosa-6-fosfato se descarboxila para formar ribosa-5-fosfato
en una serie de reacciones que conserva su energia de oxidorreduccién en forma de
NADH(H"). Aunque esta via no se considera bioenergética, es la fuente celular mas
importante de NADH(H"), un cofactor para muchas reacciones reductoras, entre las
que destacan la biosintesis de los 4cidos grasos y la regeneracion del glutation
reducido. Ademas, la glucosa-6-fosfato puede almacenarse en muchas células en
forma de glucégeno para suministrar piruvato durante el ayuno o ejercicio. Los acidos
grasos o los aminoacidos pueden ser también precursores energéticos; sin embargo,
la glucosa el sustrato metabdlico mas importante para la mayoria de los tejidos, y se
considera como el Ginico del cerebro. (Las reacciones indicadas en el esquema no son
estequiométricas. Enzimas: G6PD, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; HK,
hexocinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; Pfkfb, 6-fosfofructo-2-cinasa/fructosa-2,6-
bisfosfatasa; Pfk|, 6-fosfofructo-|-cinasa; 6PGD, 6-fosfogluconato deshidrogenasa;
6PGLase, 6-fosfogluconolactonasa; PG, fosfoglucosa isomerasa. Metabolitos: DHAR
dihidroxiacetona fosfato; FI,6P2, fructosa-l,6-bisfosfato; F2,6-P2, fructosa-2,6-
bisfosfato; F6P, fructosa-6-fosfato; G3P, gliceraldehido-3-fosfato; G6P, glucosa-6-
fosfato; 6PG, 6-fosfogluconato; 6PGL, 6-fosfogluconolactona; R5P, ribulosa-5-fosfato;
X5P, xilulosa-5-fosfato).




los receptores neuronales de glutamato, que causa una rapida
disminucién en la concentracién de ATP (Almeida y Bolanos,
2001; Gleichmann y cols., 2009) sin que haya incremento en la
velocidad glucolitica (Pauwels y cols., 1985; Almeida y Bolafos,
2001) nien la captacion de glucosa(Porrasy cols., 2004).

Seguidamente observamos que, tras la inhibicion de la
respiracion, los astrocitos sufren un rapido incremento,
independiente de GMP ciclico, de la actividad de la 6-fosfofructo-
I -cinasa (Pfk1), una de las enzimas que mejor regulan la glucolisis
(Almeida y cols., 2004). La actividad especifica de la Pfkl en
astrocitos duplica la de las neuronas, posiblemente debido a que
la concentracién de su efector alostérico positivo, fructosa-2,6-
bisfosfato (F2,6P,) es considerablemente mayor en astrocitos
que en neuronas; es mas, tras la inhibicién de la respiracién
mitocondrial, la concentracién de F2,6P, aumenta rapidamente
en astrocitos, no asi en neuronas, en las que no varia. Esta
respuesta diferencial puede ser debida a la practicamente
indetectable presencia, en neuronas, de la 6-fosfofructo-2-
cinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa (Pfkfb), la enzima responsable
de la generacién de F2,6P, (Figura I). De hecho, in vitro, la
actividad de la Pfkl en neuronas podemos incrementarla
artificialmente anadiendo citosol procedente de astrocitos o, aun
mas eficientemente, de astrocitos cuya respiracion ha sido
previamente inhibida por NO, de lo que se deduce que hubo
transferencia de algun factor soluble, probablemente F2,6P,. De
hecho, la inhibicién de Pfkfb mediante RNA de interferencia
abolié su capacidad de activar su glucolisis en respuesta a la
inhibicién de la respiracién (Almeiday cols., 2004).

Por ultimo, investigamos el mecanismo que acopla la
inhibicién de la respiracién mitocondrial por NO con la
activacion de la glucolisis en astrocitos. Encontramos que, tras la
inhibicién de la respiracién se produce una rapida fosforilacién de
la proteina cinasa dependiente de 5’AMP (AMPK), que es, a su
vez, responsable de la acumulacién de F2,6P,. Este resultado
demuestra que la inhibicién de la respiracion celular lleva a una
crisis bioenergética en la que la concentracién de 5'-AMP
aumenta, favorece la fosforilacion de AMPK, y promueve la
fosforilaciéon (activacion) de Pfkfb(Almeiday cols., 2004).

