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1. INTRODUCCION

Los seres humanos estamos expuestos a los radicales libres diariamente y su
accion se equilibra con la participacién de antioxidantes enddgenos y exdgenos, sin
embargo, cuando el sistema antioxidante del organismo no es suficiente para
reaccionar con grandes cantidades de radicales libres, se origina un aumento en
su concentracion dentro del organismo. Bajo esta condicién, los radicales libres
provocan dafio oxidativo sobre las biomoléculas por lo que estan involucrados en el
envejecimiento celular y en el desarrollo de enfermedades que afectan los
aparatos cardiovascular, urinario, ocular, respiratorio y el sistema nervioso
(Dorado y Revilla, 2000; Freeman y Crapo, 1982; Garcia y cols., 2001, Pita y cols.,
2000, Rodriguez y cols., 2001).

Diversas investigaciones han sugerido que el consumo de frutas y verduras
disminuye la frecuencia de enfermedades relacionadas con el dafo oxidativo
debido a su alto contenido en antioxidantes, por lo que en este proyecto se evalud
el efecto antioxidante del jugo de toronja, puesto que existen evidencias de que
algunos de sus componentes en forma aislada (por ejemplo los flavonoides)
muestran capacidad antioxidante (Heijnen y cols., 2002; Pineda y cols., 1999). En
particular, acerca de la naringina existe un numero de investigaciones que han
demostrado dicha capacidad (Jeon y cols., 2001). Ademas el jugo de toronja esta
compuesto de vitaminas E, C y D, las cuales se caracterizan por neutralizar la
accion de los radicales libres y por lo cual son considerados como los principales
antioxidantes de los alimentos (Pineda y cols., 1999; Quiles y cols., 2002). Por
otro lado el jugo de toronja contiene minerales que son cofactores de las enzimas
antioxidantes del organismo humano por lo que es necesario consumirlos (Alvarez,

2004; Quiles y cols., 2002).



Aungue a algunos de los componentes aislados de la toronja se les ha demostrado
su capacidad antioxidante, esta evidencia no es suficiente para conocer con
certeza la capacidad antioxidante total del jugo debido a las interacciones que

puedan establecerse entre los antioxidantes y otros de sus componentes.

Con respecto a la capacidad antioxidante del jugo de toronja completo existen

muy pocos estudios in vitro e in vivo (Alvarez, 2004).

Por lo tanto, en el presente trabajo se pretende evaluar su potencial antioxidante
in vivo mediante la inhibicion de la lipoperoxidacibn producida por la
daunorrubicina (DAU), cuyo metabolismo produce los RL que tienen efectos
directos o indirectos sobre los lipidos membranales microsomales hepaticos e in
vitro mediante la inhibicion de la lipoperoxidacion inducida por el sistema
constituido por fierro (I1) —éacido ascorbico, ya que la oxidacion del metal y su
regeneracion mediada por el &cido ascérbico a bajas concentraciones, producen los

radicales libres que atacan los lipidos microsomales.



2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante del jugo de toronja mediante el ensayo de
lipoperoxidacion inducida por la daunorrubicina en microsomas hepéticos de raton
in vivo, asi como en un sistema microsomal in vitro induciendo la lipoperoxidacion
por medio del complejo fierro (1) —acido ascorbico, utilizando la técnica de
sustancias reactivas al &cido tiobarbitlrico para determinar si el jugo de toronja

disminuye la oxidacién en ambos sistemas.



3. HIPOTESIS

Si algunos de los componentes del jugo de toronja en su forma aislada tienen la
capacidad de comportarse como antioxidantes, entonces el jugo de toronja
completo protegera a los lipidos del dafio producido por los radicales libres
derivados tanto del metabolismo de la daunorrubicina como los producidos por el
sistema fierro (II) —a&cido ascérbico, disminuyendo la concentracion de

malondialdehido.



4. MARCO TEORICO

4.1 RADICALES LIBRES

4.1.1 ANTECEDENTES

En 1900, Gomberg demostr6 la existencia de los radicales libres (RL) por primera
vez, cuando public6 un articulo titulado “Un ejemplo de carbono trivalente:
trifenil ”,”donde describié la descomposicion del hexafeniletano en dos RL trifenil
(Bergendi y cols., 1999; Niki, 2000). En la década de los treinta, Mayo y Kharasch
descubrieron que la adicion de bromuro de hidrégeno a un doble enlace en
presencia de peréxido de benzoilo, generaba productos no esperados por la regla
de Markovnikov, la cual dice que “eh las adiciones de halogenuros de hidrogeno a
alquenos asimétricos, el proton del halogenuro de hidrégeno se une al carbono del
doble enlace que ya tenga el mayor nimero de hidrogenos % mas tarde junto con
Walling explicaron que la razén por la cual se daba una adicion antiMarkovnikov,
era una reaccién que procede por un mecanismo en cadena, mediada por RL

(Fessenden y Fessenden, 1983; Niki, 2000).

La importancia de los RL sobre los organismos vivos al igual que en el campo de la
bioquimica, inicialmente recibié poca atencion, pero con el descubrimiento de la
enzima superoxido dismutasa, aumento el interés acerca del papel de los RL y las

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Niki, 2000; Garcia y cols., 2001).



4.1.2 DEFINICION

Un radical libre se define como un atomo o molécula que contiene uno o mas
electrones no apareados en su uUltimo orbital, ademas es extremadamente reactivo
debido a la necesidad de adquirir un electrén adicional para lograr estabilidad, por
lo tanto es de vida efimera y es capaz de combinarse inespecificamente con otras
moléculas (Bergendi y cols., 1999; Dorado y Revilla, 2000; Fessenden vy
Fessenden, 1983; Niki, 2000; Ng y cols., 2000; Rodriguez y cols., 2001).

4.1.3 FUENTES BIOLOGICAS DE RADICALES LIBRES

En el funcionamiento normal del organismo existen varios procesos bioldgicos que
son indispensables para los seres vivos, los cuales involucran a los RL. Ejemplos

de estos procesos son los siguientes (Freeman y Crapo, 1982).

4.1.3.1 Procesos enzimaticos.

Muchas enzimas del grupo de las 6xido-reductasas generan RL durante su ciclo
catalitico, entre ellas la xantina oxidasa, (flavoproteina que contiene molibdeno) su
funcion es catalizar la pérdida de hidrégeno de las bases puricas utilizando la
reduccion del oxigeno (O,) y generando como productos al acido Urico, al peréxido
de hidrogeno (H,0,) y al anion superéxido ("O;2)(Freeman y Crapo, 1982; Mayes,
1988).

Otra enzima oxido-reductasa es la aldehido deshidrogenasa (metaloflavoproteina
gue contiene molibdeno y hierro), actia sobre aldehidos y substratos N-
heterociclicos formando H,O, como producto (Freeman y Crapo, 1982; Mayes,
1988) .



Entre los mecanismos de oxidacion-reduccion de estas flavoproteinas, se destaca
la reduccion del anillo isoaloxacina en los nucledtidos de flavina por la via de una

semiquinona intermediaria (el cual es un radical libre) (Dorado y Revilla, 2000).
4.1.3.2 Procesos inmunoldégicos

4.1.3.2.1 Fagocitosis

Los leucocitos polimorfonucleares generan RL mediante un aumento del
metabolismo para destruir los microorganismos fagocitados (Dorado y Revilla,
2000).

En las membranas del fagocito, el aumento del metabolismo activa la enzima
NADPH-oxidasa, la cual cataliza la reaccion entre el oxigeno y el NADP*™ que

proviene de la via glucolitica (Figura 1) para formar anion superoxido (‘O;2") quien

hexoguinasa glucoguinass hepéptica

l glucosa l

glucosa-&-fosfato glucoso-6-fosfato

glucdlisizg AR

"<NADP+
NADPH —£ 02 =9 HO, — . 53— ADPH

acido pirdvico -
Fe \ \

ciclo de Krebs

. v
ciclo de las pentosas

Figura 1. Produccion de radicales libres durante la fagocitosis.



por ganancia de un electrén y por accién de la enzima superoxido dismutasa forma

H,O, que es importante porque: a) por ganancia de un electron y un proton origina
(radical hidroxilo) "OH y b) En presencia de metales produce OH y por
interaccidbn con 02 se regenera el metal, iniciAndose nuevamente la reaccion
(ciclo de Haber-Weiss, Figura 2) (Alvarez, 2000; Carifio, 2002; Dorado y Revilla,
2000).

20, + 2 H* —> H,0, + O

0, + Fe?" > 0, + Fe?*

H,0, + Fe?* —_ ‘OH + OH™ + Fe®*
H20, + Oy - ‘OH+ OH + O,

Figura 2. Reaccion de Haber-Weiss.

La formacion de hipoclorito (CIO") por la reaccion del H,O, con iones cloruro, y
por otra parte, la produccion de agentes oxidantes como el oxido nitrico (NO),
nitritos (NO7,) y nitratos (NO'3) derivados de los aminoacidos, son agentes que

contribuyen en la destruccion de los microorganismos (Bergendi y cols., 1999).

4.1.3.2.1 Inflamacidon

En esta etapa, la produccién de RL se realiza en la membranas microsomales y
plasméticas, a las cuales se asocian enzimas como la lipooxigenasa y la
ciclooxigenasa, quienes intervienen en el metabolismo eicosanoide, donde derivan
RL intermediarios para llegar a la produccion de las prostaglandinas, tromboxanos
y leucotrienos, asi como sustancias anafilacticas de baja potencia (Freeman y

Crapo, 1982; Rodriguez y cols. 2001).



4.1.3.3 Organelos celulares

La mitocondria constituye la principal fuente de RL, lo cual se lleva a cabo a nivel
de la cadena respiratoria, que es la etapa de generacibn de
energia en forma de trifosfato de adenosina, en donde el oxigeno es el aceptor
final de electrones. Debido a que el sistema no es perfecto, libera iones O, cuya
dismutacion conduce a la formacion de H,O,. En este nivel, principalmente la
region ubiquinona-citocromo b es el sitio de mayor produccion de iones 0Oy

(Rodriguez y cols., 2001).