Control de la estabilidad de la Pfkfb3: un critico paso
regulador de la glucolisis.

La Pfkfb es una enzima bifuncional homodimérica que
cataliza tanto la conversion de fructosa-6-fosfato en F2,6P,
(actividad cinasa) como el paso inverso (actividad bisfosfatasa).
Hay cuatro isoformas de la Pfkfb, cada una codificada por un gen
(Okar y cols., 2001). Cada isoforma muestra unas propiedades
reguladoras y cinéticas marcadamente diferentes que, en
realidad, reflejan la razén cinasa/bifosfatasa y, por ende, las
diferentes concentraciones de F2,6P, encontradas en tejidos
(Yalciny cols., 2009). La isoforma 3 muestra la mas alta (unas 700
veces) razoén cinasa frente a bisfosfatasa (Yalcin y cols., 2009), lo
que equivale a decir que su actividad se dedica casi
exclusivamente a la generacién de F2,6P,. Nuestros resultados,
obtenidos por anilisis mediante RT-PCR, demostraron que el
RNA mensajero de la Pfkfb3 esta presente, y es el mas abundante
de las Pfkfb, tanto en astrocitos como en neuronas (Herrero-
Mendezy cols., 2009) (Figura 2).

La observacién de que las neuronas contienen la misma
abundancia relativa del mRNA de la Pfkfb3 que los astrocitos,
pero tienen mucha menor actividad enzimatica, nos sugirié que
la concentracién de Pfkfb3 en neuronas debe estar regulada a
nivel post-traduccional (Herrero-Mendez y cols., 2009). En
efecto, la inhibicién farmacolégica del proteosoma empleando
MGI32 o lactacistina en neuronas promueve acumulacién de
Pfkfb3. Un estudio detallado de la secuencia de la proteina Pfkfb3
mostro la presencia de un motivo KEN en posicién 142. Este
motivo marca proteinas para su ubiquitinacién por el anaphase-
promoting complex/cyclosome (APC/C) cuando estd unido a su
activador Cdh | (Pesin y Orr-Weaver, 2008). El complejo APC/C-
Cdhl es una E3 ubiquitina ligasa conocida por sus funciones en la
regulacién de la mitosis y meiosis (Pesin y Orr-Weaver, 2008),
supresiéon tumoral y estabilidad gendémica (Garcia-Higuera y
cols., 2008). También esta implicado en la regulacion del
crecimiento axonal, plasticidad sindptica y supervivencia en
neuronas post-mitdticas (Almeida y cols., 2005; Stegmuller y
Bonni, 2005; Maestre y cols.,, 2008). En neuronas, el
silenciamiento de Cdh| mediante RNA de interferencia induce
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Figura 2. Utilizacion diferencial de glucosa en astrocitos y neuronas. Los astrocitos expresan la enzima promotora de la glucolisis, Pfkfb3, que activa el paso limitante de la
glucolisis, Pfk|. La Pfkfb3 esta sujeta a degradacion tras su ubiquitinacién por APC/C-Cdh|, cuya actividad es baja en astrocitos. En contra, la actividad de APC/C-Cdh| esaltaen
neuronas, y asi la Pfkfb3 se degrada constantemente. Esto resulta en una velocidad glucolitica baja en neuronas y en una diversién de la utilizacién de la G6P a través del PPP, que
genera antioxidantes y promueve supervivencia. El diagrama no es estequiométrico. Las flechas gruesas y texto en negrita indican incrementos, y no reflejan diferencias entre
ambos tipos celulares. Abreviaturas: F6P, fructosa-6-fosfato; F1,6P2, fructosa- | ,6-bisfosfato; G6P, glucosa-6-fosfato; R5P, ribulosa-5-fosfato.
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acumulacion de Pfkfb3 e incremento de la velocidad de la
glucolisis, fendbmeno que se reproduce mediante sobre-
expresion de Pfkfb3 (Herrero-Mendez y cols., 2009). Por otra
parte, los niveles del activador de APC/C, Cdhl, asi como la
actividad del complejo APC/C-Cdhl son mucho mas bajos en
astrocitos que en neuronas; interesantemente, la sobre-
expresion de Cdhl en astrocitos induce la desestabilizacién de
Pfkfb3(Herrero-Mendezy cols., 2009). Finalmente, las neuronas
degradan la forma silvestre de Pfkfb3, pero no son capaces de
degradar una forma mutante de Pfkfb3 carente del motivo KEN.
In vivo, Pfkfb3 co-localiza con astrocitos en corteza cerebral de
rata, pero no co-localiza con neuronas. En su conjunto, estos
resultados sugieren fuertemente que la Pfkfb3 se degrada
constantemente en las neuronas, pero no en los astrocitos
(Figura?2).

¢Queé funcioén juega la glucosa en las neuronas?

Dado que, en astrocitos, la glucolisis presta una funcién
protectora frente a la inhibicién de la respiracién mitocondrial
(Almeiday cols., 2001), a continuacién nos propusimos dilucidar
si la sobre-expresion de la Pfkfb3 en neuronas las hace mas
resistentes frente a un dafio mitocondrial. Efectivamente, esos
experimentos mostraron que la sobre-expresién de Pfkfb3
activa la glucolisis y protege parcialmente las neuronas frente al
dafo mitocondrial inducido por NO. Sin embargo, esa
proteccioén solo es transitoria y empleando concentraciones de
Pfkfb3 muy moderadas, ya que una mayor expresiéon conduce a
la muerte neuronal por apoptosis(Herrero-Mendez y cols.,
2009).

Investigando las razones de esta inesperada
observacién encontramos que, en las neuronas cuya Pfkfb3 se
sobre-expresa, el incremento de la glucolisis se acompana de una
disminucién en la utilizacién de glucosa por la via de las pentosas-
fosfato (PPP) y, como consecuencia, una disminucién en la
regeneracion de glutation. Este cambio metabdlico induce estrés
oxidativo y muerte neuronal apoptoética (Herrero-Mendez y
cols., 2009). En efecto, se sabe que el PPP convierte glucosa-6-
fosfato (encrucijada del metabolismo glucidico) en ribulosa-5-
fosfato (necesaria para la sintesis de ndcleotidos). Esta ruta
metabélica reduce NADP" en NADPH(H"), que es un cofactor
necesario para la regeneracién del antioxidante glutation. De
hecho, hay otros trabajos anteriores que demuestran la funcién
antioxidante del PPP en neuronas (Ben-Yoseph y cols., 1996;
Delgado-Esteban y cols., 2000; Garcia-Nogales y cols., 2003;
Vaughn y Deshmukh, 2008). Aunque este mecanismo protector
también opera en astrocitos, el cambio del metabolismo de la
glucosa de PPP a glucolisis no resulta en muerte celular en los
astrocitos (Garcia-Nogales y cols., 2003). Esto es debido,
probablemente, a las elevadas concentraciones de glutation y de
actividad de la y-glutamilcisteina sintetasa (la enzima reguladora
de la biosintesis de glutation) en estas células, lo que les
proporciona un robusto sistema antioxidante (Heales y Bolanos,
2002).

Relacion entre APC/C-Cdhl, glucolisis y proliferacion
celular.