Una consecuencia directa de este proceso es que, entre los nutrientes iniciales a
partir de los cuales se obtendra energia y el proceso final, se forman varias
moléculas con diferente grado de oxidacion, algunas de las cuales pueden entregar
1 o 2 electrones y asi producir los intermediarios parcialmente reducidos que son

los RL (Freeman y Crapo, 1982).

El reticulo endoplasmico y la membrana nuclear son membranas que contienen
citocromo P450 y b5 las cuales pueden oxidar acidos grasos y xenobidticos, y
reducir el oxigeno, entre otras sustancias con la consecuente formacién de RL. Por
otra parte los citocromos pueden formar "O, por auto-oxidacion o bien, formaran
H,O, por disociacibn de complejos peroxi-citocromo (Freeman y Crapo, 1982;

Rodriguez y cols., 2001).

Los peroxisomas son muy ricos en oxidasas y generan ‘O, como intermediario de

la produccion de H,O, (Freeman y Crapo, 1982; Rodriguez y cols., 2001).



4.1.4 FUENTES EXTRINSECAS DE RADICALES LIBRES

Si bien el desarrollo cientifico, tecnoldgico e industrial ha favorecido las condiciones
de vida, también ha propiciado la contaminacion industrial y atmosférica,

originando fuentes de RL, tales como:

Los factores fisicos como la luz ultravioleta y visible, el calor, las radiaciones
ionizantes a, b, gy los rayos c, que producen iones, moléculas excitadas y RL

(Fessenden y Fessenden, 1983; Freeman y Crapo, 1982).

Los factores quimicos como los oxidantes fuertes, por ejemplo el H,O, que
contienen los tintes para cabello y el acido nitroso (HNO) que es liberado con
el &cido estomacal al ingerir embutidos y alimentos procesados. Ademas, en la
contaminacion atmosférica y principalmente en el humo del cigarro, se liberan
grandes cantidades de sustancias oxidantes que producen RL. Por otro lado,
los herbicidas, pesticidas, algunos solventes, anestésicos e hidrocarburos
policiclicos originan los RL o0 especies reactivas de oxigeno que podemos llegar

a ingerir o inhalar (Alvarez, 2000).

El tratamiento con medicamentos tales como los antibiéticos antineoplasicos
antraciclicos es otra fuente de RL, puesto que dependen de grupos unidos a
metales para su actividad siendo capaces de generar radicales oxigeno ('O,
H,O,, 'OH’). Entre estos medicamentos se cita a la adriamicina, DAU,
doxorrubicina y otros antibioticos (Miura y cols., 1994; Rodriguez y cols.,
2001).

Los factores organicos y metabdlicos como la dieta hipercalérica, dieta

insuficiente en antioxidantes, procesos inflamatorios producidos por

microorganismos extrafios asi como por traumatismos, fendmenos de
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isquemia-reperfusion y ejercicios extenuantes, son procesos que enlazan la
influencia extrinseca con la produccion intrinseca de RL debido a la respuesta
normal del organismo a tales condiciones (Jeon y cols., 2002; Rodriguez y

cols., 2001).

415 TOXICIDAD DE LOS RADICALES LIBRES SOBRE LAS
BIOMOLECULAS

Como se menciond anteriormente, los RL son entidades quimicas altamente
reactivas, por lo que en su labor de captacién de electrones, atacan cualquier
molécula que se encuentre a su alrededor, siendo los lipidos, los acidos nucleicos,
las proteinas y los carbohidratos, las biomoléculas afectadas dentro del organismo,

en una situacion de estrés oxidativo (Rodriguez y cols., 2001, Niki, 2000).

4.1.5.1 Dafrio sobre los lipidos

La toxicidad de los RL sobre los lipidos ocurre generalmente al oxidarlos
(lipoperoxidacion) y se lleva a cabo principalmente en la membrana plasmatica,
debido a su composicion quimica rica en fosfolipidos, glicéridos, glucolipidos y

esteroles (Freeman y Crapo, 1982; Alvarez, 2002; Rodriguez y cols., 2001).

Ademas de los lipidos membranales, los RL pueden oxidar el colesterol, cuyos
derivados se pueden ir acumulando en el endotelio, lo que los relaciona
directamente con las enfermedades coronarias (Jeon y cols., 2001; Meagher y

Fitzgerald, 2000).
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Adicional al dafio oxidativo de los lipidos, la lipoperoxidacion trae consecuencias
mutagénicas y carcinogénicas, la iniciacion de procesos inmunoldgicos como la
inflamacion, inactivacién de algunas enzimas o la iniciacion de la transcripcion de

genes, conduciendo a la muerte celular programada (apoptosis) (Niki,2000).

En general en los procesos de oxidacion lipidica, un RL toma un hidrogeno del
acido graso para dar lugar a la formacion de un nuevo radical organico (iniciacion).
Este radical organico, en busca de una pareja para su electron, ataca el lipido
vecino y da lugar a un nuevo radical, y asi sucesivamente (propagacion),
generando una reaccidbn en cadena. Lo anterior se ejemplifica con la
lipoperoxidacion del acido linoléico en la figura 3 (Carifio, 2002; Dorado y Revilla,

2000; Moore y Roberts, 1998).

Como consecuencia, la lipoperoxidacion genera un gran nimero de subproductos y
productos de degradacion, tales como peréxidos, radicales alcoxi, radicales
oxigeno, aldehidos reactivos, entre otros. Algunos de los cuales tienen efectos
téxicos sobre otras biomoléculas, con lo cual amplifican el dafio. Sin embargo, el
malondialdehido y el 4-hidroxinonenal se destacan como los productos mas tdxicos

de la lipoperoxidacién (Marnett, 2000; Moore y Roberts, 1998).

4.1.5.2 Dafio sobre proteinas

Los aminoacidos que constituyen las proteinas, tales como el triptéfano, tirosina,
alanina, histidina, metionina o cisteina pueden ser los principales blancos de la
oxidacion por los RL. Como consecuencia, se producen entrecruzamientos de
cadenas peptidicas, formacién de dimeros, grandes agregados proteicos,

fragmentacion proteica y/o alteracion de su funcién debido a la formacion de
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grupos carbonilo en los aminoacidos indispensables para su actividad. Entre las
proteinas afectadas se incluyen las enzimas, transportadores idnicos membranales,
receptores y mensajeros celulares. Asi como proteinas reparadoras de oncogenes
y proteinas supresoras, las cuales estan involucradas en procesos carcinogénicos

(Dorado y Revilla, 2000; Freeman y Crapo, 1982; Rodriguez y cols., 2001).

El envejecimiento es una consecuencia del dafio a las proteinas, en el que los RL
reaccionan con las células del tejido coldgeno tomando sus electrones, como
resultado, las fibras de colageno pierden su elasticidad por lo que la piel se

observa seca y arrugada (Kanno y cols., 2003).

4.1.5.3 Dafo sobre el ADN

4.1.5.3.1 Acciones mutagénicas

Independientemente del origen de los RL, la toxicidad que ejercen sobre el acido
desoxirribonucleico (ADN) es diversa. Por ejemplo, las radiaciones originan la

despolimerizacion de la molécula (Rodriguez y cols., 2001).

Las acciones toxicas mas severas son causadas por el radical OH. EI OH
reacciona con la desoxirribosa del ADN para derivar radicales desoxirribosa lo que
permite la liberacion de bases nitrogenadas dejando sitios vacios que a su vez dan
paso al rompimiento de las cadenas de ADN. Por otro lado, el "OH" reacciona con

las bases nitrogenadas formando productos oxidados (Figura 4), de los cuales el
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8-oxo-desoxiguanosina tiene mayor importancia por causar transversiones

(Marnett, 2000).

Estas acciones sobre el ADN ocasionan la mutacion de los genes, su pérdida o
solamente la pérdida de su expresién, lo que conduce a la muerte celular e incluso

a enfermedades genéticas (Carfio, 2002; Marnett, 2000; Rodriguez y cols., 2001).

4.1.5.3.2 Acciones carcinogénicas

Las acciones mutagénicas causadas por los RL, las ERO o los derivados del dafio a
otras biomoléculas pueden conducir a carcinogénesis, cuando la mutacion se lleva
a cabo en los oncogenes, o cuando el dafio de los RL se da sobre proteinas que

frenan tales genes (oncosupresores) (Rodriguez y cols., 2001).

Ademas, los RL o subproductos derivados de los procesos oxidativos de las
biomoléculas, contribuyen al crecimiento anormal de las células, al perder su
capacidad de <&conocer”as células vecinas, lo que permite la proliferacion
celular, fendémeno caracteristico en los tumores benignos o malignos (cancer)

(Marnett, 2000).

Es importante recalcar que el malondialdehido es el derivado de la lipoperoxidacion

al cual se le ha demostrado su capacidad mutagénica en mamiferos.
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4.1.5.4 Daifo sobre carbohidratos

Las reacciones de los carbohidratos con los RL, producen cambios en las
glicoproteinas transmembranales, las cuales son receptoras de la superficie celular
perdiendo asi su funcién. Por otra parte, los RL causan despolimerizacién en el
acido hialurénico, carbohidrato necesario para mantener la viscosidad del fluido
sinovial de las articulaciones y oxidan los azucares de los &acidos nucleicos con
graves consecuencias (Alvarez, 2002; Dorado y Revilla, 2000; Freeman y Crapo,

1982).
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4.2 DAUNORRUBICINA

El antibiético antineoplasico antraciclico, la daunorrubicina, llamado también como
daunoblastina, daunomicina, daunoblastina, rubidomicina, leucaemomicina C,
cerubidina y rudidomicina (Merck, 1996), fue aislado y estudiado por primera vez
por Cassinelly y Orezzi a principios de 1960 en los laboratorios de Farmitalia
(Italia), a partir de cultivos de Streptomyces peucetius. La DAU pertenece a un
grupo de productos bacterianos coloridos conocidos como rodamicinas (Gewirtz,
1999; Quiles y cols., 2002; Marian y Matkovics, 1982).

4.2.1 FORMULA

La nomenclatura de la DAU dada por la IUPAC es la siguiente: (8S-cis)-8- acetil-
10-[(3 —amino —&-3, 6-trideoxi-1 —netoxi —5; 12-naftacenediona.

Su férmula condensada es Cy;HxgNO3p y tiene un peso molecular de
527.53 g / mol (Merck, 1996).

La DAU es un glucésido que se caracteriza por tener cuatro anillos en su estructura
guimica (Figura 5), lo que se denomina nucleo antraquinona, que conforma la

aglucona pigmentada o croméfora, conocida como daunomicinona.
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Por medio de un enlace glucosidico se une a un aminoazlcar, la daunosamina.
Desde el punto de vista quimico se clasifica dentro del grupo de las antraciclinas

(Calabresi y Chabner, 1991; Gewirtz, 1999; Shadle y cols., 2000).

Figura 5. Estructura quimica de la daunorrubicina.

Por la estructura quinona —hidroquinona de sus anillos puede actuar como agente

receptor- donador de electrones (Carifio, 2002).

4.2.2 USOS TERAPEUTICOS.

La DAU es un antineoplasico utilizado en el tratamiento de la leucemia linfocitica y
la granulocitica agudas, y también se cuenta entre los farmacos méas activos para
tratar la leucemia no linfoblastica aguda. Posee gran actividad contra tumores
solidos y linfomas en nifios, a diferencia de en los adultos, en quienes la actividad
contra dichas neoplasias es minima. Sin embargo, esencialmente se utiliza en el
tratamiento de las leucemias mieloide y linfoblastica agudas (Choe y cols., 2001;

Gewirtz, 1999; Quiles y cols., 2002).
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4.2.3 FARMACOCINETICA.

La DAU se absorbe poco en el tubo digestivo, se absorbe bien por via subcutanea
0 intramuscular, sin embargo, debido a su accién irritante se administra por via
intravenosa. En la sangre se distribuye a todos los 6rganos, especialmente al
pulmén, al rifién, al higado y al musculo cardiaco, sin atravesar hacia el liquido
cefalorraquideo. En el organismo sufre biotransformaciones en el higado y el rifién
principalmente. La DAU es reducida por las aldo-reductasas a daunorrubicinol, un
agente citotoxico activo, luego, por hidrolisis da lugar a agluconas inactivas y al
aminoazucar. Las agluconas son demetiladas, conjugadas y excretadas en la bilis
y en la orina confiriéndole un color rojo (la figura 6 muestra el metabolismo de la

daunorrubicina) (Calabresi y Chabner, 1991)

Entre las manifestaciones tdxicas de la DAU esta la depresion de la médula ésea,
estomatitis, alopecia, disturbios  gastrointestinales 'y  manifestaciones
dermatoldgicas, sin embargo la citotoxicidad sobre el corazén es muy importante,
caracterizdndose por taquicardia, arritmia, disnea, hipotensién, derrame
pericardico e insuficiencia congestiva (Calabresi y Chabner, 1991; Quiles y cols.,

2002; Keizer, 1990).
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4.2.4 MECANISMO DE ACCION

4.2.4.1 Intercalacion

La aglucona de la DAU se intercala entre los pares de bases adyacentes de la
doble hélice del ADN como lo muestra la figura 7. Al intercalarse, distorsiona la
estructura del ADN evitando su enrollamiento y plegamiento (Lazo y Larner, 1994;
Gewirtz, 1999).

A

Figura 7. Daunorrubicina intercalada entre pares de bases adyacentes del ADN.

Luego la daunorrubicina intercalada, el ADN y la topoisomerasa I, forman un
complejo ternario unido covalentemente, impidiendo la duplicacion del ADN. Este

complejo impide la accion enzimatica de la ARNpolimerasa, inhibiéndose la tradu -

ccién, siendo ésta Ultima accion la que conduce a la célula a su muerte (Lazo y
Larner, 1994; Gewirtz, 1999). Ademas, en el ADN intercalado, la DAU produce
rupturas en los filamentos como ocurre en los intercambios de cromatidas
hermanas y se piensa que la topoisomerasa Il es capaz de mediar estas rupturas
(Carifio, 2002; Shadle y cols., 2000).
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4.2.4.2 Alquilacion

La alquilacién se da cuando la DAU se convierte en C7-desoxiaglicona en ausencia
de oxigeno, cuyo tautomero, la C7-metilguinona es un agente alquilante de ADN

(Carifio, 2002; Keizer y cols., 1990).

4.2.4.3 Produccién de radicales libres

4.2.4.3.1 Por accidn enzimatica.

La estructura quinona de la DAU, es el sustrato de la xantina oxidasa y la NADPH-
citocromo P450 reductasa, por lo que la quinona se reduce a un RL semiquinona
gue en presencia de oxigeno, donara su electron extra al O, generando 0, vy la
guinona precursora como productos (Jeon y cols., 2001; Keizer y cols., 1990;

Mimnaugh y cols., 1985; Shadle y cols., 2000).

4.2.4.3.2 Por acciéon directa.

La accion directa de la DAU se lleva a cabo sobre las membranas celulares, cuando
entran en contacto con la DAU y por lo tanto causan lipoperoxidacion, que a su vez
genera otros RL y productos de degradacion toxicos (Laurent y Jaffrézou, 2001;

Gewirtz, 1999).
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4.2.4.3.3 Por formacion de complejos.

La DAU por ser una quinona, forma un complejo con un ion metélico(Me) de fierro
metalico (Me) de fierro o cobre, quedando en su estado reducido: DAU-Me(ll) que
al estar en contacto con O, se oxida a DAU-Me(lll) (Figura 8) produciendo O, ,
gue a su vez genera H,O, por dismutacion y ‘OH’ por la reaccién de Haber-Weiss

(Carifio, 2002; Miura y cols., 1994).

Figura 8. Complejo formado entre la daunorrubicina y el fierro (I11).

Otro mecanismo de formacién de RL que involucra el complejo Me(lll), sin la
formacién de una semiquinona intermediaria, utiliza la reduccion de las enzimas
NADPH-citocromo P450 o al glutation para formar DAU-Me(ll), este ultimo
reacciona con el O, para generar 'O, que como sabemos es fuente del H,O, y

"OH’ (Alvarez, 2004; Carifio, 2002).

Los mecanismos anteriores, en conjunto contribuyen a la citotoxicidad de la DAU y

a sus acciones terapéuticas y tdxicas en el organismo.
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4.3 ANTIOXIDANTES

Una manera de evitar los efectos toxicos producidos por los RL, es el uso de
antioxidantes. En el medio ambiente existe una gran cantidad de antioxidantes, de
igual manera en el interior de los organismos, gracias a esto es que, “fuestro
cuerpo estd luchando contra los RL a cada momento del dia” {Garcia y cols.,

2001).

4.3.1 DEFINICION

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones respecto a las
de un sustrato oxidable, e independientemente del mecanismo por el que actua,
inhibe las reacciones de oxidacion, sin perder su propia estabilidad. Por ende,
inhibe los efectos adversos producidos por los RL sobre los organismos
(Bergendi y cols., 1999; Fessenden y Fessenden, 1983; Fraga y Oteiza, 2002;
Mayes, 1988; Niki, 2000).

4.3.2 CLASIFICACION

4.3.2.1 Enddgenos

Son los antioxidantes que se sintetizan en el organismo y generalmente son de
origen proteico: enzimas y metaloproteinas. En el sistema inmune se localiza a la

enzima superoxido dismutasa, quien cataliza la dismutacion de "0, a H,0;; las
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catalasas, cuya funcion es catalizar la conversion del H,O, hasta H,O y O, y la
enzima glutation peroxidasa que utiliza la 6xido reduccion del glutation a glutation
oxidado, el cual vuelve a su estado reducido por medio de la glutation reductasa.
Tal mecanismo es utilizado en la desintoxicacion o eliminacion de farmacos o

xenobiéticos (Freeman y Crapo, 1982; Niki, 2001; Rodriguez y cols., 2001).

Otra enzima antioxidante es la ceruloplasmina que se encuentra en el plasma,
protegiendo a los eritrocitos al atrapar iones "0, , ademas, encontramos proteinas
plasmaticas como la transferrina, lactoferrina y aloimina, que secuestran al fierro
para evitar sus efectos oxidantes. Finalmente, un ejemplo que no hay que pasar
por alto, son las enzimas de reparacion del ADN, por ejemplo la ADN metil
transferasa de la 6-oxometil guanina, cuyo grupo metilo es eliminado, quedando

en su forma normal (Freeman y Crapo, 1982; Marnett, 2000).

4.3.2.2 Exdgenos

Los antioxidantes de origen exdgeno son ingeridos en las frutas y verduras, porque
el organismo no los sintetiza. Dentro de este grupo los mas estudiados son los
tocoferoles y tocotrienoles (a, b, gy d), los cuales poseen actividad vitaminica
(vitamina E), el acido ascérbico o vitamina C, y el b-caroteno o provitamina A,
guienes ademas de su actividad vitaminica ejercen actividad antioxidante. Otros
ejemplos lo constituyen algunos compuestos polifendlicos como la quercetina, el
acido téanico, la catequina y la rutina, entre otros. A algunos alimentos se les
adicionan antioxidantes durante su fabricacion, con antioxidantes, tales como el
butil-hidroxianisol, butil-hidroxitolueno, galato de propilo o di-t-bitilhidroquinona,
los cuales participan en las reacciones a través de formas de resonancia
estabilizadoras de RL (Fennema, 1985; Jeon y cols., 2002; Pino y cols., 2000; Pita
y cols., 2000; Proteggente y cols., 2002; Silva y cols., 2002) .

26



Exdgenos Endbgenos Cofactores
Vitamina E Glutatién Cobre
Vitamina C Ubiquinona Zinc
-caroteno Acido tiéctico Manganeso
Flavonoides Enzimas: Hierro

Superéxido dismutasa

Catalasa

Glutation peroxidasa
Licopeno Lactoferrina Selenio

Figura 9. Clasificacion de los antioxidantes.

4.3.3 MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIOXIDANTES

La accién de los antioxidantes se lleva a cabo de a acuerdo distintos mecanismos,

los cuales se enumeran a continuacion:

Los antioxidantes y enzimas pueden inhibir la produccion de RL por:

Mecanismos que previenen la formacion de RL: catalasas y peroxidasas
(Rodriguez y cols., 2001).

Mecanismos que eliminan los RL previamente formados, mediante secuestro o
atrapamiento: superéxido dismutasa, butil-hidroxianisol, butilhidroxitolueno,
vitamina E (Bergendi y cols., 1999; Niki, 2001; Pita, 1997).

Quelacion de metales de transicidn: transferrina y flavonoides (Heijnen y cols.,
2002).

Rompimiento de cadenas de reaccion: vitaminas C y E (Bergendi y cols., 1999;
Pita, 1997).

Capturacion de radicales iniciadores: vitamina E (Bergendi y cols., 1999).
Competencia por los sitios celulares con los metales: zinc (Bergendi y cols.,
1999; Fraga y Oteiza, 2002).
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4.4 LA TORONJA

4.4.1 DESCRIPCION GENERAL

La toronja se descubrié en 1750 en las islas Barbados, su origen se explica por una
hibridacion entre el pummelo (Citrus grandis) y un naranjo dulce. Al principio hubo
dificultades en la denominacion de esta nueva fruta, por un lado los botanicos
proponian el nombre de pomelo, pero fueron los comerciantes quienes implantaron
el nombre inglés “grapefruit hacia el afio 1800. Traducido literalmente quiere
decir ffuto de uvas™ ~para recordar la manera de colocarlas en los puestos del
mercado de Jamaica similar a los racimos de uvas, ademas de que este fruto
cuelga de su arbol en pequefios racimos, muy parecido a las uvas (Alvarez, 2002;

Barreiro, 1999).

En 1830, la toronja fue reconocida por los botanicos como Citrus paradisi, a
comienzos del siglo XIX un médico de la flota napolednica introdujo la toronja en

Florida, donde afios mas tarde, hacia 1850, comenzd su comercializacion.

La toronja ingresé en la Republica Mexicana, hacia 1940 en el area de Loma
Bonita, Oaxaca. Sin embargo, hasta la década de los sesenta el cultivo se
expandio a otros estados, como Veracruz, Tamaulipas y Nuevo Leon, sin embargo,
en la actualidad, Veracruz es el principal productor de toronja del pais (Alvarez,
2004).

Todas las clases de toronjas proceden de Florida, pero en nuestro pais se
producen la de pulpa blanca variedad Marsh, la pulpa rosa variedad Ruby red, la
de pulpa roja variedad Star Ruby vy la doble roja variedad Rio red (Barreiro,

1999). Gracias a la variedad de climas en nuestro pais y a los diferentes estados
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productores, se encuentran toronjas en el mercado durante todo el afio (Alvarez,

2002; Barreiro, 1999).

4.4.2 CONSTITUYENTES DE LA TORONJA

A continuacion se enlistan algunos de los compuestos quimicos que se encuentran

en el jugo de toronja.

?

Aminoéacidos: pequefias cantidades de alanina, arginina, &cido
aspartico, cisteina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano,
tirosina y valina (Tirillini, 2000).

Carotenoides: b-caroteno (Tirillini, 2000).

Vitaminas: es rico en vitaminas A, C y E, y contiene cantidades
menores de vitaminas B1, B2, B3, B5, &cido fdlico, biotina, nicotinamida
(Tirillini, 2000).

Acidos: acidos citrico, malico e isocitrico (Tirillini, 2000).
Carbohidratos: puede tener glucosa, fructosa, sucrosa 0 pentosa,

segun la clase de toronja (Tirillini, 2000).

Acidos hidroxicinamicos: son el ferdlico, sinapico, p-cumarico y
caféico (Mohriy Uesawa, 2001).

Compuestos polifendlicos: furanocumarinas y sus derivados tales
como la bergamotina, la 6 ,7 -Tihidroxibergamotina (Tirillini, 2000; Mohri
y Uesawa, 2001; Ho y cols., 1999) el aurapteno (Tirillini, 2000) y la
umbeliferona, (Dékovic-Suajcer y cols., 1999) bergapteno (Dékovic-
Suajcer y cols., 1999; Ho y cols.,, 2000), ademés, contiene la

flavononas; naringina y hesperedina. La primera es importante porque
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diferencia a la toronja de los demas frutos citricos, contribuyendo con su
sabor amargo (Ho y cols., 2000; Tian y cols., 2002; Borradaile y cols.,
2003).

? Terpenos: el jugo intacto normalmente no contiene limoneno pero
contiene el anillo lactona del acido limondico, el cual es convertido
gradualmente a limoneno el cual contribuye al sabor amargo del jugo,
contiene limonoides por ejemplo: 17-0-R-D-glucopiranésido nomilinico y
acido  17-O-B-D-glucopiranosido  obacundéico y en  menores
concentraciones &cidos nomilino, nomilinico e ichangina, los cuales

contribuyen también al sabor amargo del jugo (Tirillini, 2000).

? Minerales: Manganeso, zinc, cobre y fierro. Es uno de los frutos mas
ricos en potasio, también contiene pequefias cantidades de sodio,

calcio, magnesio, niquel, cromo y fosforo (Gorinstein y cols., 2001).

La cascara del fruto contiene pectina, aceites esenciales, &cidos hidroxicindmicos,
flavonoides, flavonas polimetoxiladas, fenoles glicosilados y limonoides (Gorinstein

y cols., 2001).
Las semillas del fruto son los mayores depdsitos de limonoides neutrales y acidos

tales como el limoneno, nomileno, deacetilnomileno, obacunona, entre otros

(Tirillini, 2000).
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4.4.3 ACTIVIDADES FARMACOLOGICAS DE LA TORONJA

Los estudios hechos a los extractos de la toronja y de su jugo indican que posee
actividades antimicrobianas, antiproliferativas de células cancerigenas,
antitumorales, antioxidantes (Tirillini, 2000), antiinflamatorias (Jeon y cols., 2002)
y que interacciona con muchos medicamentos (Mohri y Uesawa, 2001). Incluso se
probd que la estimulacién por medio del olfato durante 15 minutos, tres veces a la
semana con el aceite de la toronja, disminuyé el consumo de alimentos por
reduccion del apetito y aumentd la lipdlisis, popr lo tanto disminuyd el peso
corporal en ratas (Shen y cols., 2005). Se le considera entre los alimentos que
pueden disminuir el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, debido a su

contenido en flavonoides (Sun y cols., 2002).

4.4.3.1 Inhibicién enzimatica

Se ha sugerido que al consumir jugo de toronja junto con algunos medicamentos,
la biodisponibilidad de dichos compuestos se incrementa. La interaccion se da con
medicamentos tales como la terfenadina, el saquinavir, la ciclosporina, el
midazolam, el nifedipino, el diltiazem y el felodipino, entre otros, cuya
caracteristica en comdn es que son sustratos de la isoenzima CYP3A4 del
citocromo P450. Se ha propuesto que los principios activos del jugo de toronja
que causan tal efecto, son inhibidores de tal isoenzima, sin embargo, Alvarez
(2002) demostraron que la naringina, uno de estos flavonoides, ejercié una accion
inductora y no una inhibitoria sobre la isoenzima CYP3A en ratén (Dakovic-Suajcer
y cols., 1999; Giorgi y cols., 2003; Ho y cols., 2000; Mohri y Uesawa, 2001; Tian y
cols., 2002; Tirillini, 2000).
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En este sentido, el jugo de toronja puede ser relevante en la quimioprevencion y
quimioterapia del cancer que involucre carcinébgenos que son activados en el
CYP450 (Tirillini, 2000).

4.4.3.2 Efectos sobre el ADN

La antimutagénesis surgié como una medida preventiva de los dafios causados por
los RL y otros compuestos que atacan al ADN provocando diversas enfermedades

incluso cancer.

Los compuestos con capacidad de reducir el proceso de la mutagénesis
independientemente de su mecanismo de accion, se denominan antimutagenos y
se les clasifica en dos grandes grupos: desmutagenos, los cuales actian
extracelularmente impidiendo la reaccion del mutdgeno sobre el material genético
y los bioantimutagenos, son aquellos que acttan intracelularmente previniendo el

dafio al material genético o reparandolo (Carifio, 2002).

Gracias a que el jugo de toronja estd compuesto por diversas sustancias, las cuales
se ha demostrado que poseen capacidad antimutagénica como la naringina
(Jagetia y Reddy, 2002), vitamina C (Quiles y cols., 2002), bergamotina (Ho y
cols., 2000) entre otras, y que actlan a través de diversos mecanismos de accion
(Alvarez, 2004), se ha propuesto que el jugo de toronja completo puede actuar
como un antimutageno, al respecto, el jugo de toronja protegié al ADN del dafio
producido por la aflatoxina B1 (Miyata y cols., 2004). Ademas, Alvarez (2004)
concluyé que el jugo de toronja completo es antimutagénico al inhibir la
genotoxicidad producida por la DAU y la ifosfamida en ratones por medio del
ensayo de micronucleos y Mojica (2001) obtuvo los mismos resultados por medio

de la prueba de intercambio de cromatidas hermanas al inhibir a la DAU.
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Por otra parte algunos experimentos in vitro mostraron evidencia de los efectos
antitumorales del jugo de toronja e indicaron que sus flavonoides, pueden ser los
responsables de la inhibicibn de la proliferacion de las células cancerigenas
mamarias (Tirillini, 2000). Por otra parte, la hesperetina y la naringina inhibieron
la tumorigénesis mamaria inducida en ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley,
mientras que el aurapteno otro flavonoide de la toronja, funcion6 como

profilactico quimico de la tumorigénesis en piel (Tirillini, 2000).

Los compuestos polifendlicos del jugo de toronja tienen propiedades
antimutagénicas, anticarcinogénicas y antiinflamatorias, beneficiosas en la
prevencion de enfermedades y en la proteccidon del genoma, particularmente para
las células epiteliales intestinales, uno de los tejidos mas proliferativos del cuerpo

(Jagetia y Reddy, 2002).

4.4.3.4 Actividades antioxidantes de la toronja

Se ha sugerido que los compuestos polifendlicos, tienen actividad antioxidante, con
respecto a esto, redujeron la lipoperoxidacion de las lipoproteinas de baja densidad
por diversos mecanismos, los cuales incluyen atrapar RL, provocar quelacion de
metales de transicidbn que actian como prooxidantes como el cobre y el fierro, o
bien renovando a la vitamina E y carotenoides, quienes son antioxidantes
intimamente asociados con estas lipoproteinas (Gutiérrez, 2002; Heijnen y cols.,

2002; kanno y cols., 2003; Jeon y cols., 2001).
Ademés, la naringina redujo los lipidos en el plasma in vivo e inhibié la

hipercolesterolemia en conejos (Jeon y cols., 2001). La reduccion de lipidos por la

naringina y la hesperetina también se demostré en roedores (Choi y cols., 2001).
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Mé&s recientemente se reportd su capacidad para reducir aterosclerosis (Choe y
cols., 2001) y ademas, al igual que muchos polifenoles se demostré6 su accion
preventiva en la aparicion de problemas cardiovasculares (Gutiérrez, 2002; Sun y

cols., 2002).

También uno de los componentes de la cascara de la toronja; la pectina,
disminuye los niveles de colesterol y la aterogénesis con hipercolesterolemia
(Tirillini, 2000).

Por otra parte, el jugo de toronja contiene las vitaminas A, C y E, las cuales
redujeron la lipoperoxidacion en microsomas hepaticos de ratdén, provocada por la
adriamicina un compuesto del grupo de las rodamicinas, estas vitaminas ejercen su
accion antioxidante reaccionando directamente con los agentes oxidantes y/o a
través de su capacidad para regenerarse entre si (Mimnaugh y cols., 1985; Garcia
y cols., 2001). Con respecto a algunos de los minerales contenidos en el jugo,
por si mismos son efectivos en la prevencion de la aterosclerosis y sus
complicaciones (Gorinstein y cols., 2001; Jeon y cols., 2001). Una de sus
acciones es competir con metales de transicion por sitios celulares (Fraga y Oteiza,
2002), también intervienen en la antioxidacion, al formar parte de las enzimas
antioxidante endogenas (Jeon, y col., 2001). Estos datos indican que algunos
compuestos del jugo de toronja en forma aislada muestran actividades
antioxidantes similares, sin embargo, hay pocos estudios in vitro y ninguno in vivo,
gue hayan evaluado el jugo de toronja completo, un ejemplo de estudios in vitro
es el de Gorinstein (2001) quien estudié el potencial antioxidante de tres frutos,

entre estos la toronja, cuyo jugo mostré dicha actividad.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH con un peso promedio de 25 gramos,

los cuales procedieron del Instituto Nacional de Higiene, SSA.

Los animales se observaron durante 7 dias, en las instalaciones del laboratorio de
Genética del departamento de Morfologia en la Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del IPN, durante 7 dias, antes de iniciar el experimento. Durante su
estancia en el laboratorio, se mantuvieron en cajas metélicas con una cama de
aserrin, confinadas en un cuarto con temperatura controlada entre 22y 24 ° C, y

con libre acceso al alimento (nutricubos purina) y agua.

El jugo de toronja se obtuvo directamente de la fruta Citrus paradisi var ruby red y

se administré recién extraido a los animales.

5.2 MATERIALES Y REACTIVOS

Jeringas de 1 mL
Canula para administracién oral

Balanza granataria (Ohaus) vy
balanza analitica

modelo BP110 S)

(Sartorius

Equipo de diseccion

Tubos eppendorff
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Matraces aforados para 10 mi
Espétula

Acido tiobarbitarico (Sigma) al
0.2%
Acido tricloroacético (Productos
guimicos Monterrey) al 40% vy al

70%.



Sulfato de fierro (Productos
guimicos Monterrey)

Solucion salina fisiolégica
Amortiguador de fosfatos a

pH =7.4

Acido etilendiaminotetracético
1mM (EDTA) (Harleco)

Agitador vortex (2 Genie, modelo
G-560)

Micropipetas (Boeco) para 5-50 ni
y 50-1000n.

Puntas para micropipetas

Hielo

Gradillas metalicas inoxidables
Recipiente para ebullicion.
Centrifuga (Sol-bat, aparatos
cientificos)

Celdas de cuarzo

Tubos de ensayo 10 X 75 mm
Vasos de precipitado de 20 ml
Congelador —#0° C

Ultracentrifuga

Espectrofotdmetro (Specxtronico
20 genesys, modelo 400L/4)
Incubadora para bafio Maria
(Riossa)

Solucion de KCI 150 mM

Agua destilada
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Agua desionizada

1,4-ditiotreitol al 0.1 mM (Sigma)
Glicerol al 20% (Sigma)
1,1,2,3-tetraetoxipropano (TEP)
(Sigma)

Daunorrubicina (Rubilemo, 20

mg)

Soluciones 0.1, 0.2, 0.3, 0.6, 1.2,
2.4,y 4.8 nM de TEP

Solucién stock de albumina
Reactivo de Bradford

TRIS (Sigma)

Acido ascorbico (Sigma)



5.3 PROCEDIMIENTO

5.3.1 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL JUGO DE TORONJA IN
VIVO.

A continuacion se describen los grupos experimentales para este ensayo. Cada
grupo estuvo constituido por 3 organismos con las caracteristicas mencionadas al
inicio de este capitulo. Al grupo testigo negativo se le administré por la via oral
0.3 mL de agua destilada, el testigo positivo con 2.5 mg/kg de DAU, se administro
por via intraperitoneal. Tres grupos mas, se trataron con jugo de toronja recién
obtenido, en las dosis de 4.1, 20.8 y 41.6 nL/g respectivamente, esto con la
finalidad de observar el efecto del jugo de toronja per se sobre Ila
lipoperoxidacion. Otros tres grupos recibieron jugo de toronja en las mismas dosis
(4.1, 20.8 y 41.6 ni/g) y una hora mas tarde se administraron con DAU (2.5 mg/
kg). En estos 3 grupos es donde es probable observar el efecto antioxidante del
jugo de toronja. La conformacion de los grupos de trabajo se puede observar en

la figura 10.

Después de 6 horas de la administracion de los compuestos, los animales fueron
sacrificados y se les extrajo el higado para obtener sus microsomas. Una vez
obtenidas las muestras de microsomas, a cada una se le cuantificaron las proteinas
totales y por ultimo la cantidad de malondialdehido (MDA). Cada uno de los pasos

se describe a continuacioén.
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LOTE AGUA JUGO DE DAUNORRUBICINA
No. (uL) TORONJA (mg/kg)
(ML/9)
1 300 | e e
2 | e | e 2.5
3 | e 41 | e
4 | e 208 | -
5 | - 416 | 0 -
6 | - 4.1 2.5
2N e —— 20.8 2.5
8 | e 41.6 2.5

Figura 10. Distribucion de los grupos experimentales

5.3.2 OBTENCION DE MICROSOMAS

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y se les extrajo el higado;
cada 6rgano se pesé y se colocd en una solucién de cloruro de potasio (KCI) 150
mM a 4°C, en una proporcion de 1g de higado/3mL de KCI, posteriormente, cada
uno de los higados se cortdé en pequefas piezas y se homogeneiz6 durante 5
minutos. Las muestras se depositaron en tubos de plastico y se centrifugaron a
10, 000 g durante 10 minutos a 4° C. La pastilla se deseché y el sobrenadante se

centrifugé a 105, 000 g durante una hora a 4 °C.
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suspendié en amortiguador de fosfatos (pH=7.4) a 4 °C (al que se adicioné la
cantidad de mililitros de KCI que inicialmente tenian las muestras, es decir, se
conservd constante el volumen de KCI en proporcion 3:1) y los tubos se

centrifugaron nuevamente en las mismas condiciones (Bianchini y Wild, 1994).

De esta manera se obtuvo la fraccion microsomal, la cual se resuspendié en
amortiguador de fosfatos y se le adiciond acido etilendiaminotetracético 1 mM,
0.1 mM de 1,4-ditiotreitol y glicerol al 20%. Cada una de las suspensiones
obtenidas de acuerdo a lo descrito, se separaron en alicuotas de 100 nL y se

conservaron a —#0 °C (Bianchini y Wild, 1994).

Posteriormente, a cada una de las alicuotas se les cuantificaron las proteinas

totales, dato importante en la cuantificacion del MDA.

5.3.3 CUANTIFICACION DE PROTEINAS TOTALES

La cuantificacion de proteinas totales se llevé a cabo de acuerdo al método de
Bradford, el cual se basa en la unidon del colorante Azul de Coomassie y las
proteinas formando un complejo que puede ser detectado por espectrofotometria

(Kirazov y cols., 1993; Sapan y cols., 1999).

Cada determinacién se trabajo por triplicado de la siguiente manera: las muestras
se diluyeron hasta 1:20 en agua destilada en tubos de ensayo, posteriormente 20
puL de cada dilucién se mezclé con 1 mL de solucién diluida de Bradford (1:5).
Finalmente, se leyeron espectrofotométricamente a una longitud de onda de

595 nm (Sapan y cols., 1994).
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Se construy0d una curva de calibraciéon por medio de la cual se calcularon las
concentraciones de cada muestra. Cada punto se trabajé por triplicado de la
siguiente forma: se tomo el volumen equivalente a: 4 ng, 8 ng, 12 ng y 16ny de
albimina a partir de una solucion de albumina con una concentracion de 200
pg/mL y se transfirieron a tubos de ensayo, luego cada uno se mezcl6 con 1 mL
de solucion diluida de Bradford (1:5), se leyeron en el espectrofotdmetro y con las
absorbancias promedio leidas y utilizando el método de minimos cuadrados, se
calcularon los valores de la pendiente y la ordenada al origen de la ecuacion de
una linea recta (y = mx + b), asi, se conocié la concentracion de albimina
equivalente a las proteinas totales presentes en cada tubo. Finalmente, los valores
obtenidos fueron comparados estadisticamente por medio de la prueba de

Student- Newman- Keuls.

5.3.4 CUANTIFICACION DE MALONDIALDEHIDO

Por dltimo a cada muestra se le hizo la cuantificacion del MDA se llevo a cabo
mediante el ensayo de las sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS)
desarrollada por Kohn y Liversedge por primera vez y posteriormente modificada
por Ohkawa. Este ensayo se basa en la formacion de un complejo colorido entre
el malonaldehido procedente de la lipoperoxidacion microsomal y el reactivo acido
tiobarbitarico, el cual puede ser leido por espectrofotometria (Ohkawa y cols.,
1979).

El procedimiento se realizd por duplicado y consisti6 en lo siguiente: los
microsomas se colocaron en tubos de ensayo a una concentracion de 1 mg de
proteina por cada mL de volumen final y se incubaron a 37 ° C durante 1 hora en

bafio Maria; transcurrido este tiempo, a cada tubo se le agregaron 0.25 mL de
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acido tricloroacético al 40 % méas 0.25 mL de &cido tiobarbittrico (recién
preparado) al 0.2 %. Las muestras se agitaron y después se hirvieron durante 15
minutos, posteriormente se enfriaron en hielo durante 5 minutos y se les
agregaron 0.5 mL de acido tricloroacético al 70%, luego se dejaron reposar por 20
minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron por 20 minutos a 1500 rpm,
se retird el sobrenadante y se volvié a centrifugar a 3500 rpm. Finalmente, el
sobrenadante se leyd espectrofotométricamente a una longitud de onda de 532

nm (Du y Bramlage, 1992; Moore y Roberts, 1998).

Para calcular la concentracion de MDA en las muestras, se realizd6 una curva de
calibraciéon con 1,1,2,3,-tetraetoxipropano en cada determinacion y los datos
fueron tratados de la misma forma que para la <Hantificacion de proteinas

totales.”

5.3.5 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL JUGO DE TORONJA IN
VITRO.

Para llevar a cabo esta evaluacion se administraron 8 ratones con 0.3 mL de agua
destilada, a partir de los cuales se obtuvieron los microsomas hepéticos de la
misma forma que se describid en la seccion 5.3.2; “obtencién de microsomas™~
Las fracciones microsomales obtenidas se reunieron en una sola muestra para
cuantificar las proteinas totales por el método de Bradford descrito en la parte;
“Tantificacion de proteinas”y se separaron en alicuotas de 50 pL cada unay se

conservaron a —49° C.

En este experimento se utilizd como agente inductor de RL al conocido sistema

fierro (Il)-acido ascorbico (Fe/Asc). El testigo positivo consisti6 en mezclar
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amortiguador de TRIS ((0.2 M)/ KCI (150 mM)) a pH 7.0, microsomas hepéticos (1
mg proteina/mL), FeSO,4 al 0.4 pM y &cido ascorbico recién preparado al 0.3 mM

en un volumen final de 1.25 mL (Bishayee y Balasubramanian, 1971).

Como testigo negativo se incubaron microsomas, 10 pL de agua desionizada y

amortiguador de TRIS a pH 7.0.

La evaluacion de la antioxidacion del jugo de toronja consistio en agregar el
sistema inductor y jugo de toronja a diferentes concentraciones, detalladas en la

figura 11.

Después de preparar todos los sistemas anteriormente descritos, se incubaron a
37°C durante una hora y finalmente, se les cuantificé su nivel de MDA por medio
del ensayo TBARS, de la misma forma descrita para la determinacién de la
lipoperoxidacion en microsomas de raton in vivo (seccion 5.3.4: <ctantificacion de

malondialdehido®)? Cada sistema se llevé a cabo una sola vez.
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Tubo Agua TRIS/KCI |Jugo de | Microsomas Fierro

desionizada (ML) toronja (pL) /4cido
(pL) (ppm) ascorbico
(uL)

Testigo 10 221 | - s I I——

negativo

Testigo | - 106 | - 19 125

positivo

Jugode | @ --me—-- 221 266 19 | -

Toronja

Jugode | @ --me—-- 181 1332 19 | -eeee-

Toronja

Jugode | @ --me—-- 96 80 19 125

toronja +

Fe/Asc

Jugode | @ ---mmeeee- 86 160 19 125

toronja +

Fe/Asc

Jugode | @ --mmeeee- 76 240 19 125

toronja +

Fe/Asc

* Jugo de 181 266 19 40

toronja +

Fe/Asc

*Jugode | - 91 2664 19 40

toronja +

Fe/Asc

Los reactivos fueron agregados de izquierda a derecha, conforme lo indica el cuadro.

Figura 11. Distribucion de los sistemas para el estudio in vitro.

*En estos sistemas se incubd el TRIS/KCI, mas jugo de toronja y los microsomas,
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6. RESULTADOS

La oxidacion de los lipidos microsomales hepaticos da origen a diversos
subproductos, los cuales, a través de su cuantificaciébn en microsomas aislados,
permiten conocer el grado en el que este proceso se esta llevando a cabo, en los
organismos que han sido o no tratados con los compuestos en estudio. En nuestro
trabajo de investigacidn, el subproducto de la lipoperoxidacién de interés fue el
malondialdehido, el cual nos permitid realizar una comparaciéon entre los grupos

experimentales.

6.1 OBTENCION DE MICROSOMAS

Como primer resultado, obtuvimos las muestras microsomales de acuerdo a lo
descrito en el procedimiento. Para el estudio /n vivo a partir de cada uno de los
organismos, se obtuvieron aproximadamente 1000 yL de microsomas hepaticos
suspendidos en una solucion amortiguadora de fosfatos dentro de tubos
eppendorff. Posteriormente, a cada alicuota se le cuantificaron las proteinas, cuyos
resultados se explican adelante. Para el ensayo /n vitro se obtuvieron
aproximadamente 60 pL de muestra por cada organismo los cuales se juntaron
para obtener una sola muestra microsomal homogénea en solucion amortiguadora

y ésta se dividié en alicuotas de aproximadamente 50 L en tubos eppendorff.
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6.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS

La figura 12 muestra los resultados obtenidos en el ensayo in vivo. Se elabor6 con
los promedios de las concentraciones de proteinas totales por cada lote. Las
determinaciones varian entre 7.72 mg / mL y 13.46 mg / mL en los grupos

experimentales.

Con relacidn al estudio /in vitro, la concentracidon proteica promedio de la mezcla

homogénea de microsomas para el ensayo fue de 16.71 mg / mL.

Cabe mencionar que para el ensayo in vivo, se determind la concentracion final de
proteinas a cada una de las muestras provenientes de cada organismo, a
diferencia del ensayo /in vitro, donde al juntarse todas las muestras se obtuvo una
sola mezcla y una misma concentracion proteica. Ambos por medio del método de
Bradford.
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PROTEINAS TOTALES (mg/mL)
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—

JT (1) JT (2) JT (3) JT(1)+DAU JT(2)+DAU JT(3)+DAU DAU AGUA

Figura 12. Promedio de las concentraciones de proteinas totales en cada uno de los grupos experimentales tratados
con agua, daunorrubicina (DAU), jugo de toronja (JT) y sus combinaciones.

JT(1) = 4.1 yL/g de IT. JT(2)= 20.8 pL/g de JT. JT(3)=41.5 uL/g de JT. DAU=2.5 mg/kg.

46




6.3 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL JUGO DE TORONJA IN
VIVO.

Este estudio se realizd con los microsomas hepaticos de los ratones que se
administraron con agua, jugo de toronja a las dosis 4.1 uL, 20.8 uL y 41.6 pul/kg
y/o DAU (2.5 mg/kg). Los valores promedio de la concentracion de

malondialdehido obtenidas para esta evaluacion, se registraron en la figura 13.

La prueba estadistica que se utilizd para analizar las diferencias fue la de Student-

Newman — Keuls, con un o = 0.05.

Inicialmente, el testigo negativo tuvo un valor de 1.8 uM, a diferencia del testigo
positivo, en el cual se observa un incremento de 2.36 veces el valor del grupo
tratado con agua, lo cual demuestra que la DAU en la dosis administrada funciond

como inductor de lipoperoxidacion de los organismos tratados.

Con relacion al jugo de toronja, en la misma figura se observa que administrado a
las dosis 4.1, 20.8 y 41.6 uL / g (JT1, JT2 y JT3), alcanzd concentraciones de
0.42 uM, 0.46 uM, 0.72 pM de malondialdehido respectivamente.  Estas
concentraciones son aun menores a los del lote testigo negativo tratado con agua,
pero entre ambos lotes no se presentaron diferencias estadisticamente
significativas, resultados que muestran que el jugo de toronja per se no produjo

lipoperoxidacion.

En la figura 14 se observan los valores promedio de las concentraciones de
malondialdehido obtenidos en los grupos experimentales administrados con las 3
combinaciones del jugo de toronja mas la DAU. El testigo negativo (agua)

continla
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Figura 13. Lipoperoxidacidon producida por el jugo de toronja en microsomas hepaticos de ratones tratados con jugo
de toronja (JT), agua y daunorrubicina (DAU).

JT(1)= 4.1ul/g de JT. JT(2)= 20.8 uL/g de JT. JT(3)= 41.5 ulL/g de JT.

*diferencia estadisticamente significativa con respecto al control positivo por medio de la prueba de Student-
Newman-Keuls (a=0.05). ** diferencia estadisticamente significativa con respecto al control negativo por medio de
la prueba de Student-Newman-Keuls (a.=0.05).

48




con un valor de 1.8 uM, mientras que el testigo positivo (DAU) tuvo un valor de
4.26 pM.

La concentracion de malondialdehido observada en la primer combinacién: JT1 +
DAU (4.1 pL/g mas 2.5 mg/kg de DAU) fue de 2.32 pM y estadisticamente
significativa con respecto al control positivo (DAU), no mostré diferencia

significativa con respecto al control negativo (Figura 14).

En la segunda combinacion: JT2 + DAU (20.8 pyL/g mas 2.5 mg/kg de DAU) se
produjo una concentracidon similar a la anterior (1.73 pM). Finalmente, en el
Ultimo lote: JT3 + DAU (41.6 pL/g mas 2.5 mg/kg de DAU) nuevamente se
presentd diferencia significativa en el nivel de malondialdehido (1.89 uM), en
comparacion con el que mostré la DAU (Figura 14). En general, los resultados
descritos establecen un efecto protector del jugo de toronja contra la oxidacién

producida por la DAU.
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X %k

[UM] DE MALONDIALDEHIDO

X %k

AGUA

DAU

JT(1)+DAU

JT(2)+DAU

JT(3)+DAU

Figura 14. Efecto del agua, la daunorrubicina (DAU) y el jugo de toronja (JT) sobre la concentracion del
malondialdehido derivado de la lipoperoxidacion /in vivo.

JT(1)+DAU= 4.1 ulL/g de JT+ 2.5mg de DAU.

de la prueba de Student-Newman-Keuls (a=0.05).

JT(2)+DAU= 20.8 uL/g de JT+ 2.5mg de DAU.
41.6uL/g de JT+ 2.5mg de DAU. *diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo por medio
** diferencia estadisticamente significativa con respecto al

testigo negativo por medio de la prueba de Student-Newman-Keuls (a.=0.05).
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6.4 EVALUACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DEL JUGO DE TORONJA IN
VITRO.

Este estudio se realizd con microsomas hepaticos de raton, en los cuales se
evaluaron diferentes concentraciones de jugo de toronja (Figura 11), para
determinar su efecto antioxidante frente a la lipoperoxidacion producida /in vitro
por el sistema Fe/Asc. Los valores de la concentracion de malondialdehido que se

obtuvieron en el estudio, se registraron en la Figura 15.

Para la estandarizaciéon del sistema inductor de RL se utilizaron varias
concentraciones de H,O, como oxidante, pero no se obtuvieron los resultados
deseados, asi que se probd con FeSO, y acido ascorbico a diferentes
concentraciones y varios pH’s hasta que se encontrd el sistema correcto (TRIS
((0.2M)/ KCI (150mM)) a pH 7.0 + FeSO4 al 0.4 uM + acido ascorbico recién
preparado al 0.3 mM), por lo que el homogeneizado microsomal fue insuficiente,

asi que, el ensayo sdlo se pudo llevar a cabo una sola vez.

En la citada figura, observamos que el valor del testigo positivo fue de 10.25 uM,
mientras que el testigo negativo tuvo 0.36 UM, como se puede observar, la
diferencia es de 28.47 veces entre ambos, lo cual confirma que el sistema FeSO4
(0.4 yM) - acido ascodrbico (0.3 mM), funciond como inductor de la lipoperoxidacion

en los microsomas.

En la misma figura se observa que la menor concentracién de jugo de toronja
(barra A) produjo una cantidad de malondialdehido menor a la que se observd en
el testigo negativo y que el testigo positivo, lo que indica que a esta concentracién
el jugo de toronja no produjo lipoperoxidacién. Una situacion similar se observo al
evaluar la concentracion mas alta de jugo de toronja (barra B), en este caso, el

valor fue semejante al del testigo negativo, y es 25.4 veces menor que el
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correspondiente al positivo. En resumen, el jugo de toronja no es un agente

lipoperoxidante /n vitro.

Por lo que respecta al efecto inhibitorio del jugo de toronja sobre la
lipoperoxidacion producida por el sistema Fe/Asc, los resultados muestran que las
dos concentraciones mas bajas del jugo de toronja no tuvieron efecto sobre el
valor obtenido en el testigo positivo, sin embargo, la concentracion mas alta de
jugo de toronja (266 ppm) redujo la lipoperoxidacion inducida por Fe/Asc cerca de
un 50% (barra C), y con la siguiente concentracion (2664 ppm), la reduccién fue
similar(barra D), es decir, las 2 concentraciones mas altas del jugo de toronja

mostraron un efecto antilipoperoxidante.
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Figura 15. Efecto del agua, la daunorrubicina (DAU) y el jugo de toronja (JT) sobre la concentracion de
malondialdehido derivado de la lipoperoxidacion en microsomas hepaticos in vitro.

C+=2.5 mg/kg de DAU. C-=agua. A=266 ppm JT. B=1332 ppm JT. C=266 ppm JT+ fierro(II)/acido

ascorbico (Fe/Asc).  D=2664 ppm JT+Fe/Asc.  E=266 ppm JT(30 minutos incubacion)  F=2664 ppm JT(30
minutos incubacién)+Fe/Asc.
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7. DISCUSION

La lipoperoxidacion es el proceso en el que los lipidos reaccionan con los radicales
libres generando diversos subproductos que pueden ser cuantificables usando
diferentes herramientas, como la espectroscopia, quimioluminiscencia,
cromatografias de gases y liquidos e incluso técnicas inmunoldgicas. En este
trabajo se utilizd la cuantificacion del malondialdehido por espectrofotometria,
como marcador de la lipoperoxidacion, por medio del ensayo TBARS, debido a que
es un ensayo econdmico, sencillo de ejecutar y con una alta sensibilidad (Bianchini
y Wild, 1994)

Con respecto al efecto antioxidante de la toronja, en 1986 se realizaron estudios
en los que a partir del jugo, se obtuvieron extractos alcohdlicos de los cuales se
aislaron parte de sus flavonoides, demostrando poseer actividad antioxidante
(Tirillini, 2000).

Posteriormente se compararon las caracteristicas antioxidantes de varios citricos
mediante la determinacién del potencial antioxidante (TRAP), uno de estos citricos
fue la toronja y los resultados indicaron que el fruto sin cascara posee dicho

potencial (Gorinstein y cols., 2001).

En otro estudio se obtuvo un extracto en agua-metanol a partir de la toronja y se
le midié su actividad antioxidante por medio de tres ensayos, uno de ellos fue el
efecto antioxidante equivalente al Trolox®, un antioxidante estandar, el sequndo
fue la habilidad reductora de un complejo férrico y el tercero basado en la
oxidacion de una proteina fosforescente; en dichos ensayos el extracto también
mostrd su actividad antioxidante, aunque fue menor al observado en otros frutos
(Garcia y cols., 2001).
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Poco tiempo después se publicd la cuantificacion de la actividad antioxidante total
de extractos fitoquimicos de varios frutos, entre ellos la toronja, esta medicién se
llevd a cabo por medio de un ensayo en el que se generaron radicales peroxil por
termdlisis de un compuesto estandar, los cuales fueron atrapados por el extracto
de la toronja y los resultados revelaron que el extracto de la toronja posee dicha
actividad (Suny cols., 2002).

Por otro lado, algunos de los compuestos que integran la toronja en su forma
individual han demostrado esta propiedad; tal es el caso de compuestos como la
naringina, las vitaminas A, C, E, B- carotenos y los minerales (Alvarez, 2002;
Gorinstein, cols., 2001; Jeon, 2002;Tian y cols., 2002; Tirillini, 2000).

Cabe mencionar que descartamos que el jugo de toronja fuera capaz de inducir la
lipoperoxidacion por si mismo a través del ensayo en el cual se midieron los niveles
del MDA de microsomas hepaticos de ratones administrados Unicamente con jugo
de toronja, con lo cual concluimos que el jugo de toronja no induce

lipoperoxidacion a las dosis de 4.1 a 41.5 ul/g, por via oral (Alvarez, 2004).

El jugo de toronja demostrd poseer un efecto inhibitorio de la lipoperoxidacion
producida por la DAU con las tres dosis utilizadas, aunque solo dos de ellas fueron
estadisticamente significativas. En nuestro sistema, la DAU constituye una fuente
extrinseca de RL, debido a que posee una estructura quinona que puede ser
reducida quimica o enzimaticamente formando un radical libre semiquinona, el cual
al reaccionar con el oxigeno resulta en la formacion de radicales "0,°, H,O, y "OH°
(Fraga y Oteiza, 2002; Marian y Matkovics, 1982) metabolitos que le confieren una
alta toxicidad.  Carifio (2002) demostrd, por medio del ensayo cometa que la

genotoxicidad aguda de la DAU se produce principalmente en el higado alcanzando
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un maximo a las 12 horas posteriores a su administracion intraperitoneal.  Por
otro lado, los estudios sobre la interaccion entre el jugo y diversos farmacos se
presenta minutos después de su administracidn y continla hasta 10 horas después
(Giorgi y cols., 2003).

Son diversas las investigaciones acerca de la capacidad antioxidante de com-
puestos que también se encuentran en la toronja, por ejemplo, se demostroé que
la vitamina E (a- tocoferol), inhibid la lipoperoxidacién en diferentes condiciones.
Por ejemplo, protegid contra la lipoperoxidacion de la membrana de nucleos
aislados (Tirmenstein y Reed, 1989) y ademas en un sistema /in vitro a una
concentracion de 10 pM inhibid la inducida con adriamicina (Mimnaugh y cols.,
1985), un analogo de la DAU, intimamente relacionado con ésta, ya que sdlo se
diferencia porque tiene un grupo OH en vez de un H en el C2 del grupo oxoradical
en la aglicona, sin embargo ambos comparten la misma estructura quinona y rutas

metabodlicas causantes de la produccion de los RL.

En un cultivo de hepatocitos de rata, al cual se le agregé «-acido linoléico y a-to-
coferol, se observo reduccion de la lipoperoxidacion inducida con 50 uM del mismo
antibidtico (Furuno y cols., 1998). Ademas, la misma combinacidon en estudios /n
vivo inhibid la lipoperoxidacién causada por el mismo compuesto y protegié contra
sus efectos toxicos letales en ratas y ratones (Myers y cols., 1997). A este
respecto, la suplementacion oral de vitamina E (10, 45 o 200 mg/kg de peso
corporal por dia) disminuyd proporcionalmente el incremento de la produccion de
malondialdehido e incrementd la actividad de la superdxido dismutasa en los

eritrocitos de ratones administrados con adriamicina (5 mg/kg).

Otro estudio reveld que la administracion de un derivado de la vitamina E,

equivalente a 10-50 mg de vitamina E/kg, disminuyd la cantidad de
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malondialdehido producido por adriamicina (Quiles y cols., 2002). Mas
recientemente, también se demostré que 35, 75 y 125 ppm de vitamina E,
disminuyeron la lipoperoxidacion /n vitro del acido linoléico entre 24 y 240 horas,
observandose la mayor inhibicién a las 24 horas (71.54% con 125 ppm)(Carifo,
2002).

La vitamina E es un importante agente secuestrador de radicales perdxidos,
oxigeno singulete y otras especies reactivas de oxigeno en las fases lipidicas
bioldgicas (Garcia y cols., 2001), por lo que es probable que participe en el
resultado del presente estudio, sin embargo, debido a que el jugo contiene otros
componentes, también es factible la interaccion con uno o mas compuestos para

aumentar o disminuir la actividad.

Una de dichas interacciones es la reduccién de la vitamina E por agentes
reductores solubles en agua, tales como la vitamina C, la cual por si sola ha
demostrado una importante accion antioxidante en sistemas /n vitro (Garcia y cols,
2001). Por ejemplo, el compuesto previno la lipoperoxidacion en cultivos celulares
de higado de rata (Huang y May, 2003), también en células neuronales (Li y May,
2003), y en humanos. El consumo de 2g/dia, disminuyd los sintomas, la
intensidad y la duracién del catarro, al neutralizar los oxidantes liberados por los
neutrofilos, ya que esta vitamina es el antioxidante mas importante en el plasma
humano (Pino y cols., 2000). Por otro lado, la administracion intraperitoneal de
una mezcla de 2g/kg de acido ascérbico mas 5 mg/kg de adriamicina a ratones,
inoculados con células leucémicas L1210, fue positiva ya que redujo la produccion
de malondialdehido en higado y aumentd la supervivencia de los ratones, sin

interferir con su potencial antineoplasico (Fujita y cols., 1982).
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La cantidad ingerida de acido ascdrbico (35 mg/100g) en el jugo de toronja pudo
contribuir en la regeneracion de otros antioxidantes. A este respecto, Lykkesfeldt
(2002), administro dos grupos de cerdos de guinea con dos regimenes dietéticos,
uno con 36 mg de vitamina C/kg como dieta deficiente en dicha vitamina y otro
con 1036 mg/kg como dieta normal. El estudio se efectué durante 30-34 dias y
posteriormente se midieron los niveles de vitamina E, de glutation, la actividad de
la enzima superdxido dismutasa y como indice de lipoperoxidacion se cuantifico el
malondialdehido en higado; se observd que la deficiencia de vitamina C disminuyd
la concentracion de vitamina E y de glutation y que los niveles de malondialdehido
incrementaron significativamente en el higado, con respecto al grupo con dieta

normal de vitamina C.

A bajas concentraciones el acido ascorbico puede contribuir con agentes oxidantes.
A este respecto, en un estudio /n vitro evaluamos la capacidad antioxidante del
jugo de toronja por medio del ensayo TBARS en el cual se logro la induccion en un
sistema que involucra TRIS (0.2 M)/KCI (150 mM) a pH 7.0, microsomas hepaticos
y finalmente los agentes oxidantes, es decir, el FeSO; vy el acido ascérbico. Bajo
estas condiciones el jugo de toronja disminuyd la concentracidon de
malondialdehido con respecto al control positivo en los microsomas que estuvieron

en contacto con tales agentes oxidantes.

Aunque el ensayo se realizd una sola vez, los resultados en cuanto al efecto
antioxidante coinciden con el ensayo /n vitro llevado a cabo por Alvarez en el 2004,
por medio de la concentracion del malondialdehido, el jugo de toronja disminuyd

los efectos de la DAU.

Por otra parte, con respecto a la vitamina A, se demostrd en estudios recientes

que previno los disturbios provocados por la lipoperoxidacion en ratas diabéticas,
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lo cual fue probado a través del ensayo TBARS (Zobali y cols., 2002). Con respecto
al B-caroteno se ha reportado que reduce la lipoperoxidacién producida por la
adriamicina en microsomas hepaticos de ratas (Quiles y cols., 2002). El retinol
también ha ofrecido buenos resultados en varios tejidos de rata, tales como
microsomas hepaticos, corazon, membranas cerebrales y bazo (Quiles y cols.,
2002).

El B-caroteno, también llamado provitamina A, tiene una fuerte accién antioxidante
gue se reconoce por la neutralizacién del oxigeno singulete por un mecanismo de
transferencia de energia radical, formacion de un triplete de vitamina A y
posteriormente, disipacion de esta energia, con regeneracion de la vitamina.
Aunque la eficiencia de esta vitamina no es alta con respecto a otros compuestos
del grupo, es posible que su presencia en el jugo influyera en los resultados del

trabajo (Garcia y cols., 2001).

Como ya describimos, las vitaminas A, C y E tienen actividad antioxidante en
forma aislada pero también actian sinérgicamente cuando se combinan, bajo
estas condiciones se demostrd la inhibicion de la lipoperoxidacion en tejido
pancreatico de hamsters sirios, asi como de cancer pancreatico (Wenger y cols.,
2001). Estos datos apoyan la posibilidad de cooperacion entre los componentes

del jugo de toronja por incrementar su antioxidacion.

Por otro lado, los flavonoides también son reconocidos como antioxidantes. Al
respecto se ha demostrado la actividad de una flavonona predominante en la
toronja, la naringina. Ueng y cols. (1999) demostraron el efecto quimiopreventivo
de este compuesto contra varios pro-oxidantes y, Ratty y Das (1988), mostraron
que actia como un atrapador de "O," y contra los hidroperdxidos, pero, ademas,

también presenta un efecto economizador de la vitamina E (Kanno y cols., 2003).

59



La naringina es un agente que puede presentar varias acciones, como se demostrd
en células leucémicas en cultivo, donde inhibid la citotoxicidad, la apoptosis y la
lipoperoxidacion inducida por H,0,, ademas, se observd que la toxicidad del H,0,
depende del nivel de glutation reducido y que la naringina juega un papel
importante al incrementar la actividad de enzimas como la superdxido dismutasa,

la catalasa y la glutation peroxidasa.

Los autores especulan que puede afectar la expresion de los genes para aumentar
la capacidad del sistema antioxidante enddgeno (Kanno y cols., 2003) Estos datos
son afines a otro estudio en el que se presentd la inhibicion dosis dependiente de
la xantina oxidasa, enzima que participa en la toxicidad de la DAU produciendo los
RL (Russo y cols., 2000).

Por otro lado, la naringina, también ha mostrado un efecto inhibitorio (dosis
dependiente) sobre la formacién del "0,°, aunque en porcentajes menores que el

logrado por otros flavonoides.

En sintesis la informacidon sobre la naringina sugiere que ademas de su capacidad
antioxidante, contribuye a la regeneracion de la vitamina E y potencializa los
antioxidantes enddgenos, por lo que su participacion en el efecto del jugo de

toronja puede ser relevante (Kanno y cols., 2003; Russo y cols., 2000).

Por ultimo, en el jugo de toronja, se encuentran metales como el cobre, hierro y
zinc, y estos forman parte del nicleo activo de las enzimas antioxidantes
(Rodriguez y cols., 2001). El zinc es uno de los metales relacionados con este
proceso, su eficiencia radica en competir con el hierro por sitios celulares en los

gue actuaria generando RL y al reemplazar al hierro previene su ciclo reductivo y
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disminuye la oxidacién de los lipidos. Esta accion se probd /n vitro por medio del
TBARS, con el que se observd una inhibicién de un 40%, en liposomas incubados

en presencia de hierro (Fraga y Oteiza, 2002).

Como ya se menciond, el jugo de toronja posee diferentes cantidades de
vitaminas, carotenos y polifenoles, compuestos que de acuerdo a Pineda y cols.,
(1999) son los principales antioxidantes presentes en frutas y vegetales. Por lo

tanto, es de esperarse un importante efecto del jugo de toronja.

La informacion que se ha expresado establece la capacidad antioxidante de
compuestos que conforman al jugo de toronja, lo que explica nuestros resultados.
En este sentido, es conveniente relacionar esta accidon con la capacidad
antigenotodxica del jugo de toronja, al respecto nuestro laboratorio ha determinado
una alta inhibicién de los micronucleos producidos por la DAU vy la ifosfamida en
raton (Alvarez, 2004); la actividad que ha sido confirmada al estudiar la inhibicién
del intercambio de cromatidas hermanas. Estos hallazgos sugieren una conexién
entre la antimutagénesis y la antioxidaciéon, y permiten suponer que el jugo de
toronja puede ser un agente quimiopreventivo. Sin embargo, para llegar a esta
propuesta es necesario confirmar su efecto sobre otros mutdgenos y aplicar

modelos bioldgicos que evallen su accién a largo plazo.
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8. CONCLUSIONES

El jugo de toronja no indujo lipoperoxidacion en microsomas hepaticos in vivo a
las dosis4.1nLa 41.6 nL/g.

La daunorrubicina (2.5 mg /kg) indujo lipoperoxidacién sobre microsomas

hepaticos de ratdn in vivo.

El jugo de toronja (4.1 ., 20.8 nL y 41.6 niL / g) redujo la lipoperoxidacion
causada por la DAU (2.5 mg /kg) in vivo.

Se indujo la lipoperoxidacion por medio de TRIS (0.2 M) /KCI (150 mM) a pH
7.0 mas FeSO, (0.4 pM) y el acido ascorbico (0.3 mM) en un sistema

microsomal in vitro.

266 ppm y 2664 ppm de jugo de toronja inhibieron la lipoperoxidacion inducida

con el sistema antes descrito sobre microsomas hepaticos in vitro.
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