El complejo APC/C juega un papel esencial en mitosis a
través de la degradacién de proteinas del ciclo celular. Para iniciar
degradacién por ubiquitinacion se requieren dos activadores
(Cdc20y Cdhl), que reconocen motivos tales como la caja KEN
(Li y Zhang, 2009). Mientras que APC/C-Cdc20 regula las
proteinas responsables de la transicibn metafase-anafase,
APC/C-Cdhl es responsable de la destruccion continua de
ciclinas enlafase G| temprana del ciclo celular. La inactivacién de
APC/C-Cdhl en el punto critico de G| conocido como punto de
restriccion, es necesaria para la iniciacion de la fase S, durante la

cual se produce la replicaciéon del DNA. Es interesante destacar
que el punto de restriccién se conoce por su gran sensibilidad a
los factores de crecimiento y nutrientes (Morgan, 2007).

La proliferacion celular se acompana de la activacién de
la glucolisis, que ocurre incluso en presencia de concentraciones
normales de oxigeno. El propésito y mecanismo de esta glucolisis
aerdbica, identificado primero en células cancerosas y conocido
como efecto Warburg (Warburg, 1924), ha permanecido oscuro,
aunque se ha sugerido que es necesario para la formacién de
biomasa en las células que rapidamente proliferan (Vander
Heiden y cols., 2009). La Pfkfb3 se activa por estimulos
mitogénicos y se expresa en células que proliferan rapidamente y
en células neoplasicas, asi como en tumores (Yalciny cols., 2009).
Estos antecedentes nos impulsé a estudiar si dicho incremento
en la actividad de Pfkfb3 podrian coordinar glucolisis con
proliferacién. Los resultados obtenidos en lineas celulares
obtenidas de neuroblastoma humano y de rindn de embrién
humano muestran que, efectivamente, es necesaria la
disminucién en la actividad de APC/C-Cdh| para que glucolisis y
entrada en fase S del ciclo celular tengan lugar de forma
coordinada (Almeida y cols., 2010). Estos resultados apuntan a
que APC/C-Cdhl podria ser el responsable del necesario
incremento de la biomasa durante la elevada tasa de
proliferacién celular en cancer.

Conclusiones.

La regulacién de la actividad de la Pfkfb3 por APC/C-
Cdhl es critica para entender el metabolismo de la glucosa, el
suministro de energia celular y, posiblemente, la respuesta al
estrés oxidativo en el cerebro en funcionamiento. De hecho, en
astrocitos, la baja actividad de esta ruta reguladora es
responsable de la presencia Pfkfb3, lo que permite la activacién,
mediada por AMPK, de la glucolisis en estas células. Quedar por
dilucidar si los cambios en la actividad de APC/C-Cdhl en
astrocitos modulan su metabolismo glucidico. En neuronas, la
elevada actividad del sistema regulador APC/C-Cdhl esta
implicado en la redireccién del metabolismo de la gliucosa hacia
la regeneraciéon de glutation reducido. Dos implicaciones
inmediatas de estas observaciones son: |) que las neuronas
podrian utilizar sustratos alternativos, como el acido lactico, tal y
como se ha sugerido previamente (Tsacopoulos y Magistretti,
1996; Pellerin y cols., 2007), con propésitos bioenergéticos, y 2)
que las neuronas parecen requerir un activo y eficiente sistema
para la regeneracién del glutation. Con respecto a la
fisiopatologia, APC/C-Cdh| se inhibe durante la excitotoxicidad
por hiperfosforilacion de Cdhl(Maestre y cols., 2008).
Actualmente estamos investigando si la estabilizacion de Pfkfb3,
junto con la consecuente disminuciéon en la regeneracién de
glutation, es responsable, al menos en parte, del dafno neuronal
durante la excitotoxicidad (Bolafios y cols., 1996; Diaz-
Hernandez y cols., 2005; Diaz-Hernandez y cols., 2007). De
hecho, la incapacidad de las neuronas de regenerar glutation es
un claro marcador bioquimico de enfermedades
neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Parkinson
(Schapira, 2009). Ademas de las implicaciones fisiologicas y
fisiopatolégicas del sistema nervioso, estos resultados han dado
paso a la posible explicacién de la coordinacién entre glucolisis y
proliferacién celular (Bolafios y cols., 2010).
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envejecimiento Y la logevidad ("por qué” envejecemos). Los mecanismos discutidos incluyen los radicales libres de oxigeno y las
mitocondrias, la presencia de macromoléculas constitutivamente muy resistentes a la modificacién perjudicial en los tejidos animales
longevos, la via de sefalizacién de la insulina/IGF-1, el acortamiento de los telémeros, las restricciones dietéticas y otros mecanismos

moleculares propuestos.
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A NONPROTON LIGAND SENSOR IN THE ACID-SENSING ION CHANNEL.
YuY, Chen Z, Li WG, Cao H, Feng EG, Yu F, Liu H, Jiang H, Xu TL.
Neuron 68:61-72, 2010.

Nominado por Teresa Giraldez, Comité Editorial Fisiologia, Unidad de Investigacién, Hospital Universitario Ntra. Sra. de Candelaria, Tenerife.

Pregunta: iexisten otros estimulos fisiolégicos ademas de la acidosis extracelular que sean capaces de activar los canales idnicos
ASIC?

Antecedentes: las subunidades de la familia ASIC (acid-sensing ion channels) se encuentran de forma prominente en todas las
neuronas del sistema nervioso y forman canales de Na+ (en algunos casos de cationes) independientes de voltaje cuya apertura
depende de una disminucién en el pH extracelular. Debido a esta propiedad, se ha propuesto que los ASICs, particularmente ASIC3,
estan implicados en la percepcién de estimulos dolorosos en procesos inflamatorios, siendo por tanto una atractiva diana terapéutica.
Sin embargo, la necesidad de una disminucién abrupta y pronunciada en el pH extracelular para provocar la apertura de ASIC3 ha
hecho dudar de su relevancia fisiopatolégica in vivo.

Resultados: los autores demuestran la existencia en el lazo extracelular de un sensor independiente de protones y que puede ser
activado por pequenas moléculas como la 2-guanidino-4-metilquinazolina y compuestos relacionados presentes en estados de
inflamacién. Estas moléculas actian de forma independiente al sensor de pH extracelular del canal, pueden activar neuronas
sensoriales y provocar un comportamiento asociado al dolor.

Relevancia: se demuestra la existencia de moduladores fisio(pato)légicos de canales ASIC independientes del pH extracelular,
reforzando asi la idea de que ASIC3 es un mediador del dolor inducido por inflamacién y proporcionando ademas informacién nueva
sobre el mecanismo de apertura de estos canales.
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A Breakthrough in Scientific Digital Cameras

ORCA-Flash2.8

La camara incorpora un sensor avanzado CMOS ref.

FL-280, que permite alta velocidad (45 fps), bajo
ruido (3 electrons r.m.s.) y alta resolucion (3.63
pm pixel size) simulténeamente. Ademas su precio
es mas bajo que el de las cémaras CCD. Todo ello
la convierte en la cdmara ideal para fisiologia, Ca,
y fluorescencias débiles.

CONTACTENOS PARA UNA DEMOSTRACION

Caracteristicas:

e 2.8-megapixel scientific
CMOS image sensor

e Alta velocidad
® Bajo ruido

e Alta resolucion

http://sales.hamamatsu.com/flash28
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ORCA-D2 Dual CCD Camera

P

Dual wavelength imaging optima y sencilla
Para doble longitud de onda o imagen multifocal en el rango de 400 a 950 nm

Una Unica cdmara con dos CCD de alta QE (70%)

Bloques de filtros intercambiables de forma muy sencilla

Alta sensibilidad, 12 bits, alta resolucion de 1280 x 960 pixels y bajo ruido

Tiempos de exposicion y puntos de enfoque independientes para cada CCD

Velocidad de 11 pares de imagenes por segundo sin binning.

Para FRET, TIRF, Ratio, BF+Fluo combinado, Confocal, etc.

OUR BUSINESS

» Email infospain@hamamatsu.es

http://sales.hamamatsu.com/orcad2/

HAMAMA'I'SIJ

PHOTON
Tel 93 582 44 30

OUR BUSINESS

* Infospain@hamamatsu.e:




