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       introducció 
   
   

1. L’oxigen. 
L’oxigen  (O2)  (Figura  1),  molècula  essencial  per  a  la  majoria  de  formes  de  vida, 

proporciona  a  l’organisme  l’energia  necessària  que  li  permet  fer  viables  totes  les 

funcions metabòliques. Aquesta energia deriva de  la  reducció de  l’O2 per 4 electrons 

generant aigua, reducció que es dóna en la cadena de transport mitocondrial (Figura 5). 

No  obstant  això,  l’oxigen  pot  ser  potencialment  nociu  si  aquesta  reducció  no  és 

complerta,  i dóna pas a  la generació de  radicals  lliures  i espècies  reactives d’oxigen, 

conjuntament  denominades  ROS  (Reactive  Oxygen  Species).  ROS,  és  el  terme  que 

s’aplica col∙lectivament a les molècules químiques radicals i no radicals que són agents 

oxidants i/o són fàcilment convertits a radicals. 

 

Aquesta potencial toxicitat de l’oxigen deriva de les propietats que li confereix la seva 

estructura  molecular  (Figura  1).  Químicament,  l’oxigen  és  un  birradical  altament 

reactiu per la presència de dos electrons desaparellats en el darrer orbital antienllaçant 

(2pπ*).  

 

 

 
 

Figura 1. Diagrama d’orbitals energètics de la molècula O2. 
S’observa  la presència de   dos  electrons desaparellats  en 
l’orbital 2pπ*. 
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2.  Formació de ROS. 

2.1. Anió superòxid (O2•‐). 
L’anió  superòxid  (O2•‐)  és  la  primera  espècie molecular  que  es  forma  pel  procés  de  

reducció  univalent  de  l’oxigen  (Figura  2).  Aquesta  espècie  es  genera  de  forma 

predominant a la cadena de transport mitocondrial en dues localitzacions possibles: el 

complex NADH deshidrogenasa i el complex citocrom bc1 [1].  

 

Aquest  radical no  és particularment  reactiu  respecte altres ROS. Tanmateix,  tant per 

reacció  espontània  com  a  través de  reaccions  enzimàtiques de dismutació  es  genera 

peròxid d’hidrogen (H2O2) i O2 [2,3]. 

 

 

 
2O

 

 
 

Figura  2.  Formació  i  efecte  de  les  ROS.  O2:oxigen;  O2•‐:  anió 

superòxid;  •OH:  radical  hidroxil; NO•:radical  nitrosil; ONOO‐:  ió 

nitrat. 

 

2.2. Peròxid d’hidrogen (H2O2). 
El peròxid d’hidrogen (H2O2) es forma directament per transferència de dos electrons 

(reducció divalent) a l’oxigen per acció de diferents oxidases (urat oxidasa, monoamina 

oxidasa  i xantina oxidasa) (Figura 2). L’estructura química del peròxid d’hidrogen no 

ens  permet  referir‐nos‐hi  pròpiament  com  a  radical  lliure,  atès  que  no  posseeix 

electrons desaparellats. Tanmateix, a  causa de  la  seva  reactivitat,  sí que es  considera 

inclòs en el grup de ROS. Si el comparem amb els radicals lliures que per definició ho 
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són  (anió  superòxid,  radical hidroxil,  etc...),  l’H2O2  és  relativament  estable,  essent  la 

seva principal característica la facilitat de difusió a través de les membranes cel∙lulars. 

És  important  tenir  en  compte  que  en  presència  de  metalls  de  transició  en  estat 

d’oxidació baix, com el Cu+ o el Fe2+, l’H2O2 pot sofrir la reducció a anió hidroxil (‐OH) 

per  la  reacció  de  Fenton,  generant  així  el  radical  hidroxil  (•OH)  [3]  (Figura  3), 

d’elevadíssima reactivitat. 

 

Els  anions  superòxid  presents  poden  esdevenir  en  aquest  cas  agents  reductors, 

generant aquests ions metàl∙lics en la denominada reacció de Haber‐Weiss  [4] (Figura 

3). Aquests metalls, passaran a ser substrats per a la reacció de Fenton que s’ha descrit 

anteriorment. 
                             

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3.  Reaccions  de  Fenton  i  de  Haber‐Weiss.  La  presència  d’ions metàl∙lics 

possibilita  la generació de  radicals hidroxil  (•OH)  a partir de peròxid d’hidrogen 

(H2O2). 
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2.3. Radical hidroxil (•OH). 
El radical hidroxil (•OH), a més dels mecanismes descrits en figures 2 i 3, es pot formar 

també  a  partir  de  la  fissió  hemolítica  de  l’H2O2  per  acció  de  la  llum  ultraviolada  i 

l’hidròlisi de  l’aigua per  radiació  ionitzant de  certs  agents  químics  [3]. És  el  radical 

d’oxigen més potent pel que fa a la seva reactivitat i això li confereix una capacitat molt 

alta de reaccionar inespecíficament amb una gran diversitat de molècules biològiques ( 

DNA,  carbohidrats,  àcids grassos poliinsaturats de membrana)  esdevenint  el  radical 

més actiu, i per tant més perillós, entre totes les ROS. 

 

2.4. Fonts de ROS. 
Les ROS es poden generar per fonts exògenes, factors mediambientals,  i/o endògenes 

per  l’activitat  de  les mateixes  cèl∙lules,  producte  de  la  seva  acció  directe  o  com  a 

productes secundaris de reaccions del metabolisme (Taula 1).  

 

        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTS D’ESPÈCIES REACTIVES D’OXIGEN (ROS)

CEL·LULARS NO CEL·LULARS
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Complexes NADH-oxidases

Cèl·lules fagocítiques

(macròfags i neutròfils)

β-oxidació en peroxisomes

Síntesi de prostaglandines

(lipoxigenases; cicloxigenases)

Citocrom P450

(reaccions de detoxificació)

Radiació ionitzant

Tabaquisme

Radiació UV

Pol·lució

Sals metàl·liques

FONTS D’ESPÈCIES REACTIVES D’OXIGEN (ROS)

CEL·LULARS NO CEL·LULARS

Cadena de respiració mitocondrial

Complexes NADH-oxidases

Cèl·lules fagocítiques

(macròfags i neutròfils)

β-oxidació en peroxisomes

Síntesi de prostaglandines

(lipoxigenases; cicloxigenases)

Citocrom P450

(reaccions de detoxificació)

Radiació ionitzant

Tabaquisme

Radiació UV

Pol·lució

Sals metàl·liques

Radiació ionitzant

Tabaquisme

Radiació UV

Pol·lució

Sals metàl·liques

 

 

 

Taula  1.  La  generació  de  ROS  pot  ser  a  partir  de  fonts  endògenes 

(cel∙lulars) com de fonts exògenes (no cel∙lulars).   
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Ja  s’ha  comentat  que  la  font més  important  de  producció  endògena  de  ROS  és  la 

cadena de  respiració mitocondrial. Malgrat el  fet que aquesta és altament eficient,  la 

naturalesa  dual  de  les  reaccions  redox  catalitzades  pels  complexos  mitocondrials 

predisposa  cada  complex  a  reaccions  secundàries  amb  l’oxigen molecular. Un  petit 

percentatge  (1‐2%)  dels  electrons  que  passen  a  través  de  la  cadena  de  transport 

mitocondrial  s’escapen  i  es  combinen  amb  l’oxigen  per  formar  ROS  [5,6]  pels 

mecanismes que s’han descrit. 

 

Un  sistema  endogen  productor  d’O2.‐  és  el  complex  nicotinamida  dinucleòtid  fosfat 

(NADPH)‐oxidasa  i  les  ROS  produïdes  juguen  un  paper  clau  en  l’eliminació  de 

microbis  i  agents  foranis  nocius  [7,8].  D’altra  banda,  cèl∙lules  fagocítiques  com  els 

neutròfils  i macròfags  tenen un  sistema únic de producció d’anions  superòxid  (O2•‐) 

que  resulta  en una  explosió  respiratòria que  s’activa  en  cas d’inflamació,  infeccions, 

entre altres.  

 

Altres  fonts  intracel∙lulars  de  ROS  són  els  peroxisomes,  orgànuls  responsables  de 

l’oxidació d’àcids grassos de cadena  llarga, produint H2O2 com a subproducte  [9]  i, a 

través de  les  lipooxigenases, de  la síntesi de  l’àcid araquidònic. Per tant,  la producció 

de  ROS,  en  general,  deriva  principalment  de  subproductes  que  estan  en  constant 

formació, producte tant de la gran quantitat de  fosforil∙lacions oxidatives com per una 

varietat d’oxidases necessàries per a suportar el metabolisme aerobi.  

 

Les  fonts  exògenes de ROS  són  els  agents  contaminants  (pol∙lució),  tabaquisme, que 

resulten en una mescla potent d’òxids de nitrogen (NO•) i radicals hidroxil (•OH)  sals 

de ferro (substrats per a les reaccions de Fenton i Haber‐Weiss), radiacions ultraviolada 

i ionitzant [9,10] (Taula 1). 
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3. Dianes de les ROS. 

Les ROS,  altament  nocives  per  als  organismes  vius,  poden  atacar  gairebé  qualsevol 

macromolècula  i  estructura  cel∙lular.  Les  espècies  reactives  derivades  de  l’oxigen 

molecular són beneficioses per a diferents processos en animals superiors, en insectes i 

en les plantes. No obstant això, la seva elevada reactivitat converteix aquests metabòlits 

actius  en  agents  citotòxics  induint  la  destrucció  indiscriminada  de macromolècules 

cel∙lulars com  fosfolípids, proteïnes  i àcids nucleics mitjançant un procés  ràpidament 

propagable  de  peroxidacions  lipídiques  que  resulten  en  productes  citotòxics  i 

potencialment mutagènics  [11,12]. En  l’àmbit  cel∙lular,  les ROS  interfereixen  amb  els 

processos  cel∙lulars normals  conduint  a disfuncions mitocondrials,  i  a  conseqüències 

cel∙lulars més greus, com la mort programada (apoptosi), o la mort per necrosi [13,14] . 

 

La  reactivitat de  les ROS davant del DNA  esdevé  en  la  formació d’entrecreuaments 

DNA‐proteïna, danys a l’enllaç desoxirribosa‐fosfat i modificació química de  les bases 

purines  i pirimidines  [15]. Aquestes bases modificades oxidativament poden  resultar 

en mutacions al genoma, mentre que l’oxidació d’unitats desoxirribosa poden induir a 

l’alliberament de la base o a la fragmentació de les cadenes del DNA. En aquest sentit 

els  biomarcadors  més  emprats  per  avaluar  el  dany  oxidatiu  al  DNA  inclouen  la 

quantificació de  la 8‐oxo‐7‐hidro‐2’‐desoxiguanosina  (8‐oxodG)    i  l’ús del denominat 

“Comet  assay”  [16].  Les  lesions  oxidatives  al  DNA  són  tant  citotòxiques  com 

mutagèniques,  i  contribueixen  substancialment  al  procés  d’envelliment,  generació 

tumoral i malalties cardiovasculars [17,18] (Figura 4). 

 

Les  ROS  també  poden  reaccionar  amb  les membranes  cel∙lulars  i modificar  la  seva 

fluïdesa i permeabilitat per reacció amb els lípids que la conformen, en el que es coneix 

com reacció de peroxidació  lipídica  [19]. A més, els peròxids  lipídics que en resulten 

poden descomposar‐se fàcilment, seguint el patró d’una reacció en cadena, en diverses 

subespècies  reactives,  com  els  radicals  alcoxil  lipídics,  aldehids  (malondialdehid  ‐

MDA‐), alquens, epòxids lipídics i alcohols. Aquests radicals són tòxics per si mateixos  
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i poden servir com a segons missatgers per induir i alhora augmentar la magnitud  del 

dany oxidatiu original [20]. 
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Figura  4.  Sota  condicions normals,  la  cèl∙lula  és  capaç de detoxificar  radicals però davant una  situació 
d’acumulació de ROS es produeixen canvis en macromolècules  i en  l’ambient cel∙lular, que  resulten, en 
darrer terme a mutacions oncogèniques que contribueixen així a la patogènesi del càncer i a la progressió 
tumoral. Com es mostra a la figura, modificacions químiques del DNA cusen canvis en l’especificitat dels 
ponts  d’hidrogen,  productes  derivats  de  l’apertura  d’anells  de  les  bases  purines  i  fragmentació  en 
pirimidines que bloquegen la replicació del DNA, i els canvis conformacionals del DNA disminueixen la 
precisió en la replicació per DNA polimerases. D’altra banda, el dany oxidatiu a proteases i l’insult oxidant 
als teixits pot produir progressió tumoral i metàstasi. 
 

Les proteïnes representen una altra diana clau per a les ROS. L’estructura, així com els 

grups  funcionals de  les proteïnes,  es modifiquen  a  través d’interaccions  amb ROS o 

productes  de  la  peroxidació  lipídica.  Aquest  dany  oxidatiu  no  tan  sols  causa  una 

pèrdua de la funcionalitat proteica, sinó que també contribueix a un dany secundari en 

processos cel∙lulars que s’hi relacionen [21,22]. 
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4. Estrès oxidatiu. 
Quan  es  dóna  una  acumulació  excessiva  de  ROS,  la  pertorbació  o  debilitació  dels 

sistemes de defensa antioxidants naturals de la cèl∙lula, o ambdues, es crea una situació 

en la que el balanç redox, bàsic per a l’homeòstasi cel∙lular normal, s’altera, esdevenint, 

així, “l’estrès oxidatiu”. Aquest estat s’ha d’entendre com una alteració d’un fenomen 

en continu equilibri  entre la seva indispensable funció en la regulació del metabolisme 

i el seu indiscutible potencial citotòxic pel seu excés. 

 

Aquest estat d’estrès oxidatiu comporta danys a moltes estructures cel∙lulars, cosa que 

afecta negativament els processos bioquímics i fisiològics i que comporten la disfunció 

de cèl∙lules específiques,  teixits  i òrgans. No és sorprenent, doncs, pensar que  l’estrès 

oxidatiu està associat a l’aparició de diverses patologies [23,24].  

 

L’aspecte  atractiu de  la hipòtesi de  l’estrès  oxidatiu  és que pot  explicar  el  retard  en 

l’aparició de danys. És a dir, que  l’acumulació és progressiva amb el  temps  i això es 

tradueix en la naturalesa progressiva d’algunes malalties cròniques [25]. 

 

4.1. Estrès oxidatiu i malalties humanes. 
L’estrès oxidatiu s’ha associat a un declivi general de  les funcions cel∙lulars, tissulars, 

orgàniques,  correlacionades  amb  moltes  patologies  humanes  com  l’Alzheimer, 

l’esclerosi  lateral  amiotròfica  (ALS),  el  Parkinson,  l’aterosclerosis,  danys  per 

isquèmia/reperfusió  neuronal,  formació  de  cataractes,  degeneració  macular,  danys 

degeneratius retinals, artritis reumatoide, esclerosi múltiple, distròfia muscular, càncer, 

així  com  el  procés  d’envelliment  en  si mateix.  Les  evidències  de  l’associació  entre 

l’estrès  oxidatiu  crònic  i  les  patologies  humanes,  han  portat  a  confirmar  que  la 

magnitud  del  dany  oxidatiu  al  DNA  està  també  fortament  correlacionat  a  l’estrès 

oxidatiu. Per  tant,  és  important  gaudir de mètodes precisos  i  acurats per  estimar  el 

grau d’oxidació del DNA en cèl∙lules estressades oxidativament [23,26‐28] 
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5. Sistemes de defensa. 
Com a sistemes de prevenció i per a protegir contra el dany oxidatiu, les cèl∙lules han 

evolucionat  una  bateria  de  mecanismes  de  defensa  que  inclouen  estratègies 

enzimàtiques i no enzimàtiques (Figura 5). 

 

5.1. Sistemes de defensa enzimàtics. 
Els eliminadors enzimàtics  inclouen superòxid dismutasa  (SOD), catalasa  (CAT)  i els 

enzims  implicats  en  el  cicle  del  glutatió:  diverses  glutatió  peroxidases  (GPx)  [29], 

glutatió reductasa (GR) i glutatió S‐transferasa (GST). 

 

5.1.1. Superòxid dismutasa. 

Les superòxid dismutases  (SODs) són metal∙loenzims que catalitzen  la dismutació de 

l’anió superòxid mitjançant la seva transformació en oxigen (O2) i peròxid d’hidrogen 

(H2O2)  a  velocitats  104  cops més  ràpid  que  la dismutació  espontània  a pH  fisiològic 

(reacció 1).  

 

Reacció 1) 

 SOD

 O2
•- O2

•-+ + 2H+ H2O2 +  O2O2
•- O2

•-+ + 2H+ H2O2 +  O2

SOD

 

 

En cèl∙lules eucariotes, la SOD existeix de tres formes: 1)  Coure,Zinc‐SOD (Cu,Zn‐SOD 

o  SOD1)  localitzada  al  citoplasma;  2)  Manganès‐SOD  (Mn‐SOD,  o  SOD2)  dins  la 

mitocòndria, i 3) una Cu,Zn‐SOD (ECSOD) extracel∙lular que conté la matriu.  
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Figura 5. Generació de ROS  i principals mecanismes de defensa contra el dany oxidatiu produït per  les 
ROS [30].  
       

 

La Cu,Zn‐SOD  està  constituïda per dues  subunitats  idèntiques  (homodímer) de  32,5 

kDa per subunitat. Cada subunitat conté un clúster metàl∙lic constituït per un àtom de 

Cu  i  un  altre  de  Zn  que  conformen  el  centre  actiu  de  l’enzim.  La  Cu,Zn‐SOD  es 

localitza principalment al citosol, però també es pot trobar en el nucli i als peroxisomes, 

almenys pel que fa als humans.  

 

Codificat per un sol gen localitzat el cromosoma 21, en cèl∙lules humanes s’hi ha trobat 

dos transcrits d’mRNA (0.7 i 0.9 kb) [31]. Aquest enzim s’expressa en el conjunt de les 

cèl∙lules de l’organisme però especialment en cèl∙lules hepàtiques, renals i pulmonars. 

 

S’ha descrit que la hipòxia decreix l’expressiò d’mRNA de Cu,Zn‐SOD en les cèl∙lules 

epitelials  alveolars de  tipus  II  i  fibroblasts pulmonars  in  vitro  [32]. En  aquest  sentit, 

estudis de sobrexpressió d’aquest enzim troben un efecte protector contra el dany per 
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isquèmia/reperfusió  en  el  cervell  [33],  intestí  [34]  i  miocardi  [35],  suggerint  la 

implicació de  la Cu, Zn‐SOD  en  situacions d’estrès oxidatiu. Al  contrari que  la Mn‐

SOD,  la Cu,Zn‐SOD pot actuar  també com una  superòxid  reductasa  i una  superòxid 

oxidasa [36]. Per això, la sobrexpressió de Cu,Zn‐SOD pot també ser nociva per l’hoste, 

probablement  per  la  seva  activitat  peroxidasa  no  específica  [37].  Malgrat  que  es 

considera  la Cu,Zn‐SOD  com  a  la  primera  línia  de  defensa  versus  el  dany  oxidatiu, 

estudis  amb  ratolins  descriuen  que  la  Cu,Zn‐SOD  no  és  requerida  per  al 

desenvolupament  i  supervivència,  atès  que  els  ratolins  knock  out de Cu,Zn‐SOD  es 

desenvolupen amb normalitat cap a l’edat adulta i no mostren símptomes aparents de 

dany oxidatiu  [38]. Tanmateix,  la  sobrexpressió de Cu,Zn‐SOD no pot  compensar  la 

deficiència  de  Mn‐SOD  in  vivo,  que  sí  resulta  indispensable  per  el  creixement  i 

desenvolupament en les rates [37] . 

 

5.1.2. Catalasa. 

La catalasa (CAT) és un enzim tetramèric format de quatre subunitats idèntiques de 60 

kDa disposades  tetraèdricament  i que conté quatre grups de  ferro‐protoporfirina per 

molècula. La seva funció, localitzada en l’interior dels peroxisomes, és descomposar el 

peròxid d’hidrogen (H2O2) (reacció 2) generat en  la reacció catalitzada per  la SOD. La 

cèl∙lula empra per a la reducció del H2O2 els enzims GPx i la CAT. La CAT té una Km 

alta (25 mM) per al H2O2 [39]  , per tant, el seu efecte és  limitat  i només pot exercir  la 

seva funció sota condicions on el NADPH sigui un factor limitant o bé quan els nivells 

de H2O2 són particularment elevats [40].  

Reacció 2) 

CAT
2H2O  +  O22H2O2

CAT
2H2O  +  O22H2O2
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5.1.3. Cicle del Glutatió. 

El  cicle  redox del glutatió  (GSH) és un mecanisme que posseeix  la  funció d’eliminar 

peròxids  lipídics  (ROOH)  i  H2O2  (Figura  6).  Els  enzims  que  inclou  el  cicle  son  la 

glutatió  peroxidasa  (GPx),  glutatió  reductasa  (GR)  i,  indirectament,  la  glutatió  S‐

transferasa (GST). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 6. El cicle redox del glutatió (GSH). γ‐GCS: γ‐glutamilcisteina sintetasa, GST: 
glutatió  S‐transferasa,  G6PDH:  glucosa‐6‐fosfat  deshidrogenasa;  GR:  glutatió 
reductasa, GPX: glutatió peroxidasa. 

 

La GPx  és una  selenoproteïna  tetramèrica de  85  kDa  [41],  localitzada  en  el  citosol  i 

mitocòndria. Es  troba distribuïda  en diferents  teixits, principalment  en  fetge,  ronyó, 

cervell i en plasma humà [42]. 

La  GPx  empra  el  glutatió  (GSH)  com  a  cosubstrat,  donador  de  protons,  per  a 

metabolitzar H2O2 i peròxids lipídics (ROOH), amb la subsegüent oxidació del GSH a 

glutatió oxidat  (GSSG). La  regeneració de GSSG a GSH, que és el que es coneix com 

cicle del glutatió,  requereix  l’acció de  la glutatió  reductasa  (GR) que empra NADPH 

com  a  cofactor  [11].  La  capacitat  per  reciclar  el  GSH  fa  del  cicle  del  glutatió  un 

mecanisme de defensa vital per les cèl∙lules i les evita de la depleció cel∙lular de tiols. 

Sota circumstàncies normals, no hi ha un pèrdua neta de GSH després de  l’oxidació. 

Això no obstant, l’estrès oxidatiu sever pot afectar en gran mesura l’activitat enzimàtica 
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de GR o  l’aport de NADPH,  i resulta en darrer terme una acumulació de GSSG en el 

citosol  [43,44].  Com  a  conseqüència  d’aquesta  acumulació,  la  ràtio  GSH/GSSG 

disminueix,  essent  aquest  un  paràmetre  cabdal  i  indicatiu  de  la  modificació    de 

l’equilibri redox cel∙lular.  

El cicle del GSH es considera més eficient que  la catalasa en condicions  fisiològiques 

per  diverses  raons:  1)  els  enzims  que  en  formen  part  es  distribueixen  a  través  del 

citosol; 2) La baixa velocitat, en condicions normals, de producció cel∙lular de H2O2 ; i 3) 

el valor de la Km és inferior per la GPx (0,24 mM) que per la catalasa (25 mM) [45] per 

al peròxid d’hidrogen com a substrat de  la reacció. Tot això suggereix que  la GPx en 

concret, i el cicle del GSH en general és la via preferencial per a la degradació de petites 

concentracions d’H2O2 que es donen en condicions fisiològiques.  

 

5.2. Sistemes de defensa no enzimàtics. 
A  més  dels  antioxidants  enzimàtics,  una  segona  línia  de  defensa  la  proporcionen 

proteïnes i altres biomolècules antioxidants.  

 

Les  proteïnes  antioxidants  generalment  poden  tenir  funcions  duals,  és  a  dir,  com  a 

proteïnes  transportadores,  i  alhora  magatzem  de  metalls,  i  també  com  a  quelants 

d’aquests ions metàl∙lics. Alguns exemples són la transferrina i ferritina per el ferro i la 

cerul∙loplasmina per  al  coure  [46]. La metal∙lotioneina, una proteïna  que  conté  zinc, 

també ha estat postulada per  funcionar com a proteïna antioxidant  [47,48]  i, malgrat 

que els mecanismes de la seva activitat són encara desconeguts, es creu que es deu al 

seu contingut en cisteïnes  i al grup sulfhidril, altament  reductors que comprenen 1/3 

del total de la proteïna [49]. 

 

Un  altre  component del  sistema de defensa  antioxidant  inclou un  ampli  espectre de 

biomolècules, normalment obtingudes desde la dieta, que inclouen nutrients essencials 

com la vitamina E, C, metalls com el zinc o el seleni. Alguns components de la dieta no 

nutritius  també  mostren  propietats  antioxidants,  incloent  els  carotenoids,  i  els 

flavonoides. 
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5.2.1. Glutatió (GSH). 

Entre el sofisticat sistema de defensa cel∙lular, el glutatió (GSH) és un dels antioxidants 

no enzimàtics més rellevants. Estructuralment, és un tripèptid de L‐glutamat, L‐cisteïna 

i glicina, que conté un inusual enllaç γ‐pèptid entre el glutamat i la cisteïna, que evita 

que  sigui  hidrolitzat  per  peptidases  intracel∙lulars.  En  els  mamífers,  el  GSH  és 

l’antioxidant intracel∙lular més concentrat (1‐10 mM) i gairebé el 90% del GSH cel∙lular 

està  localitzat  al  citosol,  un  10%  a  la mitocòndria  i  un  petit  percentatge  al  reticle 

endoplasmàtic [50].  

 

La  seva  funció  com  antioxidant  no  és  eliminar  directament  les  ROS,  sinó mantenir 

l’estatus  tiol de moltes  proteïnes  en  la  seva  forma  reduïda  i  participar  en  reaccions 

enzimàtiques  antioxidants  proporcionant  els  equivalents  reductors.  L’element  clau 

d’aquesta funcionalitat és la unitat cisteinil, que proporciona el grup tiol reactiu, i que li 

permet, per tant, participar en reaccions redox o conjugar‐se a electròfils [51].  

 

El GSH   actua a  través de  tres  reaccions: 1)  reaccions de  conjugació; 2) oxidació  i 3) 

degradació (via de l’àcid mercaptúric).  

 

Les  glutatió  S‐transferases  (GST)  són  una  família  d’enzims  citosòlics  enllaçats  a 

membrana; formen part indirecta del sistema del cicle del GSH (Figura 6), catalitzant la 

conjugació de GSH amb electròfils exògens  [43,52]. D’aquesta  forma, constitueixen  la 

principal  via  de  detoxificació  de  fase  II  i metabolització  de  fàrmacs.  Els  compostos 

resultants de la conjugació són metabolitzats a través de la via de l’àcid mercaptúric i 

excretats de la cèl∙lula per a ser eliminats per l’orina [52]. Com a resultat, la conjugació 

del  GSH  usualment  finalitza  amb  un  consum  irreversible  de  GSH  intracel∙lular. 

Aquesta pèrdua de GSH només pot ser revertida amb la síntesi de novo de GSH. 

 

El GSH és sintetitzat des dels seus aminoàcids precursors en el citosol [53,54], en dues 

etapes catalitzades per la glutamil cistein ligasa (GCL) i la GSH sintetasa (reaccions 3 i 

4) 
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Reaccions 3 i 4) 

 

 

 

 

 

 

 

L-glutamat +  L-cisteïna + ATP γ-glutamilcisteina +  ADP  +  Pi

GSH +  ADP  +  Piγ-glutamilcisteina +  L-glicina  +  ATP

glutamilcistein ligasa

glutatió sintetasa

L-glutamat +  L-cisteïna + ATP γ-glutamilcisteina +  ADP  +  Pi

GSH +  ADP  +  Piγ-glutamilcisteina +  L-glicina  +  ATP

glutamilcistein ligasa

glutatió sintetasa

 

Com s’ha vist, el glutatió existeix en dues  formes:  la  forma  reduïda, GSH,  i  la  forma 

oxidada disulfur, GSSG. La majoria de glutatió resideix en la cèl∙lula com a GSH amb 

només una petita porció  en  forma GSSG. En  el  citoplasma  i  la mitocòndria,  aquesta 

relació  excedeix  el  10:1  [51], mentre que  en  el  reticle  endoplasmàtic, on  el GSH  està 

implicat en  la  formació d’enllaços proteics disulfur,  la  relació GSH/GSSG és 3:1  [55]. 

Sota condicions de estrès oxidatiu, aquestes relacions poden canviar dràsticament cap a 

acumulacions de GSSG i la corresponent disminució de la ràtio GSH/GSSG. 

 

En  aquestes  condicions  d’estrès  oxidatiu,  la  depleció  de GSH mitocondrial  ha  estat 

suggerida  com un pas  clau  en  el procés  nociu  que  resulta  en darrer  terme  en mort 

cel∙lular  [56‐58]. Així, és  lògic pensar que  la mitocòndria ha desenvolupat un sistema 

d’import efectiu que permet mantenir el contingut de GSH mitocondrial constant fins i 

tot quan els nivells citosòlics siguin baixos [50,59]. 

 

5.3. Integració dels sistemes antioxidants. 

Juntes,  les defenses antioxidants  formen un entramat de  treball que proporciona una 

barrera contra  l’excés de ROS que es produeix durant el metabolisme aerobi. Així, el 

balanç entre la generació de ROS i les defenses antioxidants és el factor determinant en 

el desenvolupament del dany tissular mediat per les ROS. Un profund coneixement de 

l’antagonisme  entre  les  defenses  antioxidants  i  l’estrès  oxidatiu  té  una  significació 

clínica molt rellevant, particularment si tenim en compte el tractament dels símptomes 
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i  condicions per  les  quals  l’estrès  oxidatiu  s’estima  que  és un  component  crític  a  la 

patogènesi d’algunes malalties. 

 

6. Estrès oxidatiu i enzims antioxidants. 
Malgrat  que  la  generació de ROS durant  el metabolisme  aerobi  és  indispensable  en 

molts processos vitals de l’organisme, en els darrers anys ha augmentat el nombre de 

malalties  en  les  quals,  com  a  component  de  la  seva  etiologia,  apareixen  danys 

atribuïbles a productes de l’acció dels radicals lliures i, per tant, s’associen com a factor 

secundari a un estat d’estrès oxidatiu  [60,61]. Una producció desequilibrada de ROS 

s’ha  demostrat  que  desenvolupa  un  rol  primordial  en  la  patogènesis  de  diversos 

desordres  fisiològics  com  l’isquèmia/reperfusió,  l’aterosclerosis,  malalties 

neurodegeneratives, al∙lèrgies, càncer  i, en definitiva compromet  la viabilitat cel∙lular 

i/o promou  la proliferació de  cèl∙lules  tumorals. També  s’ha establert un alt grau de 

correlació  entre  l’estrès oxidatiu  i  altres patologies  com  l’Alzheimer,  el Parkinson,  la 

síndrome  de  Down,  l’hepatitis,  l’artritis,  la  infecció  amb  HIV,  complicacions 

diabètiques, formació de cataractes, degeneració macular i úlcera [62]. 

 

Els enzims antioxidants, com a part fonamental del sistema de defensa de l’organisme 

contra la producció, prevenció i reparació dels danys moleculars generats per les ROS, 

tenen en la influència de la seva expressió gènica el nexe comú en nombrosos estudis 

enfocats a la relació entre l’estrès oxidatiu i patologies clíniques. De fet, estudis recents 

han  implicat  els  enzims  antioxidants  en  la  resistència  a  la  insulina,  la  síndrome  de 

Down, l’eslcerosi lateral amiotròfica (ALS), etc... 

 

Agents inductors d’estrès oxidatiu afecten en diferents grau a l’expressió i activitat dels 

enzims  antioxidants  en  els  diferents  teixits  de  l’organisme  [63,64]. Malgrat  que  en 

alguns  casos  s’ha  descrit  així  [61],  no  sempre  es  dóna  l’expressió  coordinada  dels 

enzims antioxidants en resposta  a aquests estímuls oxidants [65,66].  
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Sembla que la forma més comuna de regulació de l’expressió dels enzims antioxidants 

és  transcripcional  [66],  i,  en  aquest  sentit,  diferents  laboratoris  estan  investigant  els 

elements  genètics  i  mecanismes  responsables  d’aquesta  regulació  transcripcional. 

Sembla que  aquesta  regulació  es produeix via  seqüències de  resposta  a  antioxidants 

(Antioxidant  Responsive  Elements,  AREs),  tot  i  que  només  se  n’han  identificat  i 

caracteritzat en la GST [67], i seqüències similars en el cas de la GPx [68]. D’altra banda, 

sí  que  es  detecta  una  possible  coordinació  en  la  resposta  dels  enzims  del  cicle  del 

glutatió sota condicions d’estrès oxidatiu. L’acció concertada de la GPx, GR, GST i els 

conjugats  de  la GST,  i  el  seu  efecte  antioxidant  i  de  preservació  o  recuperació  del 

contingut  de GSH  (que  decreix  en  condicions  d’estrès),  permeten  en  el  seu  conjunt 

adaptar‐se  a  aquestes  condicions. Aquesta  coordinació  s’assoleix,  almenys  en part,  a 

través d’aquests elements de resposta antioxidant (AREs), localitzats  en els promotors 

de  molts  gens  que  són  induïts  per  estressos  oxidatius  i  químics.  L’activació 

transcripcional  sembla que es produeix a  través de  factors de  transcripció  com Nrf  i 

petites  proteïnes  Maf.  La  naturalesa  d’aquests  sensors  intracel∙lulars  de  ROS  que 

indueixen gens a través de l’activació d’AREs, sembla que donen resposta a la capacitat 

antioxidant estimulada i a una major capacitat de detoxificació de les cèl∙lules normals, 

efectives  per  a  molts  agents  quimiopreventius  del  càncer.  A  més,  en  certs  casos, 

expliquen  la  resistència  adquirida d’alguns  tumors  a  fàrmacs quimioterapèutics. Per 

tant, està clar que determinar els mecanismes que involucren la regulació de l’expressió 

de gens conduïts per AREs té enormes implicacions mèdiques [69]. 

A més d’aquests controls transcripcionals, també s’han descrit altres tipus de controls 

sobre la regulació dels enzims antioxidants. Per exemple, controls posttranscripcionals 

a  través  de  l’estabilització  de  l’mRNA  de  la CAT    en  pulmó  de  rata  perinatal  [70], 

múscul i fetge de rata [66]. Comparant les dades, no sempre coherents entre si, aquests 

estudis  suggereixen  que  la  complexitat  dels  factors  intracel∙lulars  i  senyals  regulen 

l’expressió  dels  enzims  antioxidants  en  diferents  tipus  cel∙lulars  en  resposta  a 

anormalitat genètiques i metabòliques. 

 

La repressió d’enzims que alliberen ROS és part també d’aquesta acció concertada de 

resposta antioxidant. Així doncs, sota condicions d’estrès oxidatiu, és important no tan 
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sols  induir  eliminadors  de  radicals  sinó  reprimir  generadors  de  radicals.  En  aquest 

sentit, la resposta cel∙lular a l’estrès oxidatiu consisteix en regulacions transcripcionals 

oposades  però  complementàries:  la  inducció  d’enzims  antioxidants  i  la  inhibició 

d’alliberadors de ROS com  les monooxigenases,  i diversos estudis han descrit que  la 

inhibició  per  oxidació  de  l’IRP  (Iron‐Regulatory  Protein)  per  xantina  oxidasa  és 

revertida o previnguda per  la SOD  i CAT, mantenint  regulada  l’homeòstasi d’aquest 

metall [71]. 

 

Altres  autors  han  comparat  l’eficiència  de  Cu,Zn‐SOD,  GPx  i  CAT  en  fibroblasts 

humans, on les activitats d’aquests enzims han estat modulades en l’interior cel∙lular i 

la repercussió d’aquests canvis, en diferents condicions d’estrès oxidatiu. Es va trobar 

que  tots  tres  enzims  protegien  les  cèl∙lules,  amb  una  notable  eficiència  de  la GPx  i 

emfatitzant el fet que cada enzim té una funció específica i insubstituïble. L’activitat de 

tots  tres és necessària  i  la seva actuació és cooperativa o sinèrgica per a assegurar  la 

supervivència  cel∙lular. No  obstant  això,  la  protecció  òptima  s’assoleix  només  si  el 

balanç  apropiat  entre  les  activitats  d’aquests  enzims  es  manté  en  el  temps.  La 

interpretació de la severitat dels efectes nocius dels radicals lliures s’ha d’analitzar amb 

relació al grau d’eficiència de les activitats del sistema antioxidant, ja que el llindar de 

protecció  pot  variar  dramàticament  en  funció  de  les  activitats  d’aquests  enzims 

antioxidants [72]. 

 

Fent  referència  a  patologies  concretes  i  a  la  funció  dels  enzims  antioxidants  per  a 

prevenir  l’estat d’estrès oxidatiu que hi està associat, s’han descrit, per exemple, que 

mutacions  en  la Cu,Zn‐SOD  són  responsables d’un  10‐15% de  casos de  la disfunció 

neuronal  en  l’ALS  [73]. Els pacients  amb  aquestes mutacions  en  el gen que  codifica 

Cu,Zn‐SOD  citosòlica  i múltiples  evidències  en  experiments  amb  cultius  cel∙lulars  i 

models  transgènics  indiquen que aquestes mutacions  fan que Cu,Zn‐SOD adquireixi 

un caràcter tòxic en certes condicions degeneratives. 

 

La diabetis és una patologia en la qual el marc de l’estrès oxidatiu està inclòs en la seva 

etiologia, ja que es detecta un increment en el nombre de ROS. En estudis sobre l’efecte 
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dels  enzims  antioxidants  en  la diabetis  en  rates  s’han  trobat  que  les  activitats de  la 

Cu,Zn‐SOD i la GR no estaven afectades en fetge, cor i ronyó, mentre que les activitats 

de  la CAT  i  la GPX  estaven  augmentades  en  aquests  teixits.  Si  a  aquestes  dades  li 

afegim una depleció molt marcada del nivells de GSH en rates diabètiques, s’ha pogut 

concloure  que  l’acció  concertada dels  enzims  antioxidants per  a mantenir baixos  els 

nivells de radicals lliures i així evitar l’estrès oxidatiu, resulta inefectiva [74]. Rates no 

hiperglicèmiques  resistents  a  la  insulina han mostrat que  l’expressió de  la CAT  està 

reprimida en fetge i cor, generant estrès oxidatiu [75]. 

 

L’estrès  oxidatiu  en  la  hipertensió  contribueix  al  dany  vascular  en  promoure  la 

proliferació de cèl∙lules vasculars musculars llises, disfunció endotelial i alteració del to 

vascular. Això  indueix  un  remodelatge  vascular  i  anormalitats  en  els  processos  de 

contracció‐relaxació, que caracteritzen el dany vascular en el marc d’aquesta disfunció 

[76]. Les dades de modificacions  en  les  activitats dels  enzims  antioxidants  en  teixits 

com el miocardi, endoteli vascular,  fetge, ronyó o eritròcits són confosos  i no sempre 

coherents. En alguns casos es va observar que nivells diferents d’enzims i l’estat redox 

depenien del background genètic o dels models d’animals hipertensos emprats [77‐79]. 

Alguns  dels  canvis  descrits,  com  la  desregulació  de  sistemes  enzimàtics  com  la 

NADPH  oxidasa  i  també  la  SOD,  que  resulta  en un  increment de O2•‐, H2O2  i  •OH, 

partien  de  l’observació  de  nivells  ja  incrementats  d’anions  superòxid  en  els  teixits 

afectats  [78],  probablement  responsables  de  modificacions  en  processos  de 

senyalització,  on  els  nivells de Ca2+  són  cabdals,  o  en  la pressió  arterial. En  aquests 

casos, conjuntament amb una disminució de la capacitat eliminadora de radicals lliures 

per antioxidants endògens, per exemple, el GSH i els enzims que el generen o reciclen 

(GCS  i  GR),  és  el  que  produeixen  efectes  perjudicials  en  l’estructura  i  funcions 

vasculars.  

 

Estudis en l’estat final d’una fallada cardíaca han mostrat que la sobrerregulació de la 

CAT  és un mecanisme de  resposta  compensatori  a    l’increment de  l’estrès  oxidatiu, 

malgrat  que  altres  enzims  antioxidants  clau  com  la  Cu,Zn‐SOD  o  la GPx  no  estan 

sobrerregulats [80]. 
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L’acumulació d’LDL oxidades (LDLox) en la paret arterial ha estat proposat com a pas 

clau en el desenvolupament de  l’aterosclerosis. Diversos estudis han mostrat que un 

increment en l’activitat de la SOD és capaç de prevenir aquesta oxidació en cultius [81]. 

Per  exemple, Heineke  i  col.  van  demostrar  que  l’addició  de  SOD  al medi  de  cultiu 

inhibeix l’oxidació de les LDL induïda en SMC (cèl∙lules musculars llises) humanes i de 

ratolí [82]. D’altra banda , Steinbrecher va observar que la SOD atenua l’oxidació de les 

LDL per EC  (cèl∙lules  endotelials) de  conilll  i  SMC  en  cultius  [83]. Més  recentment, 

Fang i col. han demostrat que la transducció dels gens Sod1 (Cu,Zn‐SOD) o Sod 2 ( Mn‐

SOD) dins d’EC redueix l’oxidació de les LDL [84]. L’efecte dels enzims antioxidants en 

la mort  cel∙lular  induïda  per  l’oxidació  de  les  LDL  també  ha  estat  investigada.  Per 

exemple, Galle i col. han observat que la presència de SOD i CAT exògenes en el medi 

de  cultiu  inhibeix  l’apoptosi  induïda per  l’oxidació de  les LDL  en EC humanes  i  en 

segments d’aorta de conill [85]. 

 

La preservació de la induïbilitat de la SOD en leucòcits sembla ser que es correlaciona 

amb  la  longevitat  en  individus  d’edat  avançada  i  pot  ser  un  valor  per  a  predir  la 

resistència a successos cardiovasculars  fatals  [86]. Les espècies d’oxigen són elements 

clau que participen en el dany provocat per isquèmia/reperfusió. Teixits coronaris i del 

cervell estan protegits d’aquest dany oxidatiu pels enzims antioxidants com la SOD o 

GPx.  La  sobrexpressió  d’aquests  enzims  confereix  protecció  significativa  tant  contra 

l’infart i l’edema cerebral en micos transgènics [87]. Els resultats amb experiments amb 

aquests animals demostren que  l’anió superòxid és un  important mediador del dany 

postisquèmic  i que  l’increment  intracel∙lular de Cu,Zn‐SOD protegeix dràsticament el 

cor d’aquest dany. Per tant, l’increment en l’expressió de la Cu,Zn‐SOD com a part de 

la  teràpia  clínica  pot  ser  una  aproximació  altament  efectiva  per  a decréixer  el dany 

cel∙lular provocat per la reperfusió de teixits isquèmics [88]. 

 

El pulmó és un òrgan que està més exposat que els altres teixits de  l’organisme a alts 

nivells  d’oxigen.  Els  nivells  de  ROS  en  pulmó  s’incrementen  marcadament  per 

tabaquisme,  inflamació,  pol∙lució,  agents  carcinògens,  entre  altres  [89‐92].  El 
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desequilibri  entre  l’estat  redox  cel∙lular  i  els  sistemes  de  defensa  pulmonars  juga, 

òbviament, un paper  cabdal  tant  en  la patogènesi  com  en  la progressió de malalties 

pulmonars entre les que destaca el càncer de pulmó, on s’han detectat altes quantitats 

de O2•‐, H2O2  i  •OH.  L’efecte  dels  enzims  antioxidants  ha  estat  centre  d’atenció  en 

aquest tipus de malalties, tenint en compte que la Cu,Zn‐SOD està altament expressat 

en  l’epiteli  bronquial  [83],  i malgrat  que  han  estat  caracteritzats  un  bon  nombre  de 

polimorfismes funcionals d’aquest enzim, no s’ha trobat associacions entre aquests i el 

desenvolupament  de  disfuncions  pulmonars.  Tampoc  s’han  detectat  canvis  en  el 

missatger (mRNA) i nivells de proteïna en càncer de pulmó en humans [93,94]. 

 

En un estudi referent al dany oxidatiu pulmonar induït per inhalació de NO2, el patró 

de  regulació de  la Cu,Zn‐SOD  respon   de  forma diferent  al d’Mn‐SOD. La  inducció 

d’mRNA, com a conseqüència del tractament amb NO2, només es reflecteix a nivells de 

proteïna en el cas de la Cu,Zn‐SOD, tant en dany oxidatiu agut com en crònic, malgrat 

que l’activitat enzimàtica disminueix en el primer. La falta de coordinació observada en 

aquest  cas  entre  els  nivells  d’mRNA,  contingut  proteic  i  activitat  enzimàtica  de  la 

Cu,Zn‐SOD i Mn‐SOD en rates exposades a NO2 indica que l’expressió d’aquests gens 

està  controlada a nivells  transcripcionals,  traduccionals    i/o post‐traduccionals,  sense 

poder‐ne extreure una idea més clara [95]. 

 

Una de  les associacions més descrites entre condicions degeneratives  i estrès oxidatiu 

és la que fa referència a l’envelliment. Sembla que la Cu,Zn‐SOD és un enzim clau per a 

la prevenció de l’envelliment, les mutacions per estrès oxidatiu i els efectes nocius que 

comporten  els  danys  mediambientals  [96,97].  En  l’actualitat  s’està  discutint  els 

mecanismes d’inducció de  la Cu,Zn‐SOD per tònics naturals (ginsenòsids), citoquines 

(interferó gamma),  i  factors ambientals  fortament associats a  l’estrès oxidatiu  com  la 

calor,  metalls  pesants  (Cd,  Cu,  Zn),  xenobiòtics,  herbicides  (paraquat)  i  peròxid 

d’hidrogen. D’altra banda, la relació que s’estableix entre la longevitat, l’envelliment i 

l’activitat dels enzims antioxidants continua sent una àrea de controvèrsia i de resultats 

confosos.  En  estudis  amb  humans,  existeixen  diferències  associades  amb  l’edat  en 

nivells d’expressió dels enzims antioxidants en eritròcits, amb una correlació negativa 
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entre  la SOD  i  l’edat,  i positiva amb  les activitats CAT  i GPx amb  l’edat  [30]. De  tot 

això, se’n conclou que l’expressió dels enzims antioxidants esta pobrament connectada 

a  la  longevitat,  malgrat  que  aquesta  expressió  pot  ser  un  avantatge  en  situacions 

d’estrès  agut.  En  contrast  amb  aquesta  conclusió,  altres  estudis  amb  SOD  i  CAT 

sintètiques mostren un efecte de retràs en l’envelliment [98]. 

 

La pràctica de  l’exercici  físic és, potencialment, un model de  causa d’estrès oxidatiu, 

atès  que  en  els  sistemes  animals  el  consum  incrementat  d’oxigen molecular  en  la 

respiració  pot  generar  quantitats  incrementades  de ROS,  estimulant  els mecanismes 

generadors d’aquestes  espècies  [99]. Aquests  increments  en  la producció de  radicals 

lliures es reflecteixen en  increments en  la circulació de substàncies reactives de  l’àcid 

tiobarbitúric (TBARS) ‐indicador de peroxidació lipídica‐, i nivells de GSSG [100]. Com 

a  exemple,  en  eritròcits,  hi  ha  un  increment  de  les  activitats  SOD  i GPx  [101,102], 

malgrat  que  els  nivells  de  activitat  CAT  restaven  iguals.  En  les  artèries  coronàries 

només s’observa l’augment de Cu,Zn‐SOD però no d’Mn‐SOD, CAT ni de GPx [103], i 

en fetge s’han descrit augments i disminucions de la Cu,Zn‐SOD, CAT i GPx, atribuint 

alguna d’aquestes diferències en la resposta a l’exercici a la hipertensió espontània que 

hi està  relacionada  [66]. Cal observar que el patró d’activitats en  resposta a  l’exercici 

esta  influït  pel  grau  d’entrenament,  dels  hàbits,  localització,  etc.,  i  que malgrat  que 

l’etiologia dels efectes nocius de l’exercici no està del tot caracteritzat, s’ha suggerit que 

els  increments en  les activitats dels enzims antioxidants són resposta a elevats nivells 

d’estrès oxidatiu en teixits musculars. 

 

També  s’han  descrit  els  metalls  com  inductors  d’estrès  oxidatiu,  resultant  en  una 

depleció dels nivells de GSH, i malgrat que s’activen els enzims responsables de la seva 

síntesi (GCS,GS), la seva recuperació no és completa. En aquest cas, l’actuació d’altres 

enzims antioxidants pot restaurar aquest desequilibri en funció de la severitat del dany 

oxidatiu. Tanmateix, la majoria d’aquests enzims esdevenen inactius també a causa de 

la unió del metall al centre actiu de l’enzim, si aquest conté grups sulfhidril [104], o en 

reemplaçar  el metall  que  l’enzim  empra  com  a  cofactor,  com  és  el  cas del Zn  en  la 

Cu,Zn‐SOD [105]. 
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Altres  enzims  antioxidants,  encarregats  d’eliminar  peròxids  i  radicals  superòxid 

incloent  GPx,  CAT  i  SOD,  són  també  dianes  potencials  del  plom.  Atès  que  GPx 

requereix Se per a la seva activitat, quan el Pb forma un complexe amb el Se, l’activitat 

de la GPx decreix [106,107]. La SOD requereix Cu i Zn per a la seva activitat. Els ions 

Cu sembla que tenen un rol funcional en  la reacció per oxidacions alternades, mentre 

que  el  rol  del  Zn  sembla  el  d’estabilitzar  l’enzim  [108]  i  sembla  que  el  Pb  decreix 

l’activitat Cu,Zn‐SOD [109] pels mateixos motius. 

 

Estudis  de  sobrexpressió  de  la  Cu,Zn‐SOD  que  es  produeix  com  a  resultat  de  la 

trisomia  de  la  síndrome  de  Down  suggereix  un  rol  d’aquest  enzim  en  la 

neuropatologia d’aquesta malaltia [110]. 

 

 S’han realitzat experiments en els quals s’ha observat que una sobreexpressió d’algun 

dels  enzims  antioxidants  resulta  en  un menor  dany  oxidatiu,  per  exemple,  quan  el 

DNA  resulta  danyat  per  radicals  hidroxil  es  produeix  l’espècie  8‐oxo‐2’‐

desoxiguanosina. Relatiu a això, la sobrexpressió de Cu,Zn‐SOD i CAT causa un retard 

en  l’acumulació  d’aquesta  espècie  durant  el  creixement  [111].  Existeix,  també,  una 

relació entre els nivells d’activitat dels enzims antioxidants  i  tres  tipus de molècules 

missatgeres  (factors  de  creixement,  prostaglandines  i  òxid  nítric)  implicades  en 

l’homeòstasi  cel∙lular,  és  a  dir,  un  equilibri  entre  el manteniment  de  les  condicions 

estàtiques o estacionàries en el medi intern cel∙lular i els nivells de ROS [112]. 
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7. ROS i senyalització cel∙lular. 
 

Tradicionalment,  s’ha  parlat  de  ROS,  d’estrès  oxidatiu  i  implícitament  hom 

considerava el sistema de defensa i la seva resposta modulant la seva expressió, com a 

conseqüència directe i gairebé exclusiva de l’alteració del balanç redox cel∙lular. En els 

darrers anys, però, han sorgit nombrosos estudis que han estat partida d’un ventall de 

possibilitat d’acció de les ROS. 

 

En aquest sentit, en l’àmbit cel∙lular, les respostes en condicions oxidatives abracen 

les vies de senyalització implicades en la proliferació, supervivència i/o mort cel∙lular. 

Tanmateix, els efectes depenen de les circumstàncies en les quals es produeix el dany i, 

sobretot, de la magnitud i durada d’aquest [24] (Figura 7). 

 

La resposta de l’organisme reflecteix el balanç entre les diferents vies de senyalització 

intracel∙lulars activades en resposta a l’insult oxidatiu. De fet, els oxidants modulen les 

vies  de  senyalització  modificant  els  receptors  de  superfície  cel∙lular,  quinases  i 

fosfatases. Aquesta modulació és fonamental en la regulació de factors de transcripció 

de  gens  implicats  en  el  desenvolupament  de  diverses malalties  i  en  les  influències 

fenotípiques  que  se’n  deriven. Aquests  senyals  afecten  processos  tan  diversos  com 

l’apoptosi, diferenciació, proliferació i canvis en la morfologia cel∙lular [113,114].  
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DOSIS ROS vs. EFECTE 
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Figura 7. Les conseqüències de  l’acció de  les espècies  reactives d’oxigen  (ROS) 
depenen de la severitat del dany, el qual també està afectat pel tipus cel∙lular i la 
durada de  l’exposició. Generalment, baixes dosis de ROS; particularment H2O2, 
són  mitogèniques  i  promouen  la  proliferació  cel∙lular,  mentre  que  dosis 
intermitges esdevenen en un segrest transitori o permanent del creixement, o una 
replicació senescent. L’estrès oxidatiu molt sever, en darrera  instància, causa  la 
mort cel∙lular per apoptosi o per mecanismes necròtics. 

 

7.1. Vies MAPK. 
Els diferents membres de  la superfamília de proteïnes activades mitògeniques (MAP) 

són  proteines  quinases  que  participen  en  cascades  de  senyalització  conservades  en 

l’evolució,  que  regulen  importants  activitats  biològiques.  Aquest  grup  transfereix 

senyals generats per estímuls exògens i endògens cap a l’interior de la cèl∙lula a través 

de successives  fosforil∙lacions de proteïnes mijançant una determinada via de  la qual 

en formen part [115]. 

Aquestes vies estan activades per cascades de senyalització  independents  (a vegades 

s’entrecreuen), d’entre les quals en destaquen tres: 

‐ quinases regulades extracel∙lulars (ERK), 

‐ c‐jun‐NH2‐terminal quinasa (JNK),     

‐  protein 38 (p38) ,  

Tenint  en  compte  que  les  senyalitzacions  són  una  sèrie  de  successives  reaccions  de 

fosforil∙lació,  que  en  darrer  terme  produeixen  canvis  en  l’expressió  gènica,  les 

SAPK (Stress activated protein kinases)
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fosfatases  (inactivadores de  les quinases responsables de  la  fosforil∙lació) prevenen  la 

senyalització constitutiva. En aquest sentit, el peròxid d’hidrogen, s’ha demostrat que 

inhibeix transitòriament les fosfatases [116,117]. 

 

7.1.1. Via ERK. 

La  via ERK1/2  (Extracellular Regulated Kinases)  o  també denominada  p44/42  és  un 

mecanisme de senyalització extracel∙lular que consisteix en una cascada de   proteïnes 

que lliga senyals de creixement i diferenciació amb la transcripció de gens dins el nucli 

(Figura 8). 

 

En presència de peròxid d’hidrogen es fosforil∙len factors de creixement (EGF, PDGF) 

[118], activant la via de senyalització. Això és consistent amb l’observació de que baixes 

concentracions  de  peròxid  d’hidrogen  són  mitogèniques  [119],  afavorint  així  la 

proliferació cel∙lular. 

 
 
Figura  8.  Organització  de  la  via  Ras–
Raf–MEK–ERK  pathway.  L’enllaç  del 
factor de creixement epidèrmic (EGF) al 
seu  receptor  porta  a  la  formació  del 
complex  Grb2–SOS,  que  activa  petites 
G‐proteïnes  Ras  que  canvien  la 
conformació  unint‐se  a  Raf‐1  i 
reclutant‐lo  cap  a  la  membrana 
citosòlica on s’activa. La Raf‐1 activada 
fosforil∙la MEK (MAPKK), que activa la 
ERK.  L’ERK  activada  té  diversos 
substrats  al  citosol  (proteïnes  del 
citoesquelet,  fosfolipasa A2,  activadors 
de  proteïnes  de  transcripció  (STAT)  i 
altres).  L’ERK  pot  entrar  al  nucli  per 
controlar  l’expressió  gènica  per 
fosforil∙lació  de  factors  de  transcripció 
com Elk‐1 o Grb2 entre d’altres. 
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El mecanisme de com els oxidants  inicien aquesta activació no està clar,  tanmateix hi 

ha dues possibles explicacions: 

 

1) imitant  (mimetitzant)  els  efectes  de  la  interacció  lligand‐receptor  de  forma 

directa donant pas a  l’activació dels receptors dels factors de creixement  i a  la 

posterior cascada de senyalització [120]. 

2) inactivant  fosfatases  de  membrana  sensibles  als  nivells  de  glutatió  (GSH), 

necessàries  per  a  la  desfosforil∙lació  del  senyal  del  receptor  del  factor  de 

creixement (EGFR) [121]. De fet, la fosforil∙laciò d’EGFR per peròxid d’hidrogen 

i altres agents inductors de l’estrès està precedit per una depleció dels nivells de 

GSH i una acumulació intracel∙lular de peròxid d’hidrogen [122]. 

   

No obstant això, el caràcter de  l’activació d’ERK com a  factor de proliferació cel∙lular 

en  resposta al dany oxidatiu  té el seu contrapunt en diversos estudis que demostren 

que l’activació d’ERK en resposta a oxidants esdevé en apoptosi [123,124]. 

 

Què és el que determina, donçs, que l’activació d’ERK esdevingui en un procés anti‐ ó 

proapoptòtic  ?. És encara una qüestió que  cal  resoldre. Això no obstant,  la  cinètica  i 

durada de la seva activació poden ser factors importants. Per exemple, en situacions on 

l’activació  d’ERK  estimula  la  supervivència  cel∙lular,  l’activació  és  ràpida  i  és més 

transitòria  [125],  i  en  situacions  on  és  apoptòtic,  l’activació  tendeix  a  donar‐se  amb 

retard i de forma sostinguda [126]. 

 

7.1.2. Via SAPK (p38 & JNK). 

Les  vies  JNK  i  p38  estan  lligades  a  estímuls  associats  a  condicions  d’estrès  i  sovint 

s’activen d’una forma coordinada. Per tant, JNK i p38 s’agrupen per a ser denominades 

SAPK (Stress Activated Protein Kinases) [127,128]. 

 

Aquestes  vies  (Figura  9)    són  sensibles  a  canvis  en  l’estat  redox  [129],  i  per  tant, 

resulten  modificades  (activades)  en  condicions  oxidants.  De  fet,  proteïnes  redox 
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reguladores  s’uneixen, inhibint a ASK1 (quinasa proapoptòtica) i impedint l’activació 

de JNK  i de p38 [130], reduint així  l’apoptosi per estrès oxidatiu [131]. Tanmateix, en 

condicions oxidants severes es produeix la dissociació del complex Prot‐ASK1 activant 

així les vies JNK i p38.  

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. L’estrès oxidatiu activa una MAPKKK  (ASK) que 
fosforil∙la  i  activa  MKK  3‐7,  que  alhora  pot  esdevenir  en 
l’activació de JNK i p38. 

 

Aquestes vies, en ser susceptibles a variacions redox, poden estar afectades per l’acció 

del sistema d’enzims antioxidants. En condicions de no estrès, la glutatió S‐transferasa 

(GST) es lliga a JNK i inhibeix la seva activació, lligam que es destrueix en condicions 

d’estrès oxidatiu [132].  

 

La influència de l’activació de JNK en la supervivència cel∙lular sota estrès oxidatiu és 

força  controvertida. D’una  banda,  l’activació de  JNK  està  correlacionat  amb  la mort 

cel∙lular o apoptosi  induïda per agents que actuen, en part, per  la generació de ROS 

[133]; d’altra banda, però,  s’ha  suggerit un efecte proliferatiu degut a  JNK durant el 

dany  oxidatiu.  Per  exemple,  la  delecció  de MEKK1  (Figura  9)  que  també  inhibeix 

l’activació de  JNK  en  resposta  a peròxid d’hidrogen  en miòcits  cardíacs,  incrementa 

marcadament la seva sensibilitat a l’apoptosi induïda per oxidants [134]. 
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La  influència  de  p38  en  apoptosi  induïda  per  oxidants  pot  ser  també  específica 

d’agents. En aquest sentit, s’ha demostrat que  p38 és requerit per a l’apoptosis induïda 

per oxigen singulet (1O2),   però no ho és si és  induïda per peròxid d’hidrogen [135],  i 

que sota condicions de estrès oxidatiu moderat, on no es dóna l’apoptosi, l’activació de 

p38 participa en l’arrest mitòtic [136]. 

 

7.1.3. PI3K i Akt. 

 

Tal i com es produeix en les vies MAPK, les reaccions de fosforil∙lació són el centre de  

l’activació de  la    fosfatidilinositol 3‐quinasa  (PI3K)  i  la seva diana cascada avall, Akt 

(Figura  10). De  la mateixa manera que  a  la via ERK,  l’activació d’Akt  en  resposta  a 

danys oxidatius es produeix en gran part a través de receptors de factors de creixement 

(EGFR, VEGFR)  [137]. Per exemple, el peròxid d’hidrogen  i  l’oxigen  singulet activen 

PI3K de  sistemes  in vitro  [138‐141]. No obstant això,  la  fosforil∙lació de ASK1  (veure 

7.1.2.) per Akt prevé  l’activació de  JNK  i  la de  la  seva diana posterior en  la  cascada 

ATF‐2, protegint les cèl∙lules contra l’apoptosi induïda per peròxid d’hidrogen [142]. 

 

   
   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Figura  10. La  via  de  senyalització PI3K  i  la  seva  diana  cascada  avall, Akt,  activen  el 
creixement  per  la  supressió  de  factors  apoptòtics  com  BAD, Caspasa  9  i  IKKα  [143]. 
Contràriament, la inhibició d’Akt pot provocar l’apoptosi  cel∙lular [144].  
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7.1.4. Fosfolipasa C‐γ1. 

La  fosfolipasa  C‐γ1  (PLC‐γ1)  és  un  component  citosòlic  essencial  de  les  vies  de 

senyalització  estimulades  per  receptors  de  factors  de  creixement  que  s’activen  en 

reposta a danys oxidatius (Figura 11).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura  11.  Via  de  senyalització  de  la  PLC‐γ1. 
Catalitza  la  hidròlisi  de  PI4,5‐P2  cap  a  inositol 
1,4,5‐trifosfat i diacilglicerol, que actua com a segon 
missatger  per  provocar  la  mobilització  de  Ca2+  i 
l’activació  de  la  proteïna  quinasa  C  (PKC), 
respectivament [145,146]. 

 

 
La  PLC‐γ1  s’activa  (fosforil∙la)  en  resposta  a  tractament  amb  peròxid  d’hidrogen 

[147,148], aquesta activació  suprimeix  l’apoptosi  induïda per UVC  [149], malgrat que 

no  s’ha  trobat    efecte  protector  per  una  sobreexpressió  de  PLC‐γ1  en  altres  tipus 

cel∙lulars davant de diferents agents oxidants [150].  

 

7.1.5. Factor nuclear‐κB (NF‐κB). 

L’NF‐κB és el prototip de factor de transcripció nuclear eucariòtic sensible a variacions 

redox activat per diferents estímuls, entre ells l’estrès oxidatiu [151] (Figura 12). 
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Cada  pas  successiu  en  la  cascada  de  senyalització  de  NF‐κB  comprèn  proteïnes 

sensibles  a  canvis  redox,  l’activitat  de  les  quals  està modulada  en  funció  de  l’estat 

oxidatiu cel∙lular [152,153]. Les ROS inhibeixen la unió de NF‐κB al DNA al nucli per 

oxidació directe de residus Cys específics en el domini d’unió NF‐κB‐DNA [154,155].   

 

 

Figura  12.    El  mecanisme  d’activació  de  NF‐κB 
passa per la fosforil∙lació del IκB (inhibidor de NF‐
κB), que en condicions normals està unit a NF‐κB i 
el manté inactiu al citoplasma, prevenint així el seu 
accés al nucli  i al DNA. La  fosforil∙ació de  IκB per 
IKK  (Iκ‐quinasa) o NIK  (quinasa  induïda per NF‐
κB)  resulta  en  l’ubiquitació  i  degradació  del 
complex, alliberant NF‐κB que es transloca al nucli 
i  activa  factors  de  transcripció  per  unió  a 
seqüències específiques del DNA [152,153]. 
 

 

 

 

 

 

L’NF‐κB ha de estar en la seva forma reduïda per exhibir la seva activitat enllaçant al 

DNA, per  tant,  la presència d’agents  reductors  estimulen  la  seva  capacitat d’unió  al 

DNA,  mentre  que  agents  oxidants  inhibeixen  aquesta  capacitat.  En  resposta  a 

condicions  oxidants,  l’activació  de  NF‐κB  porta  a  l’activació,  entre  altres,  de  la 

transcripció de gens com la ciclooxigenasa 2, GADD45, bcl‐2 i c‐myc [156‐159]. 

 

L’efecte  net  resultant  és  generalment  la  inhibició  de  l’apoptosi  i  l’estimulació  de  la 

proliferació  cel∙lular.  Tanmateix,  l’NF‐κB  activat  pot  estar  implicat  en  processos 

proapoptòtics, per associació a gens com el FasL i p53 [160‐162].  
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7.1.6. p53   

El  supressor  tumoral  p53  és  un  dels  factors  de  transcripció més  sensibles  a  l’estrès 

oxidatiu  [163],  intervenint  en  la  regulació  de  l’expressió  de  gens  involucrats  en  el 

segrest del creixement i/o mort cel∙lular [164,165] (Figura 13).  

 

Les ROS, per exemple, el peròxid d’hidrogen, són potents activadores de  la funció de 

p53 per dos possibles mecanismes : dany directe al DNA o per efecte creuat amb altres 

vies (SAPK i NF‐κB)  [166,167].  

 

 

 
Figura  13.  En  condicions  d’estrès 
cel∙lular,  s’activa  el p53. L’activació 
del  p53  afecta  al  cicle  cel∙lular  o 
resulta  en  apoptosi  a  través  de 
l’activació  de  gens  com  són  Bax, 
membre  proapoptòtic  de  la  família 
Bcl‐2  [168]  p21  i  GADD45  [169]  i 
gens  relacionats  amb  apoptosi  des 
de  les  vies  Fas,  Killer/DR5  i  PIDD 
[170,171]  

 

 

 

 

Un altre via per  la qual  les ROS  regulen  l’activitat de p53 és modulant  l’estat  redox 

d’un residu de Cys crític en el domini d’unió al DNA [163]. Curiosament, l’activació de 

p53  provoca  la  generació  de  ROS,  suggerint  que  una  conseqüència  important  de 

l’activació  de  la  p53  induïda  per  agents  oxidatius  contribueix,  al  mateix  temps,  a 

augmentar  el  nivell  d’aquest  estrès  oxidatiu  [172],  possiblement  per  la  modulació 

transcripcional de  gens  que  estan  involucrats  en  l’estat  redox  cel∙lular  [173]. Aquest 

feedback positiu pot ser important en aconseguir un valor llindar de ROS que vinculi a 

la cèl∙lula a sofrir apoptosi.  
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De  fet,  hi  ha  un  gran  nombre  de  gens  relacionats  amb  l’estrès  oxidatiu  que  tenen 

l’expressió alterada després de l’activació de p53, entre els quals destaquen la Mn‐SOD 

i la GPx ‐eliminadors de ROS‐. La Mn‐SOD és diana per a la repressió transcripcional 

per p53 [174], i la sobrexpressió de Mn‐SOD estimula la resistència a l’apoptosi induïda 

per  p53  [174,175].  La GPx,  important  en  la  regulació  redox  i  en  protegir  la  cèl∙lula 

contra  l’estrès  oxidatiu,  és  transcripcionalment  activada  per  p53  [176].  Encara  que 

sembla paradoxal a causa dels efectes generadors de ROS de p53, la inducció de GPx es 

produeix en un estat molt pròxim a l’inici de l’activació de p53 [176,177], mentre que la 

generació de ROS esdevé més tard [177].  

 

7.1.7. AP‐1. 

El  factor  de  transcripció  nuclear  AP1  és  una  proteïna  complexe  composada  per 

heterodímers i homodímers de proteïnes oncogèniques de les famílies jun i fos (c‐Jun i 

c‐fos)  que  funcionen  com  a  reguladors  en  processos  de  transducció  del  senyals  que 

estimulen  la  proliferació  cel∙lular.  L’activitat  AP‐1,  la  modulen  diversos  factors, 

incloent  l’estat redox cel∙lular  [178]. Tant  l’anió superòxid com el peròxid d’hidrogen 

són  capaços d’induir  l’activació d’AP‐1  [179], malgrat que els mecanismes encara no 

estan del tot clars. 

 

7.2. Fenòmens cel∙lulars associats a l’efecte de l’estrès  
en les cascades de senyalització. 

 
Els  receptors  i  gens  prèviament  descrits  com  a  entitats  afectades  per  les  ROS 

interaccionen  a  través de  les vies de  transducció dels  senyals  en  afectar,  en diferent 

mesura  i  forma,  importants  paràmetres del metabolisme  cel∙lular,  com  és  el  cas del 

cicle de divisió cel∙lular i mecanismes de mort programada o apoptosi.  
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7.2.1. Cicle cel∙lular. 

Les cèl∙lules eucariotes es reprodueixen duplicant el seu contingut cel∙lular i dividint‐se 

en noves cèl∙lules en un procés que consta de 4 fases: G1 (preparació per a la síntesi de 

DNA),  S  (replicació DNA), G2  (entre  el  creixement  i  la  duplicació)  i M  (duplicació) 

[180]. Els mecanismes de control per a la supervivència, que asseguren que els passos 

inicials  s’hagin  donat  completament  i  que  verifiquen  la  integritat  cel∙lular  abans  de 

l’inici  dels  passos  posteriors  denominats  punts  de  control  “checkpoints”  del  cicle 

cel∙lular,  i poden  causar un  retard  transitori. Aquest  retard permet  a  la  cèl∙lula més 

temps per  a  reparar danys  abans de progressar  cap  a  la  fase  següent del  cicle.  Sota 

danys severs, les cèl∙lules poden sofrir apoptosi o entrar en un estat de senescència que 

és irreversible. 

 

Tenint en compte que  les ROS poden causar danys al DNA, no és sorprenent pensar 

que tinguin la capacitat inherent de causar el segrest en el procés del cicle cel∙lular. De 

fet, diferents estudis han demostrat que les ROS (sempre tenint present que la funció és 

depenent del tipus de ROS, de la magnitud i temps d’exposició) activen ERK i p38, que 

a  la  vegada  sobrerregulen  p21  i  cdc2  i  causen  la  degradació  de  cdc25,  conduint  al 

segrest del cicle cel∙lular a la fase específica G2/M [23]. 

 

7.2.2. Apoptosi. 

L’apoptosi  és  la  mort  cel∙lular  programada  controlada  per  senyals  de  transducció 

cel∙lular  i que ve seguida del segrest del cicle cel∙lular. Forma part del metabolisme  i 

funció  cel∙lular  normals  [26,181].  Els  mecanismes  que  controlen  adequadament 

l’apoptosi  són  crucials per  a  l’eliminació de  cèl∙lules danyades  i  en  la prevenció del 

desenvolupament del càncer.  
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En  general,  hi  ha dues  formes d’apoptosi:  1)  via mitocondrial  i  2)  via  receptors. La 

primera és induïda per estímuls que impliquen l’alliberament del citocrom c des de la 

mitocòndria seguida per l’activació de la caspasa 9. La segona comença per la unió del 

lligand  als  denominats  “receptors  de  mort”  seguit  del  reclutament  de  proteïnes 

adaptadores  per  a  l’apoptosi  i  la  posterior  activació  de  la  caspasa  8.  Les  proteïnes 

senyalitzadores  com  el NF‐κB,  JNK,  i  p53  també  són  importants  en  aquest  procés 

[26,181].  

 

8. El vi. 
Ja  fa  anys  que  ha  agafat  força  l’interès  per  l’estudi  dels  hàbits  en  el  comportament 

humà  que poden  esdevenir  factors de  risc  o  elements de prevenció  i protecció  amb 

relació al desenvolupament de certes patologies cròniques. En particular, molt d’aquest 

interès s’ha centrat en elucidar el rol de la dieta en la prevenció de malalties coronàries. 

La denominada “Dieta Mediterrània” ha adquirit fama pel seu rol en  la prevenció de 

les  malalties  coronàries  [182],  i  en  menor  mesura,  també  del  càncer,  com  a 

conseqüència  del  seu  elevat  contingut  en  antioxidants,  crucials  en  l’atenuació  dels 

paràmetres  oxidants  (oxidació  de  les  LDL)  que  es  correlacionen  amb  diverses 

patologies. De forma similar, ha pres molt de cos la idea que el consum moderat de vi 

negre (inclòs en la Dieta Mediterrània) està associat a una disminució del risc de patir 

disfuncions coronàries [183‐186]. 

 

8.1. La Paradoxa Francesa. 
La premisa  que  el  consum moderat de  vi  negre  es  beneficiós per  a  la prevenció de 

malalties cardiovasculars, basada en els  resultats de diversos estudis epidemiològics, 

ha  estat  conceptualitzada  en  darrer  terme  com  a  “Paradoxa  Francesa”  [187‐190]. La 

dieta  de  la  població  francesa  inclou  elevades  quantitats  de  greixos,  combinats  amb 

exercici  escàs,  tabaquisme,  i  altres  característiques  comunes  del món  desenvolupat.  

Malgrat això,  la  taxa de mortalitat deguda a malalties cardiovasculars és molt menor 

que la dels Estats Units i altres societats occidentals en les quals la presència a la dieta 
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del contingut de greixos és similar a la de França amb l’excepció del consum moderat 

de vi, només present a  la dieta francesa  [187,190].  Això s’ha atribuït a la presència en 

el vi de compostos polifenòlics,  i concretament  , els  flavonoids, que  representen més 

del 85% del contingut fenòlic en els vins negres, mentre que en els blancs, normalment, 

consituteixen menys del 20% del contingut fenòlic total [191]. 

 

El  vi  negre  representa  una  bona  font  de  polifenols  com  els  antocianòsids,  les 

catequines,  proantocianidines,  els  estilbens  i  altres  compostos  fenòlics  com  per 

exemple, els àcids fenòlics. Els antocianòsids són flavonoides força distribuïts en fruites 

i  verdures,  que  proporcionen  color  al  vi  negre  i  a  la  pell  del  raïm  [192].  Les 

proantocianidines son un altre classes de metabòlits  fenòlics  força presents en  fruites 

com el raïm [193]. Els antocianòsids  i  les proantocianidines estan entre els compostos 

més  importants  en  determinar  la  qualitat  del  vi  negre,  a  causa  de  la  seva  gran 

influència  en  el  color,  l’amargor,  l’astringència  i  l’estabilitat  química  enfront  de 

l’oxidació [194]. A més de la seva activitat antioxidant/antirradical, els polifenols del vi 

negre  s’ha  demostrat  que  posseeixen  nombroses  propietats  biològiques,  com  la 

inhibició  de  l’agregació  plaquetària,  l’activitat  vasorelaxant,  la  modulació  del 

metabolisme de  lípids  i  inhibició de  l’oxidació de  les  lipoproteïnes de baixa densitat 

(LDL) [183,184,195‐198]. 

 

Així  doncs,  els  beneficis  sobre  la  salut  del  consum  moderat  de  vi  negre  estan 

fonamentats en força accions.  

 

9. Flavonoides. 
 

Els  flavonoides, principals  responsables de  la  coloració de moltes  fruites  i verdures, 

són els principals polifenols presents a  la dieta humana   amb una estructura base de 

C6‐C3‐C6,     dels  quals  se n’han  identificat  al voltant de  4.000  [199]. Els  flavonoides 

poden ser classificats en diverses classes, basades en el grau d’oxidació en l’heterocicle 

oxigen pertanyent a l’estructura de l’anell C (Figura 14) [200].  
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Figura 14. Classificació de les estructures monomèriques dels flavonoides. S’han posat com a exemples els 

monòmers de  la procianidines  (catequina  ,epicatequina)  i  la quecetina,  amb  els que  s’ha  treballat  en  la 

present tesi doctoral. 
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Les característiques estructurals que contribueixen a  l’eficàcia dels  flavonoides com a 

antioxidants i, per tant, captadors de radicals lliures, són: 

‐ L’estructura ortodihidroxil en l’anell B, que confereix més estabilitat a la forma 

radicalària del fenol i participa en la deslocalització dels electrons. 

‐ El doble enllaç 2‐3 conjugat amb la funció 4‐oxo en l’anell C, responsable de la 

deslocalització dels electrons en l’anell B. 

‐ Els  grups  3‐  i  5‐OH  junt  amb  la  funció  4‐oxo  en  els  anells A  i  C  per  a  un 

potencial de captura de radicals màxim. 

 

9.1. Proantocianidines. 
Les proantocianidines (també denominats tanins condensats) són polímers d’elevat pes 

molecular, constituïts a base d’unitats favan‐3‐ol (Figura 15), units per enllaços carboni‐

carboni  i  ocasionalment  per  enllaços C: O: C.  Els  tres  anells  es  distingeixen  per  les 

lletres A, B i C i difereixen estructuralment d’acord al nombre de grups hidroxil tant en 

els anells aromàtics com en    l’estereoquímica dels carbonis asimètrics de  l’heterocicle 

[195]. 
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Figura 15. Estructura bàsica de les proantocianidines:  
R1=H, R2 = OH, procianidines; R1, R2 = OH, prodelfinidines. 

 
 
La condensació oxidativa més usual es dóna entre el carboni 4 (C4) de l’heterocicle i el 

C6 o C8 de  les unitats adjacents, prenent el nom de procianidines  tipus B  (dímers) o 

tipus C  (trímers)  [195]. També s’han descrit de  tipus A  formades per dobles enllaços 

(C‐C i C‐O) en alguns aliments. En aquests, l’ enllaç entre el C2 i C7 o C5 es produeix a 

més  dels  tradicionals  C4‐C8  o  C4‐C6.  Les  unitats  flavan‐3‐ol‐  poden  tenir  una 
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substitució 3’,4’ dihidroxil en l’anell B (catequina i epicatequina) (Figura 16), i 3’, 4’, 5’ 

trihidroxil (gallocatequina i epigallocatequina) [186] . 

 

Ens referim a procianidines quan la unitat base és la catequina o l’epicatequina mentre 

que  les prodelfinidines estan  construïdes  sobre  la gallocatequina  i epigallocatequina. 

En  el  raïm,  llavor,  arrel  i pell   de Vitis  vinifera L., hi ha presents dímers,  trimers  (la 

procianidina C1 és  la més abundant),  tetràmers  i oligòmers  fins a 8 unitats en  raïm, 

llavor, arrel  i pell [193]. Els dímers B1‐B4, caracteritzats per  l’enllaç 4→8, són els més 

comuns en el raïm, malgrat que també es generen els seus isòmers B5‐B8. Fins fa poc, la 

caracterització complerta de les proantocianidines en raïm i vins ha estat impedida per 

la dificultat  en  l’anàlisi de  compostos d’elevat pes molecular. No obstant  això, nous 

mètodes basats en HPLC acoblats amb espectrometria de masses han permès  la seva 

caracterització [186,199]. 
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Figura 16.  A) Procianidina B2 (dímer); B) Tetràmer. 

 

 

El contingut de procianidines que es troba en raïm, pomes i altres fruites està entre 0,3‐

0,9 g/Kg [201]. A més d’aquests flavonoides  i els àcids fenòlics, hi ha altres classes de 

compostos polifenòlics com els antocians (que aporten coloració a fruites, verdures i al 

mateix vi negre, on hi són presents en 26 mg/L, aproximadament [202]). 

  59   



introducció 

 

Aquests tanins s’extreuen de la llavor o pell durant la fermentació del vi i, per tant, el 

procés  emprat  en  la  producció  del  vi  té  una  gran  influència,  doncs,  en  el  tipus  i 

concentració dels compostos fenòlics que s’hi troben. 

                          

9.2. Ingesta i biodisponibilitat.                                             
La  ingesta de compostos polifenòlics depèn en gran mesura dels hàbits  i preferències 

del  consumidor. Els  àcids  fenòlics  son  1/3 part dels  fenols  consumits mentre  que  la 

resta és en  forma de  flavonoides. Això no obstant,  l’avaluació de  la  ingesta diària de 

flavonoides està usualment infravalorada a causa de les dades, sovint poc realistes en 

la mesura global de  la quantitat d’aquests compostos presents en  la dieta. Tot  i això 

Peterson  i  col. van  estimar que  la  ingesta diaria de  flavonoides pot  arribar  a  1g/dia 

[203]. 

 

Les  propietats  biològiques  dels  compostos  polifenòlics  depenen  de  la  seva 

biodisponibilitat, és a dir, de la seva capacitat per assolir els compartiments interns i els 

òrgans.  L’augment  de  la  capacitat  antioxidant  del  plasma  pel  consum  d’aquests 

compostos esdevé una prova  indirecte dels pas a  través de  la barrera  intestinal. S’ha 

observat aquest efecte en una gran diversitat d’aliments entre els quals s’hi troba el vi 

negre  [204‐206]. Una  forma més directe d’observar  aquesta  absorció dels  compostos 

polifenòlics  és  la  recerca  en plasma  i orina d’ells  en  la  seva  forma nadiua  i  els  seus 

metabòlits  després  de  la  ingestió  d’un  aliment  que  conté  els  compostos  o  bé  per 

ingestió d’aquests compostos aïllats. 

 

L’estructura  química  dels  compostos  fenòlics  influeix  en  gran  mesura  en  la  seva 

capacitat  per  a  ser  absorbit  a  l’intestí  i  en  l’estructura  i  naturalesa  dels metabòlits 

circulants. De  fet,  la quantitat de polifenols  trobats  intactes  en orina varia  en  funció 

dels  compostos  estudiats,  i  són  força  baixos  amb  relació  al  contingut  d’aquests 

compostos  en  els  aliments  d’origen.  A  més,  existeix  una  gran  variabilitat 

interindividual pel que fa a l’excreció per l’orina d’aquests compostos [207]. De fet, la 

major part (75‐99%) dels polifenols ingerits no es retroba dins l’orina, suggerint que no 
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són absorbits per  l’intestí, sinó que són absorbits  i excretats per  la bilis el que explica 

que siguin metabolitzats per la flora intestinal en els nostres propis teixits. 

 

Els  estudis  de  biodisponibilitat  han  mostrat  que  les  concentracions  plasmàtiques 

humanes dels  flavonoides  intactes  rarament  superen  les  concentracions micromolars 

per  les  dosis  ingerides  dins  el marc  d’una  alimentació  normal.  Les  concentracions 

plasmàtiques més  elevades  es  donen  generalment  una  o  dues  hores  després  de  la 

ingestió dels compostos, excepte en el cas dels compostos que es degraden per la flora 

citosòlica abans de la seva absorció [208‐209]. Així, per exemple, la rutina, un glicòsid 

de la quercetina, es troba en una concentració màxima de quercetina plasmàtica 9 hores 

després  de  la ingestió [210]. 

 

La  concentració plasmàtica disminueix molt  ràpidament després per  la majoria dels 

flavonoides  en un període d’1 o 2 hores. Aquesta excreció  ràpida dels  compostos és 

accelerada per les reaccions de  conjugació, excepte casos com els de la quercetina, amb 

una velocitat molt més lenta d’excreció explicada parcialment per la seva gran afinitat 

per l’albúmina plasmàtica [210,211]. La vida mitja dels compostos formats dins el còlon 

per la flora intestinal és més elevada. De fet, el temps d’estada dins el còlon prolonga el 

dels seus compostos metabòlits dins d’ell [212]. 

 

Certs grups de polifenols són generalment presents en les formes de glicòsids, essent la 

glucosa o ramnosa les unitats glúcid les més freqüents, encara que també es troben la 

galactosa,  arabinosa,  xilosa,  entre  altres.  La  glicosilació  exerceix  un  impacte  en  les 

propietats  físiques,  químiques  i  biològiques  dels  compostos  fenòlics  per  exemple, 

incrementant l’afinitat per medis aquosos [213]. 

 

Malgrat  que  certs  compostos  fenòlics  glicosilats  (delfinidina‐3‐rutòsid  i  cianidina‐3‐

rutòsid) poden ser absorbits directament [214], la major part dels polifenols no pot ser 

absorbida  d’aquesta  forma  per  la  barrera  intestinal,  sinó  que  hi  ha  d’haver 

necessàriament una etapa de desglicosil∙lació. Aquesta primera etapa requereix l’acció 

de  les glicosidases, que poden  ser part de  l’aliment,  ser presents  en  l’interior de  les 
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cèl∙lules de la mucosa intestinal o bé ser secretades per la microflora. Cal remarcar que 

en l’organisme humà no es dóna la desglicosil∙lació no enzimàtica [215], per tant, s’ha 

suggerit que l’absorció d’aquests compostos ha d’estar controlada per l’especificitat i la 

distribució dels enzims. L’activitat intestinal, per exemple, de desglicosilació és en gran 

part causada per  la  lactasa plorizina hidrolasa (LPH), una β‐glucosidasa  localitzada a 

l’intestí  que  no  requereix  de  l’absorció  cel∙lular  dels  compostos  polifenòlics  per  a 

realitzar la seva activitat [216]. 

 

A més de  la glicosilació, els  compostos  fenòlics poden  tenir altres  substitucions  com 

l’acilació o  l’esterificació. Els àcids  fenòlics poden  sofrir esterificació per  reacció amb 

àcids orgànics o lípids. La major part d’aquests compostos hauran de sofrir la hidròlisi 

de les seves unitats éster abans de ser absorbits. 

 

Finalment,  les  procianidines,  d’elevat  pes  molecular  difícilment  s’absorbeixen.  Són 

escassos els estudis que permeten tenir una visió completa en aquest àmbit, l’absorció 

dels oligòmers de procianidines resta  incerta  i  les poques conclusions són divergents. 

Donovan i col. mostren que en rates, els dímers de procianidines no es retroben dins la 

sang  i  orina  després  de  la  ingestió  [217]. Contràriament,  Baba  i  col.  identifiquen  el 

dímer B2 en la sang i orina en rates després de l’administració oral del compost [218]. 

A més, els compostos no absorbits, podrien ser hidrolitzats per  la  flora en molècules 

d’inferior tamany com els àcids fenilvalèric o fenilacètic o, fins  i tot, en monòmers de 

catequina que poden, aleshores, ser absorbits [219]. 

 

Dins  l’organisme,  els  compostos  polifenòlics  sofreixen  diverses  conjugacions: 

metil∙lació,  glucoronidació  i/o  sulfonació.  Aquestes  transformacions  depenen  dels 

enzims. 

 

La  conjugació  de  l’àcid  glucorònic  amb  els  polifenols  es  deu  a  l’acció  de  l’UDP 

glucoronosil transferasa, que forma part d’una família d’enzims situats dins el reticle  
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endoplasmàtic.  El  fetge  és  l’òrgan  que  presenta  la  capacitat  més  elevada  per 

glucoronidar els polifenols [220]. 

 

La  catecol‐O‐metiltransferasa  és  responsable  de  la  metil∙lació  dels  polifenols  i  és 

present  en  un  bon  nombre  de  teixits.  La  posició  dels  substituents  metil  està 

determinada per l’especificitat de l’enzim així com del compost fenòlic. 

 

Les sulfotransferases, són els enzims citosòlics que catalitzen  la conjugació d’un grup 

sulfat amb els compostos polifenòlics. 

 

Darrerament, però, s’ha enfortit la idea que totes aquestes reaccions formen part de les 

denominades  reaccions  de  fase  II,  que  tenen  la  finalitat  de  detoxificar  compostos 

fenòlics gràcies a  la seva solubilitat dins el medi aquós de  la bilis,  l’orina  i el plasma. 

Així, després de  l’administració de dosis  fisiològiques, un gran nombre de polifenols 

circulants són glucorònids i/o sulfats i la resta és difícil de recuperar en forma aglicona 

lliure dins el plasma [221]. 

 

El  coneixement  i  comprensió  dels  processos  d’absorció,  transport  per  la  sang, 

distribució  tissular, metabolisme  i  excreció  dels  flavonoides  és  un  àmbit  en  el  qual 

queda  molt  camí  a  recórrer.  El  nostre  grup  ha  aportat  dades  en  aquest  sentit 

investigant  el  transport  d’aquests  compostos  en  sang  i  identificant  les  principals 

proteïnes plasmàtiques que es lliguen al monòmer catequina i a les procianidines del vi 

negre en experiments ex vivo. Amb els resultats van observar que la principal proteïna 

que  es  lliga  a  la  catequina  i  a  les  procianidines  tenia  al  voltant  de  80  kDa  de  pes 

molecular  i que corresponia a  la apo A‐I en humans  i a  la transferrina en rates. El fet 

que les procianidines del vi negre es lliguen a ambdues proteïnes suggereix que poden 

estar implicats en el transport revers de colesterol [222]. 
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9.3. Flavonoides i malalties. 
L’efecte dels  flavonoides en  l’arteriosclerosi, el càncer,  la  inflammació  i els nivells de 

colesterol  en  plasma  són  centre  en  l’investigació  de  nombrosos  grups  de  recerca. 

L’arteriosclerosi  és  un  dels  processos més  importants  en  que  està  implicat  l’estrés 

oxidatiu,  ja que una de  les  seves  conseqüències,  la vasculopatia  coronaria,  cerebral  i 

perifèrica és responsable de  les principals causes de mort en molts països. L’excés de 

radicals  lliures  pot  iniciar  el  procés  arterioscleròtic  al  danyar  les  parets  dels  vasos 

sanguinis. Al mateix temps, la peroxidació lipídica té diversos efectes biològics nocius 

que,  en  darrer  terme,  condueixen  a  la  formació  de  cèl∙lules  escumoses  i  agregació 

plaquetària. Aquests efectes, en el seu conjunt, condueixen a la arteriosclerosi.  

 

De  fet,  aquesta  i  altres  patologies,  com  la  diabetis,  l’obesitat  i  els  càncers  estan 

associades  a  un  estat  d’estrès  oxidatiu  inherent  a  la  etiologia  d’aquestes.  En  aquest 

sentit,  s’ha  demostrat  que  els  flavonoides  juguen  un  rol  important  en  la  inhibició 

d’aquestes malalties. Aquest efecte dels  flavonoides  s’ha  correlacionat  i atribuït a  les 

seves propietats antioxidants tant en models in vitro com in vivo. No obstant això, avui 

en  dia  els  resultats  que  busquen  establir  una  relació  inversa  entre  la  incidència  del 

càncer  i  el  consum  diari  de  flavonoides  en  diversos  estudis  epidemiològics  són 

contradictoris [223]. 

 

9.3.1. Capacitat antioxidant. 

Com s’ha dit anteriorment, els efectes biològics dels flavonoides per a reduir el risc de 

diverses patologies, entre les quals hi ha les malalties cardiovasculars, estan associats a 

les  seves  propietats  antioxidants.  Aquests  efectes  inclouen  protecció  tissular  contra 

l’atac dels radicals lliures i contra la peroxidació lipídica induïda per aquests.  

Els  flavonoides, a causa de  la seva estructura, són capaços d’eliminar  radicals  lliures 

com  l’hidroxil  (•OH), el peroxil  (ROO•), el superòxid  (O2•‐), o  l’òxid nítric  (NO•). Per 

exemple,  l’anió  superòxid  pot  ser  eliminat  per  la  quercetina  inhibint  la  generació 

d’aquesta  espècie  reactiva  [224].  A  més,  també  posseeixen  activitats  quelants  de 
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metalls, bàsiques en  la seves funcions com a antioxidants  ja que poden segrestar  ions 

Cu+, Fe2+ inhibint així les reaccions de Fenton i de Haber‐Weiss, generadores de radicals 

lliures (Figura 3). 

 

Entre els fruits, el raïm i els productes que en deriven, són bones fonts de flavonoides a 

la  dieta,  per  tant,  es  pot  dir  que  també  són  bona  font  d’antioxidants.  Més  enllà, 

components  del  fruit,  com  la  llavor  i  la  pell  contenen  compostos  concrets  com  les 

procianidines, capaces d’eliminar radicals superòxid [225].   

 

9.3.1.1. Flavonoides i peroxidació lipídica. 

Ricardo  da  Silva  i  col.  van  demostrar  que  l’eficiència  per  eliminar  radicals  lliure  és 

diferent entre monòmers com l’epicatequina, la catequina i les procianidines derivades 

del raïm (B2, B5, B2‐3‐O‐gallat,  B2‐3’‐O‐gallat, C1, trímers). Mentre que les procianidines 

i  l’epicatequina    eliminen  radicals  hidroxil  i  anions  superòxid,  els  monòmers  de 

catequina eliminen específicament radicals hidroxil. L’efecte net, però, del conjunt dels 

processos condueix a inhibir la peroxidació lipídica [226]. D’altra banda l’epicatequina, 

l’àcid gàllic  i altres polifenols del  tè verd posseeixen activitat eliminadora de radicals 

peroxil, per la capacitat de cedir protons reduint la peroxidació de les lipoproteïnes de 

baixa densitat (LDL) induïda per agents oxidants [227] i la posterior reacció en cadena, 

la peroxidació lipídica. La catequina posseeix activitat antioxidant en plasma humà per 

retard en la degradació dels antioxidants endògens α‐tocoferol i β‐carotè i per inhibició 

de l’oxidació dels lípids del plasma [228].  

 

A  partir  del  descobriment  de  l’activitat  quelant  de  ions  ferro  que  posseeixen  els 

polifenols  del  tè,  i  concretament  les  unitats  catecol,  va  augmentar  l’interès  pels 

flavonoides com a antioxidants i les conseqüències en la peroxidació lipídica [229,230]. 

Morel  i  col.  van  investigar  l’efecte  citoprotector  de  tres  flavonoids  (catequina, 

quercetina  i  diosmetina)  en  cultius  d’hepatòcits  exposats  a  ferro,  considerant  dos 

paràmetres:  la  prevenció  de  la  peroxidació  lipídica  i  la  inhibició  de  l’alliberament 

d’enzims  intracel∙lulars,  i  van  establir  el  seu  poder  antioxidant  en  
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catequina>quercetina>diosmetina en base a la seva capacitat per inhibir la peroxidació 

lipídica [231]. 

 

9.3.1.2. Flavonoides i DNA. 

Pel  que  fa  a  l’efecte  antioxidant  sobre  el DNA, Ohshima  i  col.  han  demostrat  que 

l’epicatequina  gallat    indueix  talls  en  cadenes  independents  del DNA  en  presència 

d’òxid nítric (NO), mentre que monòmers com la catequina i l’epicatequina produeixen 

menys talls en cadenes del DNA que els anteriors compostos, en concret, la catequina i 

l’epicatequina  (a  concentracions  de  0,5 mM)  inhibien més  del  90%  de  talls  al DNA 

induïts per NO 0,5 mM [232].  

 

Tanmateix, no  tots  els  estudis que  avaluen  el poder  antigenotòxic  i  anticarcinogènic 

dels flavonoides arriben a conclusions positives. De fet, Dhawan i col. descriuen que en 

les concentracions de 1‐100 μM ni els flavanols monomèrics ni els dimèrics prevenen el 

dany  al DNA  a  limfòcits  induït  per  Trp‐p‐2.  En  canvi,  les  teaflavines  i  teafulvines, 

productes  de  la  polimerització  dels  polifenols  durant  la  fermentació  del  tè  negre 

exerceixen un efecte protector contra al dany al DNA dosi‐depenent [233]. 

 

9.3.1.3. Flavonoides i proteïnes 

S’ha  suggerit  que  el  dany  oxidatiu  a  les  proteïnes  juga  un  paper  crucial  en  força 

patologies, entre les quals hi ha l’envelliment, perquè les proteïnes oxidades perden la 

seva funció catalítica i són hidrolitzades amb més facilitat. El dany oxidatiu a proteïnes 

específiques  constitueix  l’enllaç  entre  l’estrès  oxidatiu  i  pèrdua  de  funcions 

fisiològiques  associades  amb  l’edat  [25].  La  reducció  de  l’oxidació  de  grups  tiol  en 

residus  específics  de  Cys  pot  ser  un  “interruptor”  crític  afectant  a  processos  que 

comprometen  la viabilitat  cel∙lular  i de  l’organisme. Els  flavonoides  s’han descrit  en 

nombrosos estudis com a agents capaços d’evitar aquesta oxidació dels residus proteics 

[234,235]. 
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 9.3.2. Procianidines i activitat antioxidant. 
 

Com s’ha comentat en la Paradoxa Francesa, els extractes de polifenols de la llavor del 

raïm  redueixen  els  nivells de  colesterol  i d’LDL  anormalment  elevats  en  plasma  en 

humans  i  s’ha  trobat una  relació  inversa  entre  els nivells de  flavonoides  en  la dieta 

humana  i  la mortalitat per malalties coronàries [236]. Un estudi  in vivo en humans va 

demostrar  que  el  consum  de  most  (matriu  no  alcohòlica)  conferia  una  protecció 

addicional en pacients contra l’oxidació de les LDL‐colesterol atribuint als flavonoids, 

presents tant al most com en el vi negre, la capacitat d’inhibir l’inici de l’arteriosclerosi 

[237]. 

 

S’ha descrit també que un extracte de procianidines redueix l’oxidació d’àcids grassos 

poliinsaturats en microsomes hepàtics de ratolí [225] i que l’addició de 2 mg/L d’aquest 

extracte  inhibeix significativament  l’oxidació dels àcids araquidònic  i docosahexanoic  

després  de  l’oxidació  induïda  amb  radiació  UV.  Els monòmers  epigallocatequina  i 

epigallocatequina‐gallat  no  resulten  tan  efectius  en  la  protecció  dels  àcids  grassos 

poliinsaturats  contra  l’oxidació  en  comparació  amb  les  procianidines  que  contenien 

quantitats  significatives  de  dímers  i  oligòmers  superiors  de  flavanols  a  més  de 

monòmers [225]. 

 

Aquest  efecte  positiu  addicional  de  les  procianidines  en  comparació  amb  els  seus 

monòmers s’ha anat confirmant en base a diversos estudis. Per exemple, Sato i col., van 

observar  reduccions  significatives  en  la  generació  tant  de  ROS  com  en  l’incidència 

d’apoptosi en cardiomiòcits en cors de rates  isquèmiques/reperfusionades després de 

l’administració  oral  d’una  dieta  suplementada  amb  un  extracte  de  procianidines 

(100mg/Kg dia) [238]. Bagchi i col. descriuen que un extracte de procianidines en una 

matriu  aigua‐etanol  redueix  la  producció  de  radicals  lliures  en macròfags  de  ratolí, 

inhibeix la peroxidació lipídica en fetge i cervell i protegeix contra la fragmentació del 

DNA d’una forma dosi‐depenent més efectiva que la vitamina C, β‐carotè o la vitamina 

E a les mateixes concentracions [239]. 
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Tebib i col. van estudiar els efectes dels flavonoides en una dieta deficient en vitamina 

E  i  rica  en  colesterol. Aquest  tipus de dieta  reduïa  els nivells d’enzims  antioxidants 

com  la catalasa, superòxid dismutasa  i glutatió peroxidasa, disminuïa el contingut de 

GSH en diferents teixits com aòrtic, hepàtic, cardíac, intestinal, muscular i teixits renals 

[240],  i augmentava  la peroxidació  lipídica en plasma. Les procianidines  restauraven 

els valors d’enzim antioxidants, del glutatió i minimitzava els efectes de la peroxidació 

lipídica.  Aquesta  restauració  no  era  tant  efectiva  si  es  tractaven  les  rates  amb  els 

monòmers de partida. 

 

En aquest sentit el nostre grup  també  té resultats precedents que abracen  la capacitat 

antioxidant del vi negre  i en concret de  les procianidines. Així,   Roig  i col. descriuen 

que el consum moderat i prolongat de vi negre en un model in vivo de rates millora la 

capacitat antioxidant,  i en un altre estudi es demostra que  les procianidines són més 

efectives  en  contrarrestar  els  efectes  nocius  de  la  submissió  d’hepatòcits  a  peròxid 

d’hidrogen que els monòmers de partida (catequina i epicatequina). Les procianidines 

disminueixen  els  nivells  de  peroxidació  lipídica,  recuperen  les  ràtios  GSH/GSSG, 

alterades en condicions d’estrès oxidatiu, activant  l’activitat dels enzims del cicle del 

glutatió  [241,242]. 

 

9.4. Flavonoides i vies de senyalització. 
La tradicional capacitat antioxidant que posseeixen   els flavonoides exerceixen efectes 

moduladors  sobre  les  cascades  de  senyalització  descrites  en  l’apartat  7  a  través 

d’accions selectives a diferents components pertanyents a aquestes [243,244]. 

 

Malgrat la poca informació disponible, se sap que la magnitud i el tipus d’efecte seran 

funció de  la  interacció entre el flavonoide  i  la membrana o  la seva captació citosòlica, 

així  com  de  la  conseqüència  que  aquesta  interacció  tingui  en  les  cascades  de 

senyalització [245]. 
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Els  flavonoides, en  funció de  la seva estructura,  tenen el potencial de  lligar‐se a  llocs 

d’unió ATP d’un  gran  nombre de  proteïnes    (PKC, PI3K),  inhibint‐les  [246‐248] per  

modificació  en  l’estructura  tridimensional  i,  per  tant,  inactivant‐les.  Els  flavonoides 

poden  interaccionar  també  amb  la mitocòndria,  interferir  amb  vies del metabolisme 

intermediari i/o infrarregular l’expressió de molècules d’adhesió [249‐251]. 

 

Sembla que el nombre de substituents (grups OH) en l’anell B i el grau d’insaturació de 

l’enllaç  C2‐C3  són  importants  paràmetres  d’aquesta  bioactivitat.  Curiosament,  la 

quercetina i algun dels seus metabòlits in vivo inhibeixen les vies de senyalització per a 

la  supervivència Akt/PKB  [244],  un mecanisme  d’acció  consistent  amb  el  fet  que  la 

quercetina i els seus metabòlits actuen inhibint la PI 3‐quinasa.  

 

Els flavonoides poden interaccionar amb vies de senyalització clau, inhibint l’apoptosi 

induïda per estrès oxidatiu. El mecanisme pot ser prevenint l’activació de JNK afectant 

a proteïnes anteriors en la seva cascada,  pot ser mantenint l’homeòstasi de calci [252] o 

interaccionant  directament  amb  la  mitocòndria,  modulant  el  porus  de  transició 

mitocondrial  (mPT),  que  controlen  l’alliberament  del  citocrom  c  durant  l’apoptosi 

[253,254] o modulant altres factors proapoptòtics associats a la mitocòndria . 
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  hipòtesi i objectius
   
   

 

 

Els  flavonoides s’han descrit com a compostos que exerceixen efectes beneficiosos en 

diverses  patologies  cròniques  com  càncer,  desordres  degeneratius  i  malalties 

cardiovasculars,  entre d’altres;  en  l’etiologia de  les  quals  s’associa  un  estat  inherent 

d’estrès oxidatiu. Moltes de  les accions benefactores dels  flavonoides s’han atribuït a 

les  propietats  antioxidants  d’aquestes  molècules,  bàsicament  per  la  seva  capacitat 

reductora, però recentment també s’atribueixen a  la  influència que poden tenir com a 

controladors de l’homeòstasi redox cel∙lular. 

La  hipòtesi  que  es  planteja  en  aquest  estudi  és  que  els  flavonoides,  a més  a més 

d’actuar  com antioxidants des d’un punt de vista  clàssic,  també poden  fer‐ho  com a 

agents  antigenotòxics  i  com  reguladors  de  l’expressió  gènica  de  proteïnes 

intracel∙lulars. 

Així doncs, l’objectiu principal d’aquesta tesi doctoral és entendre de quina manera les 

procianidines, una classe de flavonoides abundants en el vi negre, modulen l’equilibri 

redox cel∙lular, tant a nivell de DNA, com a nivell de l’expressió gènica d’enzims que 

formen  part  del  sistema  de  defensa  antioxidant.  Per  desenvolupar  aquest  objectiu 

general, es plantegen els objectius concrets següents: 

 

1. Determinar  la  capacitat antigenotòxica d’un  extracte de procianidines  (GSPE), 

comparant‐la  amb  la  dels  seus monòmers  flavan‐3‐ols  de  partida  (catequina, 

epicatequina) i la del flavonol quercetina in vitro en un model cel∙lular tumoral 

hepàtic de rata (Fao) sotmès a estrès oxidatiu amb peròxid d’hidrogen (H2O2). 

  

2. Establir  la  relació  entre  la dosi  i  l’efecte de GSPE  en  l’expressió de  la Cu,Zn‐

superòxid  dismutasa  (Cu,Zn‐SOD),  glutatió  peroxidasa  (GPx),  glutatió 

reductasa  (GR)  i  glutatió  S‐transferasa  (GST)  emprant  un  model  in  vitro 

d’hepatocarcinoma humà (HepG2). Avaluar l’efecte de la dosi òptima del GSPE 

sobre  els mateixos  enzims  antioxidants  en HepG2  induïdes  a  estrès  oxidatiu 

amb H2O2. 
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3. Estudiar l’efecte de l’administració de GSPE in vivo, en el patró de regulació de 

l’expressió  gènica  (mRNA,  quantitat  de  proteïna  i  activitat  enzimàtica)  de  la 

Cu,Zn‐SOD,  emprant  rates  Wistar  a  les  quals  s’ha  induït  a  diabetis  amb 

streptozotocina com a model d’estrès oxidatiu. 

 

 

Els  efectes  del  vi  en  la  salut  és  el  nucli  central  de  l’estudi  que  el  nostre  grup 

desenvolupa. Els resultats previs obtinguts en el nostre laboratori han demostrat que el 

consum  moderat  de  vi  negre  augmenta  la  capacitat  antioxidant  i  disminueix  la 

peroxidació lipídica tissular. Aquests efectes s’han atribuït als compostos no alcohòlics 

del vi, probablement als fenols, atès que el consum per part dels animals d’una matriu 

hidroalcohòlica sense  la  resta de components del vi no permet observar els mateixos 

efectes. A més, el paper antioxidant dels flavonoides del vi ha destacat en afegir‐los a 

hepatòcits incubats amb aigua oxigenada, ja que contrarresten els danys en la integritat 

de  la  membrana  cel∙lular,  nivells  alterats  de  glutatió  i  lʹaugment  de  peroxidació 

lipídica, provocat per una situació d’estrès oxidatiu. La present  tesi doctoral, vol ser, 

doncs,  fruit  de  la  lògica  continuació  en  l’aprofundiment  del  coneixement,  tant  dels 

efectes com dels mecanismes d’acció, d’aquests components polifenòlics que, com s’ha 

comentat, depassen  la seva tradicional acció com a antioxidants, mostrant recentment 

noves  propietats  que  permeten  ampliar  el  seu  ventall  d’actuació  i  de  possibles 

aplicacions. 
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ABSTRACT 
 

The protective effects of grape seed procyanidin extract on the repair of H2O2‐induced 

DNA lesions were tested using Fao cells. Cells were exposed to 600 μM H2O2 for 3 or 21 

h. A procyanidin  extract  from grape  seed  (PE) was  incubated  or preincubated  (1 h) 

during  the  exposure  to  H2O2.  The  ability  of  procyanidins  to  protect  against  the 

genotoxicity of H2O2 was compared with those of the monomeric flavanols (+)‐catechin 

and  (‐)‐epicatechin  and  the  flavonol  quercetin.  After  treatment,  DNA  damage was 

monitored using alkaline single‐cell gel electrophoresis  (the comet assay)  (Aherne, S. 

A.; O’Brien, N. M. Nutr. Cancer 1999, 34, 160‐166). At  the end of  the experiment, PE 

significantly  decreased  the  damage  caused  by  H2O2.  The  results  also  showed  that 

quercetin was  the most effective of  the  flavonoids  tested, which  is consistent with  its 

powerful  antioxidant  character.  The  results  indicate  that  procyanidins  are  more 

effective  than  the  corresponding  individual monomers,  catechin  and  epicatechin,  at 

preventing  DNA  lesions  in  hepatocytes  and  that  this  protection  is  higher  after 

preincubation than after co‐incubation. 
 
KEYWORDS: Procyanidins; quercetin; comet assay; DNA damage; oxidative stress; H2O2; 

hepatocytes 
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INTRODUCTION 
 

Reactive  oxygen  species  (ROS)  are produced  in  cells  by  cellular metabolism  and  by 

exogenous agents. These species react with biomolecules in cells, including DNA. ROS 

induce numerous  lesions  in DNA, which cause deletions, mutations, and other  lethal 

genetic  effects.  If  left  unrepaired,  this  damage  may  contribute  to  a  number  of 

degenerative  processes,  including  cancer  and  aging  (2,  3).  Characterization  of  this 

damage  to DNA  has  indicated  that  both  the  sugar  and  the  bases  are  susceptible  to 

oxidation.  About  100  different  modifications  have  been  identified,  including  the 

appearance  of  AP  sites,  cross‐linking  to  protein,  and  single‐  and  double‐strand 

breakage (4). This last type of breakage is highly toxic and mutagenic and can cause 

chromosome aberrations, whereas single‐strand breaks are repaired. Living organisms 

have  evolved  several  systems  that  recognize  and  repair  the  various  forms  of DNA 

damage  induced  by  oxidation.  These DNA  repair  systems  are  key  processes  in  the 

secondary defense system, which copes with damage caused by ROS and which is not 

destroyed by  the primary defense mechanisms. Primary defense mechanisms  include 

antioxidant  enzymes,  nonenzymatic  endogenous  antioxidants,  and  exogenous 

antioxidant molecules, which together are usually able to maintain ROS at nonharmful 

levels. Polyphenols are exogenous antioxidants, and this is the most studied property 

of  these  compounds.  Experimental  and  epidemiological  data  have  revealed  that 

moderate red wine consumption prevents various types of cancer. This is largely due 

to  the  phenolic  compounds  in wine.  The  flavonoids  present  in  red wine  comprise, 

among  others,  flavonols  and  procyanidins  (derivatives  of  flavan‐3‐ols),  the  distinct 

antioxidative potentials of which are of great importance for explaining their beneficial 

effects.  The  antioxidative  effects  of  flavonoids  involve  mechanisms  such  as 

metalchelating,  free‐radical  scavenging with  the  formation  of  less  reactive  flavonoid 

aroxyl  radicals  (5),  inhibiting  certain  oxidative  enzymes  (6),  and  activating 

detoxifying/defensive proteins (7). The standard antioxidant capacity of flavonoids can 

be  determined  from  their  reduction  potentials  (700‐450 mV), which  are  lower  than 

those of  alkylperoxyl  and  superoxide  radicals  (2300‐1000 mV). Therefore,  flavonoids 

may  inactivate  these  damaging  oxyl  species  and  prevent  their  deleterious 

consequences. 
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In  this  study, we examined  the antigenotoxic and protective effects of a procyanidin 

extract from grape seed, of their stable monomers the flavan‐3‐ols (+)‐catechin and (‐)‐

epicatechin,  and  of  the  flavonol  quercetin  on H2O2‐induced  genotoxicity  in  rat  Fao 

cells. The DNA cleavage/repair was identified by alkaline single‐cell electrophoresis, a 

very sensitive method for detecting strand breaks and measuring repair kinetics at the 

level of single cells. 
 
 

 
 

MATERIALS AND METHODS 
 

Fao  cells  were  routinely  cultured  in  F‐12  Coon’s  Modification  medium  (Sigma), 

supplemented  with  5%  fetal  bovine  serum  (BioWhittakker),  0.1%  fungizone 

(BioWhittakker), and 1% penicillin/streptomycin (BioWhittakker). Cells were grown at 

37 °C in a humidified atmosphere of 5% CO2. They were seeded 4‐5 days before use in 

six‐well plates (Corning) at a density of (3‐4)x 105 cells/well. Cells were incubated with 

50‐600  μM H2O2  (Sigma)  so  that  the H2O2  concentration which  induced  considerable 

DNA damage could be found. Cells were incubated with 600 μM H2O2 and at the same 

time or 1 h previously exposed to the flavonoids at the concentrations described below. 

Stock  solutions  were  prepared  by  dissolving  flavonoids  in  ethanol  (Merck).  The 

cultures were supplemented with  (+)‐catechin  (Fluka) and  (‐)‐epicatechin  (Fluka)  to a 

final concentration of 150 μM and then incubated for 3 or 21 h. In the case of quercetin 

(Fluka),  cells  were  supplemented  with  a  concentration  of  150  μM  for  3  h  and  a 

concentration of 25 μM for 21 h. For the procyanidin extract (Les Dérivés Résiniques et 

Terpéniques,  Dax,  France)  obtained  from  grape  seed  and  consisting  of  21.3% 

monomers, 17.4% dimers, 16.3% trimers, 

13.3%  tetramers,  and  31.7%  higher  polymers,  cells  were  supplemented  with  a 

concentration of 75 μM for 3 h and a concentration of 25 μM for 21 h. The concentration 

of  the  procyanidin  extract  was  calculated  by  taking  a  mean  MW=  1399.  The 

concentrations used were previously determined to be nontoxic (8). Controls with the 

equivalent  ethanol  content  of  flavonoid  solutions  (0.3%  final  concentration  in  the 

culture medium) were incubated without H2O2 under the same conditions.  
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At  the  end  of  each  incubation  period,  the  hepatocytes  were  washed  once  with 

phosphate  buffer  (pH  7)  and  then  scraped  in  1 mL  of  buffer  containing  0.1%  (v/v) 

Triton X‐100  (Panreac). The  comet assay was performed  according  to  the method of 

Piperakis (9). Briefly, trypsinized cells were suspended  in 80 μL of 0.5%  low‐melting‐

point agarose  in PBS and placed on a micro slide glass covered with 0.5% agarose  in 

PBS. The slide was immersed in a lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 

mM TRIS, 1% Triton X‐100, 10% DMSO, pH 10) at 4 °C for 1 h. After lysis, the slide was 

placed  in  the  electrophoresis  buffer  (0.3 M  NaOH,  1  mM  Na2EDTA,  pH  12)  and 

electrophoresed for 20 min at 25 V, 250 mA, and 4 °C. After electrophoresis, the slide 

was neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), stained with ethidium bromide (20 μg/mL), and 

covered  with  coverslips.  The  “comet  tail”  was  observed  using  a  fluorescence 

microscope  (Olympus)  equipped with  a  515‐  560‐nm  excitation  filter  and  a  590‐nm 

barrier  filter.  Fifty  nuclei  on  each  slide  were  visually  scored  from  0  (undamaged 

nucleus) to 4 (severely damaged nucleus) (see Figure 1). Samples were scored blindly, 

and results were expressed as a percentage of arbitrary units.  

 

All results are expressed as means ± SEM (n=4). The statistical analysis consisted of the 

General Linear Model procedure of SPSS (2002) combined with Bonferroni’s multiple‐

range test. The level of statistical significance was taken as p < 0.05. 
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RESULTS 
 
The images of DNA damage were classified into five grades (0‐4), as is shown in Figure 

1. Figure 1A shows level 0 (undamaged nucleus), Figure 1B shows levels 3 and 4 (very 

and  severely  damaged  nucleus),  and  Figure  1C  shows  levels  1  and  2  (slightly  and 

moderately damaged nucleus) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Representative comet images of Fao cells after 
treatment  with  flavonoids  and/or  H2O2  for  3  h:  (A) 
control (level 0); (B) 600 íM H2O2 (levels 3 and 4); (C) 25 
íM quercetin and 600  íM H2O2  (levels 1 and 2). Comet 
assay was carried out as described under Materials and 
Methods. 
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Incubating Fao cells with increasing quantities of H2O2 (50, 100, 200, 400, and 600 μM) 

for 3 h  led  to  increasingly greater damage  (Figure 2). At  the  lowest concentration, 50 

μM,  the  results were  similar  to  control  cells  (not  treated with  flavonoids  or H2O22): 

78.99 and 91.97%, respectively, of cells had a damage level of 0.  

 
Figure 2. Effects of H2O2 concentration on DNA of Fao cells. DNA damage was scored from 0 
(undamaged  nucleus)  to  4  (severely  damaged  nucleus),  and  results  are  expressed  as  a 
percentage of arbitrary units. Values are mean ± SEM of four independent experiments. 
 

 
Figure 3. Effects of preincubation (1 h) with flavonoids on DNA damage in Fao cells induced by 
600 μM H2O2  for  3 h. DNA damage was  scored  from  0  (undamaged nucleus)  to  4  (severely 
damaged nucleus), and results are expressed as a percentage of arbitrary units. Values are mean 
± SEM of four independent experiments. 
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Above 200 μM, there were no cells with a damage level of 0, and the percentage of cells 

at levels 3 and 4 increased to 90% at 600 μM of H2O2. Preincubating cells with catechin, 

epicatechin, quercetin, or PE for 1 h before exposure to 600 μM  H2O2 for 3 h (Figure 3) 

showed that quercetin, with 71% of cells at level 0, and PE, with 93.6% of cells at level 

1, were  the compounds  that best protected cells against DNA cleavage. Catechin and 

epicatechin, on  the other hand, only  slightly  improved  the DNA damage  caused by 

H2O2 (the percentage of cells at level 4 was lower). 

 

Although 50% of the cells incubated with H2O2 for 3 h were at level 3 and 50% at level 4 

(Figure 3), after 21 h most (80%) were at level 3 (Figure 4). When cells pretreated with 

flavonoids were exposed to H2O2 for 21 h (Figure 4), quercetin again showed the best 

protective effects  (66% of undamaged  cells),  followed by PE  (71% at  levels 1 and 2), 

catechin (67% at levels 1 and 2), and, finally, epicatechin (45% at level 3). 

Figure 4. Effects of preincubation (1 h) with flavonoids on DNA damage in Fao cells induced by 

600 μM H2O2  for 21 h. DNA damage was  scored  from 0  (undamaged nucleus)  to 4  (severely 

damaged nucleus), and results are expressed as a percentage of arbitrary units. Values are mean 

± SEM of four independent experiments. 
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If flavonoids and H2O2 were simultaneously added and incubated for 21 h (Figure 5), 

the protective effect was lower than when cells were preincubated. However, quercetin 

was yet again the best protector against DNA damage caused by H2O2.  

 

The  results  of  using  flavonoids  to  treat  Fao  cells  incubated with H2O2  showed  that 

quercetin provided greatest protection against DNA damage, followed by procyanidin 

extract, catechin, and epicatechin, in this order. 

 

 
Figure 5. Effects of simultaneous  incubation with flavonoids and 600 μM 
H2O2 for 21 h on DNA damage in Fao cells. DNA damage was scored from 
0  (undamaged nucleus)  to 4  (severely damaged nucleus), and results are 
expressed  as  a percentage of  arbitrary units. Values  are mean  ± SEM of 
four independent experiments. 

 
 
 
 
 
 

DISCUSSION 
 

Excessive  ROS  generation  in  vivo may  result  in DNA  damage. At  least  two major 

human problems, aging and carcinogenesis, involve DNA damage (2, 3). Quercetin (1, 

10‐18) and  tea catechins  (16, 19‐23) have been at  the center of several genetic  toxicity 

and 2in significant amounts in red wine, have only recently attracted attention (24). A 
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diet enriched with red wine solids delayed the onset of tumors in transgenic mice that 

spontaneously develop externally visible tumors (25), and a polyphenolic fraction from 

grape  seeds  inhibited  skin  tumorigenesis  in mice  (26). A  complex mixture  of wine 

polyphenols  protected  against  some  types  of  chemically  induced  oxidative  DNA 

damage in the rat (27). In a previous experiment, we exposed Fao cells to H2O2 under 

the same conditions as in the current study: PE protected the cell membrane and was 

the  most  powerful  at  protecting  against  lipid  peroxidation  and  activating  the 

glutathione  cycle  (8).  Our  present  aim  was  to  determine  whether  grape  seed 

procyanidin  extract  had  this  powerful  antigenotoxic  effect  on  H2O2‐induced  DNA 

damage. 

 

The protective effects of flavonoids against oxidative DNA damage shown here are in 

accordance  with  the  structure‐activity  relationships  of  these  compounds.  All 

flavonoids ha 

at  least  two phenyl  rings  (A and B  rings)  in  their  chemical  structure  separated by  a 

pyran  ring  (C  ring). Quercetin  is  a  flavonol  that  satisfies  all  of  the  determinants  of 

antioxidant  flavonoids given by Bors  et  al.  for maximal  radical  scavenging potential 

(28), whereas catechin and epicatechin have only a catechol structure in the B ring. As 

well as having the best free radical scavenging properties, quercetin has three potential 

metal‐binding  sites  (29), which could have chelated  the  iron  ions present  in  the cells 

and, hence, depressed  the  Fenton  reaction. Catechins,  on  the  other hand, have  only 

one. Therefore, the fact that quercetin has the highest protective effect against oxidative 

DNA damage  agrees with  its  structural  characteristics:  it  is  a more  effective  radical 

scavenger and metal chelator than flavan‐3‐ols, catechin, and epicatechin.  

On the other hand, the fact that oligomer procyanidins have a greater protective effect 

than  the monomer components catechin and epicatechin agrees with  the experiments 

of  Bors  and  co‐workers, who  used  pulse  radiolysis  to  show  that  an  increase  in  the 

reactivity of procyanidins correlates linearly with the number of reactive sites, defined 

as  the  catechol  groups  in  the  individual molecules  (30).  This  correlation  was  also 

shown when  the Trolox‐equivalent antioxidant capacity  (TEAC) assay  (31, 32) or  the 

1,1‐diphenyl‐2‐picrylhydrazyl  radical  (DPPH)  assay  (33) was  used  to  determine  the 

  87   



resultats I     

antioxidant  potential.  Ursini  and  co‐workers  also  concluded  that  polymeric 

procyanidins are better antioxidants than the corresponding monomers, catechin, and 

epicatechin, because  if  the catechol moieties are very close,  their oxidation potentials 

are much lower than those of catechins (34). It is more difficult to find an explanation 

based  on  molecular  structure  for  the  different  protective  effects  of  catechin  and 

epicatechin on damaged DNA, after incubations for 21 h. The only distinction between 

these  two stereoisomers  is  the different spatial distributions of  the OH substituent  in 

the  C3:  the  3‐hydroxy  group  is  closer  to  the  2’‐hydrogen  atom  in  catechin  than  in 

epicatechin, which seems to cause repulsion between the 2’‐H and 3‐OH groups (35). 

 

The recovery of the damage was more marked in the cells treated with the flavonoids 

tested before  the H2O2  incubation, which suggests  that simple scavenging of ROS by 

flavonoids was not the only cause of DNA damage protection, although the scavenger 

activity of these compounds has been shown elsewhere. There  is no clear evidence of 

the  intracellular  location  of  polyphenols  and  even  less  evidence  in  the  case  of 

procyanidins, although  some  studies  suggest  that  they  interact with  cell membranes 

and  intracellular  proteins.  In  vivo  and  in  vitro  we  have  shown  that  grape  seed 

procyanidin extract activates antioxidative enzymes and  the glutathione cycle  (8, 36), 

so these compounds enhance cellular antioxidant potential during preincubation. 

 

The  protective  action  of  the  flavonoids  studied  here  on  DNA  damage  may  be  a 

contribution to the putative antitumorigenic potential of red wine. 
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Grape Seed Procyanidins Prevent Oxidative Injury by Modulating 

the Expression of Antioxidant Enzyme Systems. 

Puiggròs, F.;Llópiz, N.; Ardévol, A.; Bladé C.; Arola, L. and  Salvadó, M. J. 

Departament de Bioquímica i Biotecnologia, Unitat d’Enologia del Centre de Referència en 

Tecnologia dels Aliments de la Generalitat de Catalunya, Universitat Rovira i Virgili, c/Marcel∙lí 

Domingo s/n, 43007 Tarragona, Spain 

 

ABSTRACT 

In the present paper we report the effect of a grape seed procyanidin extract (GSPE) on 

an  antioxidant  enzyme  systems  (AOEs).  Gene  expression  was  tested  using  the 

hepatocarcinoma  cell  line HepG2 by exposing  to  several GSPE doses between 0 and 

100 mg/L  for 24h. We evaluated mRNA expression and enzyme activity  levels using 

real  time  RT‐PCR  and  spectrophotometry.  The  results  suggested  a  transcriptional 

GSPE regulation of glutathione related enzymes caused by an increase both in mRNA 

and enzyme activity levels overall at 15 mg/L. 

We also assessed the GSPE effect on AOEs in cells submitted to oxidative stress. Under 

oxidative  conditions  (1mM H2O2,  1h) we  found  a  decrease  in GSH  content  and  an 

increase in MDA; and we suggested a post‐translational regulation of GPx/GR mRNAs 

and a  transcriptional enhancement of GST mRNA. The GSPE pre‐treatment  (15mg/L, 

23h) before HepG2 submission to H2O2 (1mM, 1h) showed an increase of the mRNA of 

GPx/GR respect the H2O2 group whereas the GSH content was similar to control group. 

However,  the  GPx/GR  enzyme  activities  were  not  increased. We  hypothesize  that 

GSPE probably improves the cellular redox status via glutathione synthesis pathways 

instead  of  regulation  of  the  GPx  and/or  GR  activities  protecting  against  oxidative 

damage.  

Keywords: Grape seed procyanidins extract, AOE gene expression, oxidative stress, 
HepG2 
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INTRODUCTION 

 

Increased  free‐radical production or reduced antioxidant defence responses may give 

rise  to  increased  oxidative  stress.  The  consequences  of  these  processes  include 

oxidative  damage  to membrane  lipids, DNA molecules,  and  proteins  (12).  To  help 

biodefense,  a  number  of  phytochemical  antioxidants  such  as  flavonoid  compounds 

scavenge  free  radicals  after  they  have  been  formed  or  prevent  them  from 

overproducing. Many of  these agents have  shown various effects on  the activities of 

such  antioxidant  enzymes  as Cu,Zn‐superoxide dismutase  (Cu,Zn‐SOD), glutathione 

peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) (18,27,28). 

 

Procyanidins  in  red wine are  flavonoids  that are  comprised of oligomers of  catechin 

units. It has been reported  that  they exert antibacterial, antiallergic and antigenotoxic 

activities  (6,17,23,24),  and  that  they  inhibit  platelet  aggregation  and  capillary 

permeability (32). Structurally, they consist of one or more aromatic rings with one or 

more  hydroxyl  groups,  which  can  readily  combine  with  free  radicals  to  form 

resonance‐stabilized  phenoxyl  radicals.  Moreover,  the  catechol  structure  of 

procyanidins enables them to chelate transition metals such as copper and iron, which 

play  an  important  role  in  oxygen  metabolism  (3).  This  structure  confers  strong 

antioxidant properties (26) and therefore, procyanidins exhibit antioxidant activity, and 

can thus help to prevent peroxidation and cellular oxidant damage. 

 

Recently, it has been shown that procyanidins modulate the activity of such regulatory 

enzymes  as  cyclooxygenase,  lipoxygenase,  angiotensin‐converting  enzyme, 

hyaluronidase,  in  order  to  limit  free  radical  production.  On  the  other  hand, 

procyanidins also modulate various forms of cytochrome P450 and gene expression of 

CYP1A  in order  to chelating metals  involved  in ROS generation. So procyanidins are 

most frequently cited as key active flavonoid compounds in some functional foods (13). 

However, there is little data on natural phytochemicals that modulate the expression of 

ROS‐ metabolising enzymes and their mechanisms (35). 
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In previous  studies we observed  that hepatic antioxidant enzymes were activated  in 

rats  that  consumed moderate  amounts of  red wine  (27),  and we  also  showed  that  a 

grape‐seed  procyanidin  extract  (GSPE)  improved  the  rat’s  hepatic  oxidative 

metabolism in vitro (28). 

 

The purpose of the present study was to determine whether GSPE modulates the gene 

expression  of  the  antioxidant  enzyme  systems  (AOE  systems)  and  its  adaptive 

response under oxidative stress conditions. 

 

Thus, we treated the human hepatoma cell line (HepG2) with GSPE at concentrations 

between 0 and 100 mg/L and focused on the antioxidant response and the induction or 

not  of Cu,Zn‐superoxide  dismutase  (Cu,Zn‐SOD),  and  glutathione  related  enzymes: 

glutathione peroxidase (GPx) glutathione reductase (GR) and glutathione S‐transferase 

(GST).  In  addition, we  established  an  oxidative  condition by  exposing  cells  to  1mM 

H2O2 for 1h to evaluate the extent to which GSPE can protect liver antioxidant enzymes 

expression from an oxidative insult. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Cell culture   

Human  hepatoblastoma  cells  (HepG2)  (HB8065; American  Type Culture Collection, 

Rockville, MD, USA) were grown  in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  (DMEM) 

supplemented with 10%  (v/v) heat‐inactivated Foetal Bovine Serum  (FBS) and 1% of 

2mM  L‐glutamine,  1%  non‐essential  aminoacids  (NEAA)  and  1%  of 

Pennicillin/Streptomycin,  (all  of  which  were  provided  by  BioWhittaker)  in  a 

humidified  atmosphere with  5% CO2  at  37ºC. The  cells were  sub‐cultured  every  5‐7 

days at 1:5 split ratios. The medium was changed every 2 days.  

 

Experimental design 

Using HepG2 cells, we studied the GSPE (Les Dérives Résiniques et Térpeniques, Dax, 

France), effect on antioxidant enzyme systems expression. GSPE consisted of 16.5%  
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monomers,  18.7%  dimers,  16.0%  trimers,  9.3%  tetramers,  4.2%  pheniloc  acids  and 

35.7% higher polymers. For  this purpose, we  incubated  the cells under several doses 

between 0‐100 mg/L for 24h, and then we analyzed the mRNA levels and the enzyme 

activities of Cu,Zn‐SOD, GPx, GR and GST. 

In  the oxidative  stress assay, we  established  the  control group  (untreated),  the H2O2 

group by  incubating cells with 1mM H2O2  (Panreac)  for 1h,  the GSPE group  (15mg/L 

GSPE  for  24h)  and  in  the group GSPE plus H2O2,  the  cells were pre‐incubated with 

GSPE (15 mg/L for 23 h), the medium was removed and then the cells were incubated 

with  1mM H2O2  for  1h.We  analyzed  the GSH  content,  and  the  same  parameters  as 

above. 

 

Cell viability 

We used the LDH assay to evaluate the cytotoxicity of grape seed procyanidin extract 

(GSPE). It was determined spectrophotometrically by the rate of NADH utilization  in 

the enzyme‐catalysed back  reaction of pyruvate conversion  to  lactate using  the LDH 

Kit  (QCA, Barcelona, Spain). By  relating LDH  leakage  to  total LDH activity after  the 

hepatocytes had been lysed, we evaluated the effect that GSPE had on cell viability. 

The viability of cells exposed to H2O2 was evaluated as mitochondrial activity by using 

the  MTT  quantitative  colorimetric  assay  to  quantize  the  dehydrogenase  activity 

retained in the culture cells. This method is based on the ability of living cells to reduce 

3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5  diphenyl‐tetrazolium  bromide  (MTT)  to  insoluble 

purple formazan. The amount of formazan produced is proportional to the number of 

living cells. The cells were plated at 3x105  in 6‐well plates. After H2O2  treatment,  the 

cells were  incubated with 0.3 mg/mL MTT  in DMEM  for 3h at 37ºC. Then  the MTT‐

containing  medium  was  removed  and  the  intracellular  formazan  product  was 

dissolved in isopropanol for absorbance quantification at 570 nm. 
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Determination of lipid peroxidation. MDA content 

Lipid  peroxidation was measured  as  thiobarbituric  acid  reactive  products  (TBARS). 

Briefly, 0.5mL aliquots of fresh cell  incubate (106 cells/mL) or medium were added  to 

0.5mL  of  30%  (w/v)  trichloroacetic  acid  (Sigma)  containing  1mM  butylated 

hydroxitoluene  (Sigma)  (31).  The  amount  of  TBARS  formed  was  determined  by 

absorbance at 535nm using with an extinction coefficient of 156 mM‐1cm‐1. 

Determination of GSH content 

The content of reduced glutathione  in cell  lysates was measured using a Glutathione 

Assay Kit  (Calbiochem).  This  validated method  is  based  on  the  tioethers  formation 

between  4‐chloro‐1‐methyl‐7‐trifluoromoethyl‐quinolinium  methyl  sulfate  and 

mercaptan. A β‐elimination  takes place under  alkaline  conditions, which  specifically 

transforms  the  thioether obtained with GSH  into  chromophoric  thione,  the maximal 

absorbance wavelength of which is   400nm. A standard curve of GSH was established 

using an original GSH concentration of 0.5mM. 

Enzyme activities 

Cells cultured in 6‐well plates were washed twice with cold PBS, scraped and lysed in 

0.1%  Triton  X‐100,  homogenized  and  centrifuged  at  10000g  x  10  min  at  4ºC.  The 

supernatants were used for enzyme activity assays and protein determination. 

Glutathione peroxidase assay (GPx)  

Glutathione peroxidase (GPx) (EC 1.11.1.9.) was quantified spectrophotometrically by 

measuring  the  loss  of NADPH  at  340  nm with H2O2  as  a  substrate  as  described  in 

Paglia and Valentine’s modified procedure (1). The reaction mixture for measuring the 

enzyme  activity  contained  the  following  constituents  at  the  final  concentrations 

indicated: 1.5mM NADPH  in 0.1% NaHCO3, 19mM NaN3, 25mM GSH, 30U/mL GSH 

reductase,  70µM  H2O2  and  200  µL  cellular  extract.  The  extinction  coefficient  for   

evaluating the specific activity was   6.3 mM‐1 cm‐1 and the reaction was monitored for 2 

min. 
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Glutathione reductase assay (GR) 

Glutathione  reductase  (GR)  (EC  1.6.4.2.) was  also measured  by  following NADPH 

absorbance at 340 nm (1). The reaction mixture contained 300µL of supernatant, 0.2M 

KCl, 1mM EDTA, 1mM GSSG in PBS, 0.1M pH 7.0 and 0.1M NADPH, which initiated 

the reaction. An extinction coefficient of 6.3 mM‐1 cm‐1 was used to evaluate the specific 

enzyme activity and the reaction was monitored for 2 min. 

Glutathione S‐transferase (GST) 

Glutathione  S‐transferase  (GST)  (EC  2.5.1.18) was  assayed  by measuring  the  rate  of 

GSH conjugation to 1‐chloro‐2, 4‐dinitrobenzene (CDNB) at 340 nm (11). The reaction 

mixture  contained  50µL  cellular  extract,  710µL  PBS  pH  6.5,  5mM  GSH  and  25mM 

CDNB.  A millimolar  extinction  coefficient  of  9.6 was  used  to  evaluate  the  specific 

enzyme activity. 

Superoxide dismutase (SOD) 

Superoxide dismutase  (SOD)  (EC 1.15.1.1.) activity was determined by measuring, at 

480  nm  and  37ºC,  the  extent  to  which  epinephrine  autoxidation  caused  by  the 

superoxide  anion  had  been  inhibited  (7).  The  reaction  mixture  contained  50mM 

carbonate buffer pH 10.2, 1mM EDTA, 50µL cellular extract and 5mM epinephrine. The 

reaction was monitored for 4 min. 

Determination of total protein content 

The total protein content in the homogenate was measured by the Bradford method (2). 

Bovine serum albumin was used as standard and the absorbance was measured at 595 

nm.  

RNA isolation and real‐time PCR 

Total  RNA was  isolated  from HepG2  cells  using  the High  Pure  RNA  Isolation Kit 

(Roche). The amount of total RNA was estimated by optical density at 260nm. 1µg of 

RNA was  transcribed  into  cDNA with  SuperScript‐II  (Life Technologies). The genes 

studied  and  the  internal  reference  glyceraldehyde‐3‐phosphate  dehydrogenase 

(GAPDH)  were  analysed  by  amplifying  of  the  reversibly  transcribed  RNAs  using 

specific primer pairs (from Applied Biosystems), as follows: 
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Genes  Sequence  Primers 

5’‐ TGC GAG GTG AAT GGT GAG AA ‐ 3’ 
GPx 

5’‐ GGT GCT GGC AAG GCA TTC ‐ 3’ 

SENSE 

ANTISENSE 

5’‐ TTA GGA ATA ACC AGC GAT GGA TTT ‐ 3’ 
GR 

5’‐ AAT GTA ACC TGC ACC AAC AAT GA ‐ 3’ 

SENSE 

ANTISENSE 

5’‐ AGA GAC AGA GGA GGA GCG GAT T ‐ 3’ 
GST 

5’‐ CTG CAT GCG GTT GTC CAT ‐ 3’ 

SENSE 

ANTISENSE 

5’‐ AGC GGA TGA AGA GAG GCA TGT‐ 3’ 
Cu,Zn‐SOD 

5’‐ CAC ACG ATC TTC AAT GGA CAA T ‐3’ 

SENSE 

ANTISENSE 

5’‐ TGC CAA GTA TGA TGA CAT CAA GAA G ‐ 3’ 
GAPDH 

5’ ‐ AGC CCA GGA TGC CCT TTA GT ‐ 3’ 

SENSE 

ANTISENSE 

Primers  were  added  at  a  final  concentration  of  0.3µM  to  a  25µl  reaction  mixture 

containing  10  ng  cDNA  and  5X  Sybr Green.  In  accordance with  the manufacturer’s 

instructions (Applied Biosystems, Warrington, UK), the mixture was incubated at 50ºC 

for 2 min and activated at 95ºC for 2 min. Then the termal cycler subjected all genes to 

40 cycles of  initial melting  (15s at 95ºC) and annealing/extension  (2min at 60ºC). The 

mRNA levels of all the genes were measured in a fluorescent thermal cycler (GeneAmp 

5700  Sequence  Detection  System,  Applied  Biosystems).  The  mRNA  levels  of  the 

analysed  genes  were  normalized  to  the  level  of  GAPDH mRNA  detected  in  each 

sample. 

 

Statistical analysis 

Results  are  expressed  as mean  ±  SEM. To  analyse  the differences within  treatments 

significance was  tested by Student’s  t‐test or one‐way analysis of variance (SigmaStat 

Version 10.0  for Windows, SPSS, Richmond, CA)  followed by Scheffe’s  test. P values 

<0.05 were considered statistically significant.  
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RESULTS 

Cytotoxicity 

Figure 1  shows LDH  leakage  into  the extracellular media of  the HepG2  cells, which 

were  incubated with several doses of grape seed procyanidin extract  (GSPE)  for 24h. 

GSPE concentrations as high as 350 mg/L exhibited high toxicity to HepG2, but when 

GSPE  exposure  was  lower  than  350 mg/L  no  cytotoxicity  was  found.  Taking  into 

account  the  cell  viability,  then,  the maximal  non‐toxic GSPE  concentration  used  for 

subsequent experiments was 100 mg/L. 
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Figure 1. Viability of HepG2 cells after treatment with different doses of GSPE 

Cell viability was assayed by % LDH leakage. Values are expressed as the percentage of % LDH 

leakage. Experimental values are the means ± SEM of three different experiments in triplicate.  

Significant differences  (P<  0.05) were  obtained with  a  t‐test  and  are  indicated with different 

superscripts. 

 

 

Effect of GSPE on AOE expression in HepG2 cells 

Tables  1‐2  show  the  changes  in mRNA  and  AOE  activity  in HepG2  cells  exposed 

concentrations between 0 and 100 mg/L of GSPE for 24h. 

Table  1  illustrates  the  effect  of  GSPE  exposure  on mRNA  of  antioxidant  enzymes 

studied. The mRNA  of GSH‐related  enzymes was  significantly  higher  at  50mg/L  of 

GSPE  (GPx +88.6%, GR +66.2%, GST +104.6%) while  the  level of Cu,Zn‐SOD mRNA 
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was increased only slightly   by 23.8% at the same dose. On the other hand, there was 

also a significant enhancement of GPx and GST mRNA  levels at 15 mg/L of GSPE  (+ 

25%, +17% respectively) whereas the Cu,Zn‐SOD and GR mRNAs did not change 

 

 

 

GSPE doses GPx GR GST Cu,Zn-SOD 

No GSPE 1.00 ± 0.00 a 1.00 ± 0.00 a 1.00 ± 0.00 a 1.00 ± 0.00 a

1 mg/L 1.12 ± 0.07 ab 1.11  ± 0.07 a 0.73 ± 0.17 a 1.06 ± 0.17 a

5 mg/L 1.26 ± 0.08 b 0.73 ± 0.08 b 0.89 ± 0.20 a 1.06 ± 0.13 a

15 mg/L 1.25 ± 0.09 b 0.87 ± 0.10 ab 1.17 ± 0.10 b 1.03 ± 0.15 a

50 mg/L 1.88 ± 0.26 c 1.66 ± 0.21 c 2.04 ± 0.27 b 1.23 ± 0.13 a

100 mg/L 1.15± 0.15 ab 0.92 ± 0.13 ab 1.10 ± 0.25 a 0.48 ± 0.06 b

Table 1.  Effect of different GSPE doses on antioxidant enzyme system mRNAlevels. 

Glutathione  peroxidase  (GPx),  glutathione  reductase  (GR),  glutathione  S‐transferase 

(GST) and Cu/Zn‐ superoxide dismutase (Cu,Zn‐SOD) mRNA levels in HepG2 cells after 

different doses of GSPE exposure. Relative quantification by real time PCR of GPx, GR, 

GST  and  Cu,Zn‐SOD with  respect  to  GAPDH  after  reverse  transcription.  Values  are 

expressed as a percentage of control values (means ± SEM of five different experiments in 

triplicate). Significant differences (p<0.05) were obtained with ANOVA and are indicated 

with superscripts (Scheffeʹs test). 

 
 

Table 2 shows  the enzyme activities.  It was observed  that GPx, GR, GST and Cu,Zn‐

SOD increase with respect to the control value at doses under 50 mg/L. GPx, GST and 

Cu,Zn‐SOD  had  the  greatest  effect  (+41%,  +19%  and  +25%  respectively)  at  doses 

between 5 and 15 mg/L. The GSPE dose, however, did not have a significant effect on 

GR activity. So, on  the basis of  these results we decided  to use 15 mg/L  to assess  the 

effect of GSPE on H2O2‐induced oxidative stress 
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Oxidative stress 

Figure 2 shows the cell viability and MDA levels of hepatocytes submitted to different 

doses of H2O2. We observed a dose‐dependent decrease in cell viability after the MTT 

test, which was significant at 1mM H2O2. Likewise, we observed an  increase  in MDA 

levels, which was  also  significant  at  1mM H2O2  (87.8  ±  14.2  nmols MDA/mg  prot) 

relative to the control value (19.7 ± 3.5 nmols MDA/mg prot). The MDA values of cells 

exposed to doses higher than 1mM decreased.  

 

 

GSPE doses  GPx GR GST Cu,Zn-SOD 

No GSPE   100.00 ±  0.00 a 100.00 ± 0.00 a 100.00 ± 0.00 a 100.00 ± 0.00 a

1 mg/L    111.10 ± 13.29 a   87.29 ±4.30 a 129.18 ± 6.59 b     104.62 ± 14.26 ab

5 mg/L  104.21 ± 9.82 a 119.54 ± 3.93 b 117.08 ± 8.06 ab 125.39 ± 5.98 b

15 mg/L   141.02  ± 13.86 b 102.89 ± 8.36 a 123.96 ± 12.22 b 121.47 ± 7.74 b

50 mg/L     94.10 ± 10.49 a 89.08 ± 7.41 a 130.49 ± 12.93 b  86.13 ± 8.44 a

100 mg/L   89.79 ± 7.44 a 111.66 ± 4.74 a 113.21 ± 16.49 ab    89.61 ± 14.34 a

 

Table 2.  Effect of different GSPE doses on antioxidant enzyme system activities. 

Glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR), glutathione S‐transferase (GST) and 

Cu/Zn‐  superoxide  dismutase  (Cu,Zn‐SOD)  activity  in  HepG2  cells  after  different  GSPE 

exposures.  Values  are  expressed  as  a  percentage  of  control  values  (means  ±  SEM  of  four 

different experiments in triplicate). Significant differences (p<0.05) were obtained with ANOVA 

and are indicated with superscripts (Scheffeʹs test). 
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Figure 2. Dose‐response effect of H2O2 on cell viability and MDA levels. 

Bars represent the MDA concentration in HepG2 cells incubated with different doses 

of hydrogen peroxide and curve illustrates the HepG2 cytotoxicity as a result of MTT 

assay. The results are expressed  in nmols MDA/mg prot and  the percentage of cell 

viability  relative  to  control  and  are  X  ±  SEM  of  three  different  experiments  in 

triplicate.    Significant  differences  (P<  0.05)  were  obtained  with  a  t‐test  and  are 

indicated with different superscripts. * P<0.05 vs cell viability control in MTT assay. 

 

The effect the 
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 on their viability was excessive and they probably became necrotic. On 
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 stress conditions. 

e 3 shows that when hepatocytes were treated with H2O2 there was a decrease

tal GSH level (16.6 ± 2.4 nmols GSH/mg prot) in comparison to the control val

(3

(1

GSH/mg prot),  that was  similar  to  the  control value. Likewise,  incubating  cells with 

GSPE  (15 mg/L)  for 23h did not  change  (30.4 ± 3.1 nmols GSH/mg prot)  respect  the 

control value. 
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Figure 3. Intracellular GSH content under H2O2 and/or GSPE treated cells. 

GSH content in human hepatoma cells (HepG2) incubated with 1mM hydrogen peroxide (t=1h), 

GSPE (15 mg/L, t= 24h), and pre‐treated stressed cells with GSPE (15 mg/L; t=23h) and then 1h 

with  H2O2  (1mM).  Results  are  shown  as  means  ±  SEM  of  three  different  experiments  in 

triplicate. Significant differences  (p<0.05) were obtained with ANOVA and are  indicated with 

superscripts (Scheffeʹs test). 

 

Effect of GSPE on AOE expression in HepG2 cells with oxidative stress 

 the antioxidant 

 decrease in the GPx and GR mRNAs (‐22% and ‐29% 

espectively)  of H2O2‐treated  cells. GST  and Cu,Zn‐SOD mRNAs,  however,  did  not 

change. On the other hand, the GSPE pre‐incubation plus H2O2 prevents the decrease in 

2 2

2 2

served in H2O2-treated cells. 

 

Figure 4 shows the effect of GSPE on mRNA and the activity levels of

enzymes  glutathione  peroxidase  (GPx),  glutathione  reductase  (GR),  glutathione  S‐

transferase  (GST)  and  Cu,Zn‐  superoxide  dismutase  (Cu,Zn‐SOD)  under  hydrogen 

peroxide‐induced oxidative stress in HepG2. 

Figure 4A shows the significant

r

GPx and GR mRNAs observed in H O ‐treated cells. 

Figure 4B shows a significant increase in GR activity (+36%) in H O -treated cells but 

GPx and GST activities increased only slightly (+14% and +11%, respectively) and 

Cu,Zn-SOD activity did not change. The GSPE pre-incubation plus H2O2 did not 

modify the enzyme activities profile that we ob
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Figure 4.  

A) Effect of GSPE pre‐incubation on GPx, GR, GST and Cu,Zn‐SOD mRNA  levels  in 

cells submitted to oxidative stress.  

Relative quantification by  real  time PCR GPx, GR, GST, Cu,Zn‐SOD with  respect  to GAPDH 

after reverse transcription. Values are expressed as a ratio of their control values (means ± SEM 

of four different experiments in triplicate). Significant differences (p<0.05) were obtained with 

ANOVA and are indicated with superscripts (Scheffeʹs test).  

B) Effect of GSPE pre‐incubation on GPx, GR, GST and Cu,Zn‐SOD activities in cells 

submitted to oxidative stress.  

  expressed  as  a  percentage  of  control  values  (means  ±  SEM  of  four  different 

exp

indicate

 b b b  b  b

Values  are

eriments in triplicate). Significant differences (p<0.05) were obtained with ANOVA and are 

d with superscripts (Scheffeʹs test). 

 

DISCUSSION 

 
Our  group  reported  previously  that  flavonoids  in  red wine  increase  the  enzymatic 

activity

both  in e  also  reported  the  antigenotoxic  effect of grape 

seed procyanidin extract  (GSPE) on Fao cells submitted  to oxidative stress  (17). Now 

 in the antioxidant enzyme systems (AOE system) in rat hepatocytes (Fao cells) 

 vivo  and  in vitro  (27,28). W
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we have studied the effect of a grape seed procyanidin extract (GSPE) on the activity 

and mRNA expression of AOE systems  in human hepatocarcinoma HepG2 cells and 

also  the  response of AOEs under GSPE exposure  in cells  submitted  to H2O2‐induced 

xidative stress.  

Skibola et al. reported that the antio nt effects of flavonoids depend on 

dose, so, before

e analysis of GSPE treatment showed a significant increase in the GR 

promoter is important for gene regulation 

because  it protects against an oxidative environment, as reported by Cowan et al. (4). 

pattern SOD  

o

xidant/pro‐oxida

the    the  cell  type  and  the  time  of  flavonoid  exposure  (34),      the 

experiments, we used  the LDH assay  to  test how  the GSPE affected HepG2 viability. 

We  used  doses  between  0  and  100 mg/L. Although  in  our  previous  studies, GSPE 

showed cytotoxic effects at doses equal to or higher than 100 mg/L in Fao cells (28), the 

GSPE cytotoxicity assay showed  that HepG2 cells were more  resistant  than Fao cells 

even  though  the  two  highest  doses    (350  and  700 mg/L  GSPE)  were  not  used  to 

evaluate of AOE mRNA levels and activity.  

The dose‐respons

and  GST  mRNA  levels  at  15  and  50mg/L,  respectively,  while  GPx  mRNA  was 

stimulated at all  the doses studied. At 15 mg/L,  the  increase  in GPx and GST mRNA 

expression correlated positively with their activities, suggesting that these genes were 

transcriptionally regulated at this dose. These results match our expectations since the 

AOE system was probably up‐regulated by GSPE, thus contributing to its antioxidant 

properties. Moreover  it  has  recently  been demonstrated  that  flavonoid  naringin up‐

regulates GPx gene expression (14) probably because of the element promoter in the 5’‐

flanking region of the human GPx gene. This 

The GST  transcriptional  regulation  that we  found  supports  that  a  dietary  intake  of 

procyanidins can induce the transcription of phase II enzymes such as GST, as reported 

by Gohil et al. (9). On the other hand, Cu,Zn‐SOD mRNA  levels were not affected by 

any  of  the  GSPE  doses  but  activity  increased  at  15 mg/L,  which  suggests  a  post‐

translational  regulation.  In  this  regard,  Jeon  et  al.  demonstrated  that  naringin  also 

increases SOD activity but not its mRNA expression (14). It is known, that the mRNA 

expression   of Cu,Zn‐  is often stable despite changes in the other AOE after

they have been exposed to different oxidants (5,29,30,38).  
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Considering  all  the  results  of  the GSPE  analysis  on mRNA  levels  and  activities, we 

decided  to use a dose of 15 mg/L GSPE  for our H2O2‐induced oxidative  stress  study 

because of the overall effects on enzyme activity and because data from our previous 

studies  showed  that  the  glucose  uptake  in  L6E9  myotubes  (25),  the  antigenotoxic 

effects in Fao cells (17) and the activation of AOE activities in Fao cells were stimulated 

at the same GSPE dose (28). 

The MTT viability assay,  the peroxidation  levels  (MDA) and  the assessment of GSH 

content enabled us to establish an oxidative stress situation by incubating HepG2 cells 

for 1 h with H2O2. In order to determine whether GSPE prevents H2O2‐induced damage 

decline of GSH observed  in H2O2 cells and maintains  its 

  hydroperoxides),  and  the 

  activities  were  unexpectedly  enhanced.  The  accumulation  of  intracellular 

from modifying AOE activities and mRNA levels, we pre‐incubated cells with 15 mg/L 

of GSPE for 23h before we induced H2O2‐oxidative stress.  

Our  results  show  that  treatment with H2O2  led  to GSH depletion associated with an 

increase  in  lipid  peroxidation  (TBARS),  thus  altering  the  cellular  redox  status  by 

overproduction of ROS and  free  radicals. However, as expected, pre‐incubation with 

15 mg/L GSPE prevents  the 

content  at  the  same  level  as  in  controls. These data  led  to  the  conclusion  that GSPE 

protects against such oxidative  injury by  inhibiting  the modification of  the redox cell 

status. 

The glutathione redox cycle provides cellular protection against free radicals and ROS.  

GPx  uses GSH  as  a  co‐substrate  to  reduce H2O2  (or  lipid

enzymatic  reaction product, GSSG,  is  recycled  to GSH by GR, or exits  from  the cells 

(8,33).  GSH  levels  are  also  modified  by  conjugation  reactions  with  electrophilic 

compounds that are catalysed by glutathione S‐transferase (36) and therefore they help 

the detoxifying metabolism.  In  fact,  elevated  levels of  intracellular GSH  and/or GST 

activity are thought to play a significant role in resistance to chemotherapeutic agents 

(22). Under H2O2  treatment, GPx  and GR mRNAs  decreased  significantly  but  their 

enzyme

organic hydroperoxides, due  to high MDA  levels, and GSH depletion may stimulate 

GPx  and GR  enzyme  activities  although mRNA  levels decreased. This  suggests  that 

GSSG  accumulation  leads  to  a  post‐translational  modification  or  a  feedback 
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transcriptional inhibition by product (GSSG) because the increase in GR activity is not 

enough  to  restore  the  intracellular GSH  content.  In  this  regard, many  reports  show  

changes in GSH levels and in the GR and GPx activities in tissues under physiological 

and  pathological  conditions  (19),  but  because  of  the  complexity  of  the  biochemical 

pathways that regulate the cellular redox balance it is not clear whether these changes 

are due to post‐translational modifications, suppression of the gene transcription of the 

enzyme, or both (10,15,19). 

Under oxidative stress there was an increment in both mRNA levels and GST activity. 

This suggests that redox alterations mediate part of the  ctivation of the transcriptional 

complex since GST has been shown to protect against H

 

a

vated receptors (PPARs) and other members of the nuclear 

 been subjected to prolonged treatment with the 

2O2‐induced cell death via the 

coordination of  stress kinases  (37).  So,  it  is known  that  the  transcription of phase  II 

enzymes such as GST is controlled by antioxidants (or electrophilic) response elements, 

and by compounds  such as hydroperoxides.   On  the other hand, many  reports have 

shown that ROS and free radicals induce the activation of such transcription factors as 

nuclear  factor  κB  (NF‐κB),  activator  protein‐1  (AP‐1),  specificity  protein  (Sp1), 

peroxisome proliferator‐acti

receptor superfamily (16). Morceau et al. have demonstrated that GST gene expression 

can be  induced by  the  tumour necrosis  factor  (TNF‐α)  signalling  cascade  leading  to 

NF‐κB‐activated GST promoter (20).  

GSPE pre‐incubation plus H2O2  treatment maintained  the GSH  content,  significantly 

increased the mRNAs of GPx and GR, and slightly increased the mRNAs of GST and 

Cu,Zn‐SOD  in comparison with  the values of  the H2O2‐treated   cells. The stable GSH 

content in GSPE pre‐incubated cells may be due to the homeostatic mechanisms, which 

allow  cells  to be viable before  the AOEs have been  induced even  though GSSG and 

MDA levels are high. Roig et al. reported that GST‐catalyzed conjugation to GSH is the 

primary  detoxification  pathway  for  reactive  lipid  peroxidation  products,  so  its 

activation  by procyanidins may make  a  significant  contribution  to decreasing MDA 

levels in stressed cells after they have

procyanidin extract (28). From another point of view, procyanidins may stimulate the 

activation of γ‐ glutamylcysteine synthetase (γ‐GCS) ‐ the rate‐limiting enzyme for GSH 

synthesis‐ thus stimulating de novo synthesis of GSH (21). So we conclude that although 
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mRNA GPx and GR levels are higher than in stressed conditions, their activities are not 

increased because the cellular redox status is not altered when GSH levels are normal.  

In conclusion, our experiments confirm that GSPE not only acts as an antioxidant but 

also  affects  AOE  gene  expression.  This  indicates  that  there  are  complementary 

protective mechanisms  that  protect  the  cell  from  oxidative  injury. However,  further 

research in vivo is needed and studies must also be made on AOE transcription factors‐

related to the oxidative metabolism pathways. 
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Model) and In Vitro (Fao Cells) 
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Departament de Bioquímica i Biotecnologia, Unitat d’Enologia del Centre de Referència en 
Tecnologia dels Aliments de la Generalitat de Catalunya, Universitat Rovira i Virgili, 

C/Marcel∙lí Domingo s/n 43007 Tarragona, Spain 
 
 

ABSTRACT 
 

The flavonoids have aroused considerable interest because of their potential beneficial effects on 

human  health  that  have  been  principally  attributed  to  their  antioxidant  activities.  Recently 

studies have speculated that besides of their antioxidant roles, flavonoids can act as secondary 

messengers  by modulating  cell  signalling pathways  and/or  gene  expression. We  studied  the 

grape seed procyanidin extract (GSPE) effect in Cu,Zn‐SOD gene expression. In streptozotocin‐

induced diabetic rats as an oxidative stress model, we evaluated mRNA, protein amount and 

enzyme activity using  relative quantitative RT‐PCR, Western Blotting and  spectophotometry. 

The expression profile of Cu,Zn‐SOD  in diabetic  rats was  similar  to  that of non‐diabetic  rats. 

The  administration  of  GSPE  caused  a  post‐translational  regulation  of  Cu,Zn‐SOD  both  in 

diabetic  and  non‐diabetic  rats,  recruiting  antioxidant  defences  of  healthy  and  sick  animals, 

which can contribute to improve diabetic situation. 

To evaluate whether  the post‐translational  regulation of Cu,Zn‐SOD was dose‐dependent we 

also  studied  the  effect  of  GSPE  in  Cu,Zn‐SOD  expression  using  in  vitro  model 

(hepatocarcinoma Fao cells). The cells were exposed to different GSPE doses between 0 and 150 

mg/L for 24h. The results showed an enhancement only at enzyme activity which suggest, as in 

vivo results, a post‐translational regulation of Cu,Zn‐SOD that is reflected mainly at 15 mg/L. 

______________________________________________________________________ 

Keywords: Grape seed procyanidins extract, Cu,Zn‐SOD gene expression, diabetes hepatocytes, 

oxidative stress. 
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INTRODUCTION 

Flavonoids  are  a  family  of  antioxidants  found  in  fruits,  vegetables,  and  popular 

beverages  such  as  red wine  [1]  in which  they  are mostly  present  as  procyanidins, 

which  are  complex  mixtures  of  catechin  oligomers  whose  average  degree  of 

polymerisation  is  between  4  and  11  [2].  Various  claims  have  been  made  for  the 

beneficial  effects  of  procyanidins:  they  are  said  to  have  anti‐inflammatory  and 

cardiovascular effects, and also vasorelaxant activity [3]. More specifically, the health‐

protective properties of procyanidins have mainly been attributed to their antioxidant 

activity,  which  involves  mechanisms  such  as  metal  chelating  and  free  radical 

scavenging  [4‐6]. However,  it  has  recently  been  reported  that  flavonoids do  not  act 

only  as  conventional hydrogen‐donating antioxidants but  also  that  they may have  a 

modulatory  action  in  cells  by  acting  on  protein  kinase  and  lipid  kinase  signaling 

pathways [7]. In particular, procyanidins have been shown to modulate the activity of 

such  regulatory  enzymes  as  cyclooxygenase,  lipoxygenase,  protein  kinase  C, 

angiotensin‐converting enzyme, hyaluronidase, various forms of cytochrome P450, and 

gene expression of CYP1A at concentrations that are achievable in plasma [8]. 

It is widely accepted that increased oxidative stress takes part in the development and 

progression of diabetes and  its complications  [9‐11]. Diabetes  is a group of metabolic 

diseases  characterized  by  hyperglycaemia, which  is  the  results  of  defects  in  insulin 

secretion,  action  or  both.  Induced  hyperglycaemia  increases  glucose  autoxidation, 

protein glycation, and the subsequent oxidative degradation of glycated protein leads 

to an enhanced production of reactive oxygen species (ROS) [12] but the mechanisms 

by which  increased oxidative stress  is  involved  in the diabetic complications are only 

partly  known.  These  mechanisms  include  the  activation  of  transcription  factors, 

protein kinase C  and  advanced glycated  end products  (AGEs)  [13]. Oxidative  stress 

may be both a cause and an effect of  tissue damage and a primary and a secondary 

source of diabetic pathology [10], since it not only damages receptors, enzymes, signal 

transduction  pathways  and  transport  proteins  but  also  gives  rise  to  secondary 

messengers  that  can  damage  to  other  biomolecules.  There  have  been  contradictory 

reports  in  the  literature on how diabetes‐induced hyperglycaemia affects antioxidant 

enzymes.  For  example,  they  have  been  reported  to  decrease,  increase  or  remain 
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unaltered  in  diabetic  animals with wide  variations  that  depend  on  the  age  of  the 

animal, the duration of diabetes [12,14,15] or the tissues examined [16]. 

Superoxide anion radicals (O2•‐) are the major reactive oxygen species (ROS) generated 

in  mitochondria,  and  they  are  involved  in  the  production  of  several  potentially 

damaging species (i.e., hydrogen peroxide, hydroxyl radicals and peroxynitrite), which 

can damage  cells by  causing  lipid peroxidation,  and oxidative damage  in DNA  and 

proteins  [17].  Therefore,  the  generation  and/or  removal  of  superoxide  has  been 

observed to play significant roles in a variety of critical homeostatic mechanisms both 

at cellular and organism level. Cu,Zn‐superoxide dismutase (Cu,Zn‐SOD) catalyses the 

dismutation of  the superoxide radical  (O2.  ‐)  into oxygen and hydrogen peroxide  [18]. 

Since biological macromolecules are a target for the damaging action of ROS, it would 

be very useful to understand how procyanidins affect the regulation of the antioxidant 

Cu,Zn‐SOD  expression  because  little  work  has  been  done  to  directly  assess  how 

procyanidins affect this enzyme [19]. 

In  previous  studies we  observed  that moderate  red wine  consumption  resulted  in 

higher  hepatic  Cu,Zn‐SOD  activity  in  rats  [20],  and  that  a  grape  seed  procyanidin 

extract (GSPE)  improved  the hepatic oxidative metabolism  in vitro [21]. In  this study, 

we  assessed  the  effect  of GSPE  on Cu,Zn‐SOD  antioxidant  expression  in  vivo  using 

livers from streptozotocin‐induced diabetic rats as an oxidative stress model. We also 

investigated how different doses of GSPE modulate in vitro mRNA expression, protein 

abundance and the specific activity of Cu,Zn‐SOD in rat hepatoma Fao cells. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Animal experimental procedures 

Male Wistar  rats  weighing  250  g  were  purchased  from  Charles  River  (Barcelona, 

Spain).  The  animals were  housed  in  animal  quarters  at  22ºC with  a  12‐h  light/dark 

cycle  and  were  fed  ad  libitum.  The  Animal  Ethics  Committee  of  our  University 

approved  all  procedures.  Type‐1  diabetes  mellitus  was  induced  by  intraperitoneal 

injection of  a  freshly prepared  solution of  streptozotocin  (STZ)  70 mg/Kg  in  50 mM 
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citrate  buffer,  pH  4.5.  The  only  diabetic  animals  used  were  those  with  polyuria, 

glycosuria and hyperglycaemia  (≈ 20 mM) 2‐3 days post‐induction. All  studies were 

carried out 1 week after STZ had been injected. 

Rats were divided into four groups of 6‐7 rats each. 1) Non‐diabetic group: Rats were 

fed an oral gavage with vehicle  (tap water). 2) Non‐diabetic GSPE group: Rats were 

given  an  oral  gavage  of  procyanidin  extract  (GSPE)  from  grape  seed  (Les  Dérives 

Résiniques  et  Térpeniques,  Dax,  France)  consisting  of  16.5%  monomers,  18.7% 

dimmers, 16% trimers, 9.3% tetramers, 4.2% phenolic acids and 35.5% higher polymers 

(Molecular Weight  =  1575  g/mol)  in  aqueous  solution  (250 mg/Kg  body weight).  3) 

Diabetic Group: Rats were  fed  an  oral  gavage with  vehicle  (tap water)  and  the  last 

group were 4) Diabetic GSPE group: Rats were fed an oral GSPE gavage  (250 mg/Kg 

body weight).  The  used  procyanidin  dose  is  one‐fifth  of  the NOAEL  (no‐observed‐

adverse‐effect level) described for GSPE and male rats [22]. 

After 5h of GSPE treatment, the rats were beheaded and their livers were excised and 

frozen immediately in liquid nitrogen and stored at ‐80ºC. 

Cell line and culture 

Fao  cells  were  routinely  cultured  in  F‐12  Coon’s  Modification  medium  (Sigma), 

supplemented with  5%  Foetal  Bovine  Serum  and  1%  Penicillin/Streptomycin  (all  of 

which were  provided  by  BioWhittaker).  Cells were  grown  at  37ºC  in  a  humidified 

atmosphere  of  5%  CO2.  They  were  seeded  3‐4  days  before  use  in  6‐well  plates 

(Corning) at a density of 4‐5 x 105 cells/well. 

Cells were incubated with GSPE at concentrations between 0 and 150 mg/L for 24h. 

Cytotoxicity 

The  cytotoxicity  of  GSPE  was  evaluated  with  the  LDH  assay.  It  was  determined 

spectrophotometrically by the rate of NADH utilization in the enzyme‐catalysed back 

reaction of pyruvate conversion to lactate using the LDH Kit (QCA, Barcelona, Spain). 

By relating LDH leakage to total LDH activity after the hepatocytes had been lysed, we 

evaluated the effect that GSPE had on cell viability. 
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Superoxide dismutase enzyme activity 

Liver tissue was homogenized in 0.1 M sodium phosphate buffer pH 7.4 (1:10 wt/vol) 

centrifuged  at  20000g  for  10 minutes  and  supernatant was  collected. All  these  steps 

were performed at 4ºC. After saving an aliquot for protein assay, supernatant was used 

for Cu, Zn‐superoxide dismutase ‐Cu,Zn‐SOD‐ (E.C.1.15.1.1). The Cu,Zn‐SOD activity 

was measured by quantifying the inhibition of pyrogallol autooxidation [23] at 420 nm 

for 3 min.  

Hepatocytes  were  scraped  into  50mM  of  phosphate  buffer  saline  (PBS)  pH  7.4 

containing  0.1%  Triton  X‐100,  and  then  disrupted  by  sonication  for  15  s.  After 

centrifugation at 10.000g  for 10min. at 4ºC,  the supernatant was collected  for protein 

determination  and  the  analysis  of  superoxide  dismutase  (SOD)  activity.  The  SOD 

activity was determined by measuring, at 480 nm and 37ºC,  the extent  to which  the 

epinephrine autoxidation caused by the superoxide anion had been inhibited [24]. The 

reaction mixture contained 50mM carbonate buffer pH 10.2, 1mM EDTA, 50µL cellular 

extract and 5mM epinephrine. The reaction was monitored for 4 min. 

Determination of total protein content 

The  total protein  content  in  the homogenate was measured by  the Bradford method 

[25]. Bovine serum albumin was used as standard and the absorbance was measured at 

595 nm.  

 

Western Blot analysis  

After GSPE  treatment,  liver  homogenized  and  hepatocytes were  ressuspended  and 

lysed  in  1  mL  of  the  following  buffer:  1X  PBS,  1%  nonidet  P‐40,  0.5%  sodium 

deoxycholate,  0.1%  SDS.  To  inhibit  proteases,  5 mL  of  the  buffer  contained  25  µL 

Leupeptine 2mM (Sigma); 25 µL Pepstatine B 2 mM (Sigma) and 100 µL PMSF 0.1 M 

(Sigma). 

Samples  containing  7.5  µg  of  total  protein  were  electrophoresed  on  SDS‐

polyacrylamide gel (12%), using the Laemmli method [26]. At the same time, molecular 

weight standards were loaded in separate lanes. The proteins were transferred onto a 
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nitrocellulose  membrane  (Protran,  Schleicher&Schuell,  Germany).  Blots  were  then 

probed  with  rabbit  Cu,Zn‐SOD  polyclonal  antibody,  with  beta‐actin  antibody  as 

internal  standard  (Stressgen  Biotechnologies),  and  then  with  peroxidase‐labelled 

secondary  antibody  and  the  chemiluminescent  substrate  luminol  (ECL  Western 

Blotting, Amersham  Pharmacia  Biotech). Chemiluminescent  detection  of  specifically 

labelled protein was quantified by measuring the density of the detected bands using 

Quantity One software (Bio‐Rad). 

 

RNA isolation and real time RT‐PCR 

Total RNA was isolated from rat’s liver or Fao cells using the High Pure Isolation Kit 

(Roche). The amount of total RNA was estimated by optical density at 260 nm. 1 µg of 

RNA was  transcribed  into cDNA with SuperScript‐II  (Life Technologies). Cu,Zn‐SOD 

and  glyceraldehyde  ‐3‐phosphate  dehydrogenase  (GAPDH)  were  studied  by 

amplifying  the reversibly  transcribed RNAs with specific primer pairs  (from Applied 

Biosystems), as follows: Cu,Zn‐SOD sense primer, 5’‐ AGC GGA TGA AGA GAG GCA 

TGT  ‐ 3’; antisense primer, 5’‐ CAC ACG ATC TTC AAT GGA CAA T  ‐ 3’; GAPDH 

sense primer, 5’‐ TGC CAA GTA TGA TGA CAT CAA GAA – 3’; antisense primer, 5’‐ 

AGC CCA GGA TGC CCT TTA GT ‐ 3’. Primers were added at a final concentration of 

0.3 µM to a 25 µL reaction mixture containing 10 ng cDNA and 5X Sybr Green (Applied 

Biosystems).  

In accordance with manufacturer’s instructions (Applied Biosystems, Warrington, UK), 

the mixture was incubated at 50ºC for 2min.and activated for 2 min at 95ºC. Then both 

genes were  subjected  to  40  cycles  of  sequential  steps  in  a  thermal  cycler  for  initial 

melting (15 s at 95ºC) and an annealing/extension at 60ºC for 2min. 

Cu,Zn‐SOD and GAPDH mRNA levels were measured in a fluorescent thermal cycler 

(GeneAmp 5700 Sequence Detection System, Applied Biosystems). The level of Cu,Zn‐

SOD mRNA was normalized to the level of GAPDH mRNA detected in each sample. 
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Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± SEM. Significance was  tested by a  t‐test or one‐way 

ANOVA  (SigmaStat  Version  10.0  for  Windows,  SPSS,  Richmond,  CA).  We  used 

Scheffe’s test of honestly significant differences to make pairwise comparations (P<0.05 

were considered statistically significant). 

 

RESULTS 

Expression profile of Cu,Zn‐SOD. Effect of GSPE on liver from streptozotocin‐induced diabetic 

rats 

Figures 1A‐C show the effect of GSPE on mRNA levels, the amount of protein and the 

enzyme activity of Cu,Zn‐SOD  in both  diabetic and non‐diabetic rats. 

Figure  1A  shows  mRNA  levels  and  Figure  1B  shows  Western  Blot  and  the 

densitometric data relative to beta‐actin. We did not find any differences in Cu,Zn‐SOD  

mRNA levels and amount of protein among the different treatments. However, as can 

be seen in Figure 1C, the non‐diabetic GSPE group presented a significant increase in 

Cu,Zn‐SOD  activity  (+20%) whereas  the  diabetic GSPE  group  showed  only  a  slight 

increase in Cu,Zn‐SOD activity. We did not find statistical differences between diabetic 

or non‐diabetic rats. 

As  illustrated  in  Table  1,  the  activity/protein  and  protein/mRNA  ratio  values were 

different only under GSPE exposure. 
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Figure  1. Analysis  of  the  effect  of GSPE  on  the Cu,Zn‐SOD  expression  in  streptozotocin‐
induced diabetic rats 

(a) Cu,Zn‐superoxide  dismutase  (Cu,Zn‐SOD)  mRNA  expression  in  vivo.  Relative 
quantification  by  real‐time  PCR  using  GAPDH  as  internal  standard.  Values  are 
expressed  as  a percentage  of  control  (means  ±  SEM  of  four different  experiments  in 
triplicate).  Significant  differences  (p<0.05)  were  obtained  with  ANOVA  and  are 
indicated with superscripts (Scheffeʹs test).  

(b) Western analysis of Cu,Zn‐SOD  in  rat’s  liver. Lanes: 1. Non‐diabetic  rats; 2. Diabetic 
Rats; 3. Non‐diabetic GSPE rats and 4. Diabetic GSPE rats. Bars represent the arbitrary 
relative  abundance  of  hepatic  Cu,Zn‐SOD  vs.  beta‐actin  as  internal  standard. 
Significant  differences  (p<0.05) were  obtained with ANOVA  and  are  indicated with 
superscripts (Scheffeʹs test).  

(c) Cu,Zn‐superoxide  dismutase  (Cu,Zn‐SOD)  enzyme  activity  in  vivo.  Values  are 
expressed  as  a percentage  of  control  (means  ±  SEM  of  four different  experiments  in 
triplicate).Significant  differences  (p<0.05)  were  obtained  with  ANOVA  and  are 
indicated with superscripts (Scheffeʹs test).  
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Groups Activity / protein Protein / mRNA 
Non-diabetic 100.00  100.00  

Diabetic 98.93  100.00  

Non-diabetic GSPE 133.00  109.95  

Diabetic GSPE 115.35 106.21 

Table  1.  In  vivo  analysis  of  Cu,Zn‐superoxide  dismutase  gene  expression 

ratios. Gene expression in Cu,Zn‐ superoxide dismutase under different doses 

of  GSPE.  mRNA,  protein  and  activity  levels  found  in  control  animals  are 

regarded  as  100%. The values  of  treatments  are presented  as percentages  of 

control value 

 

 In vitro cytotoxicity  

Figure 2 shows LDH leakage into the extracellular media of the Fao cells, which were 

incubated with several doses of GSPE for 24h. The LDH  leakage  increased  in a dose‐

dependent  manner.  Doses  above  150  mg/L  presented  a  high  percentage  of  LDH 

leakage (> 40%) in culture medium, so they were not used for subsequent experiments. 

Taking  into  account  the  cell  viability, we  considered  150 mg/L GSPE  as  a  negative 

control to verify theeffect of an excessive GSPE dose on Cu, Zn‐SOD expression. 
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Figure 2. Viability of Fao cells after treatment with different doses of GSPE for 24h. 

Cell viability was assessed by LDH assay. Values are expressed as the percentage of LDH 

leakage.  Experimental  values  are  the  mean  ±  SEM  of  three  different  experiments  in 

triplicate. * Significant differences (P< 0.05) versus control value were determined using a t‐

test.   
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Expression profile of Cu,Zn‐SOD in Fao cells. Effect of GSPE treatments. 

Figures 3A‐C show the effect of GSPE on mRNA levels, the amount of protein and the 

ased significantly (‐30%) in relation to the 

‐actin. The pattern was the same as for mRNA levels, so the amount of 

 not 

   

 

both 15  

perglycaemia 

depletes  the  activity  of  the  antio systems  and  thus  promotes  the 

a t

 streptozotocin‐

 

correlated  to  an  increment  in CYP7A1  and  an up‐regulation  of  SHP  (NR0B2)  in  the 

enzyme activities of Cu,Zn‐SOD in Fao cells 

Figure 3A shows  that Cu,Zn‐SOD mRNA  levels were not affected by GSPE exposure 

except at 150 mg/L where its expression decre

control value. 

Figure  3B  shows Western Blot detection  for Cu,Zn‐SOD  and  the densitometric data 

relative to beta

protein  did  not  present  significant  changes  except  at  150 mg/L, where  the  relative 

Cu,Zn‐SOD abundance was also significantly diminished (‐ 50% approximately). 

It is interesting to see that the enzyme activity determinations in Figure 3C show that 

the levels of Cu,Zn‐SOD were significantly enhanced at 15 mg/L (+ 33%) which was

observed  in  either  mRNA  or  protein  amount  profiles.  At  150  mg/L,  however  the 

enzyme activity decreased (‐ 70%) just as it did in the mRNA and protein profiles. 

To  determine  the  regulatory  step  and  dose  of  GSPE at which  the  Cu,Zn‐SOD 

regulation  was  greateset  we  studied  the  protein/mRNA  and  activity/protein  ratios

(Table 2). We observed differences at     mg/L and 150 mg/L GSPE. 

DISCUSSION 

The  pathology  of  diabetes  involves  high  oxidative  stress  because  hy

xidative  defense 

generation of  free  radicals  [27].  In many diseases correlated with a cellular oxidative 

stress  status,  the  concerted  actions  of  antioxidant  enzymes,  which  keep  the 

concentration of free radicals in cells relatively low, are overwhelmed. 

We focused our report on procyanidins bec use our group had previously shown  hat 

the administration of procyanidins has an antihyperglycemic effect on

induced diabetic rats. We also reported that procyanidins stimulate glucose uptake in 

L6E9 myotubes and 3T3L1 adipocytes by shearing such insulin signaling pathways as

PI3K and p38 MAPK, thus stimulating GLUT‐4 translocation to the plasma membrane 

[28].  In  addition,  our  group  reported  an  improvement  in  the  plasma  lipid  profile 
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Figure 3 Analysis of the effect of GSPE on Cu/Zn‐SOD expression 

(a) Cu,Zn‐superoxide  dismutase  (Cu/Zn‐SOD)  mRNA  expression  in  Fao  cells  under 
different  doses  of  GSPE  exposure.  Relative  quantification  by  real  time  PCR  using 
GAPDH  as  internal  standard  after  reverse  transcription.  Values  are  expressed  as  a
percentage  of  control  (means  ±  SEM  of  four  different  experiments  in  triplicate)  and

A  and  are  indicated with 

(b) 

 
 

significant  differences  (p<0.05) were  obtained with ANOV
superscripts (Scheffeʹs test).  
Western analysis of Cu,Zn‐SOD.Lanes: 1. Control; 2. 0.5 mg/L; 3. 1.5 mg/L; 4. 15 mg/L; 
5. 50 mg/L; 6. 150 mg/L. Bars represent the arbitrary densitometry abundance of Cu,Zn‐
SOD for each treatment condition. Results are shown as mean ± sem (n=4). Significant 
differences  (p<0.05) were obtained with ANOVA and are  indicated with  superscripts 
(Scheffeʹs test).  

(c) Cu,Zn‐superoxide dismutase (Cu,Zn‐SOD) enzyme activity. Values are expressed as a 
percentage  of  control  (means  ±  SEM  of  four  different  experiments  in  triplicate). 
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Significant  differences  (p<0.05) were  obtained with ANOVA  and  are  indicated with 
superscripts (Scheffeʹs test).  

 

 

 

ver  of   suggests  that procyanidins  are  fundamental  in  the 

ediation of the activity of other transcription factors involved in the maintenance of 

pid homeostasis [29]. These data strongly support the idea reported by Williams that 

in Wistar 

  slight  but  not  significant  decrease  in  Cu,Zn‐SOD  activity  in 

betes did not  affect 

Cu,Zn‐SOD activity in any tissue but that there was a slight increase when treated with 

li  Wistar  rats  [29]. All  this

m

li

procyanidins,  as  flavonoid  compounds,  can  act  as  signaling  molecules  [7].  These 

properties must  be  added  to  their  known  antioxidant  procyanidin  activity.  In  this 

regard we reported an activation of hepatic antioxidant enzymes in rats that consume 

moderate  amounts  of  red  wine  [20],  an  improvement  in  the  hepatic  oxidative 

metabolism and antigenotoxic effects on Fao cells submitted to H2O2 [21,30].  

 In  the  current  study  we  examined  the  effect  of  a  grape  seed  procyanidin  extract 

(GSPE)  on  the  mRNA  level,  amount  of  protein  and  activity  of  Cu,Zn‐superoxide 

dismutase  (Cu,Zn‐SOD)  in  two models: 1)  streptozotocin‐induced diabetes 

rats as an  in vivo model  for oxidative stress; and 2) hepatocarcinoma Fao cells  ‐ as  in 

vitro model ‐ to find whether the Cu,Zn‐SOD regulation observed  in vivo due to GSPE 

was dose‐dependent. 

In diabetic animals, we found no differences in Cu,Zn‐SOD expression. In this respect, 

there are discrepancies in the literature about the regulation of Cu,Zn‐SOD in diabetes. 

Our  results  showed  a

diabetic  rats, which  is  in  agreement with Reddi  et  al.  and Godin  et  al.,  [31,16], who 

reported  that Cu,Zn‐SOD activity decreased  in  the kidney, heart and  liver of diabetic 

rats (they did not examine the mRNA and protein levels), Kakkar and Hammers et al., 

however, reported an  increase  in Cu,Zn‐SOD activity  in  the  liver, heart and pancreas 

and no change in the activity in the kidney of diabetic rats [12,32].  

The  increased  Cu,Zn‐SOD  activity  in  diabetic  GSPE  rats  that  we  observed  is  not 

statistically different from the activity  in diabetic rats although  it  is at the  limit of the 

significance  level.  In  this  regard, Maritim  et  al.  reported  that dia
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pycnogenol  (a procyanidin  extract  from maritime pine  bark)  in  the  liver  of diabetic 

rats. Similar observations have been reported with melatonin and gemfibrozil [33,34].  

The  results on  in vivo enzyme activity/protein and protein/mRNA  ratios  confirm  the 

Cu,Zn‐SOD post‐translational regulation due to GSPE intake both in non‐diabetic and 

diabetic rats. In this regard, Lehman et al. suggested that Cu,Zn‐SOD overexpression is 

correlated with NF‐κB  inactivation  [35]. On  the  other  hand, Halliwell  reported  that 

 also to, find whether the GSPE effect was dose‐dependent or at which dose its 

ative form in the culture medium [38,39]. 

Many  authors  have  reported  that  the  differences  in  the  basal  and  inducible mRNA 

. 

However,  the  literature  has  attributed  other  beneficial  effects  to  a  dose  of  15 mg/L 

activation  of  the  NF‐κB  was  involved  in  oxidative  stress  in  the  cardiac  tissues  of 

diabetic  rats  [36]. Taking  into account  that  flavonoids  can act as  signaling molecules 

(see Williams  et  al  [7]),  we  hypothesize  that  GSPE  acts  by modulating  the  NF‐κB 

signaling pathway, thus improving diabetes oxidative parameters. This is in agreement 

with Mackenzie et al. who reported that dimeric procyanidins regulate NF‐κB in both 

at  the  early  stages  (IKK  activation)  and  later  stages  (DNA binding)  in  Jurkat T  cells 

[37]. 

To  assess  how  GSPE  treatment  can  modulate  Cu,Zn‐SOD  gene  expression  and 

determine the specificity of its response in vitro, we incubated Fao cells under different 

GSPE doses in order to confirm the Cu,Zn‐SOD sort of regulation that was observed in 

vivo, and

effect could be more pronounced. 

It is known that the liver and the small intestine are the main organs where flavonoids 

undergo  extensive  phase  II metabolism.  Therefore,  the  fact  that  Fao  cells  have  the 

enzymatic machinery necessary to derivatize flavonoids, allow us to assess the effect of 

procyanidins by addition of their n

The  exposure  of  cells  to  GSPE  did  not  alter  the  Cu,Zn‐SOD mRNA  levels  or  the 

amount of protein. However, the enzyme activity is significantly enhanced at 15mg/L, 

so we concluded that GSPE has no dose‐dependent effect on the Cu,Zn‐SOD activity.  

expression  levels of Cu,Zn‐SOD may depend on  the  type of cell  investigated  [40‐42]. 

This is in accordance with Kameoka et al. [43] who reported no changes in the Cu,Zn‐

SOD  expression  pattern  after  isoflavonoid  daidzein  treatment  in  Caco‐2  cells

  135   



resultats III 

GSPE. For example, Pinent et al. reported that 15mg/L GSPE significantly stimulates the 

glucose uptake in L6E9 [26], and Roig et al. and Llópiz et al. showed an improvement in 

the  hepatic  enzyme  metabolism  and  antigenotoxic  effects  under  oxidative  stress 

[21,28].  In terms of molar concentration, having account the average molecular weight 

of GSPE (see Mat. and Met), this amount (15 mg/L) is equivalent to a 9‐10μM, which is 

a concentration physiologically achievable  in plasma according  to Kroon  [38].   When 

we compared the Cu,Zn‐SOD expression profile, both in vivo and in vitro (at 15 

 

  

 

Table  2.  In  vitro  analysis  of Cu,Zn‐superoxide dismutase  gene  expression 

ratios under different doses of GSPE 

GSPE. mRNA, protein and activity levels found

 

 

 

 

Gene  expression  in Cu,Zn‐  superoxide dismutase under different doses  of 

 in control cells are regarded 

as  100%. The values  of  treatments  are presented  as percentages of  control 

value 

 

 we  found  that  the  enzyme  activity/protein  ratios were  similar  in  both 

odels  because  the  enzyme  activities  are  increased  under  GSPE  treatments.  This 

common ofile  reinforces  a  probably  post‐translational  Cu,Zn‐SOD  regulation  by 

GSPE tha  must be added to its ability to scavenge free radicals and ROS. 

The  con ade  it 

possible  tive control for evaluating GSPE effects on 

Cu,Zn‐SO  

toxicity,  reased 

significantly. This  is probably due  to protein oxidation  [44] and mRNA  fragility, and 

GSPE doses Activity/protein Protein /mRNA 

Control 100.00  100.00  

0.5 mg/L 92.92  98.85  
1.5 mg/L 94.02  106.36  

15 mg/L 128.81  91.78  
50 mg/L 101.52  94.85  

150 mg/L 56.53  90.51  

mg/LGSPE)

m

  pr

t

siderable  decrease  in  Cu,Zn‐SOD  expression  at  150  mg/L  GSPE  m

for us to take this dose as the nega

D  expression.  Since  LDH  results  (Fig.1)  showed  an  increase  in  cellular

the  mRNA  levels,  amount  of  protein  and  enzyme  activity  dec
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confirms onoids 

are  able  dify  the  redox  status  of  the  cell  by  altering  the  antioxidant mRNA 

inding  protein,  or  affecting  the mRNA  stability  and  thus,  indirectly,  the  enzyme 

To  sum  up,  although mRNA  and  protein  levels  did  not  increase,  the  Cu,Zn‐SOD 

activity was  significantly  stimulated  at  15mg/L  of  GSPE  treatment, which  strongly 

suggests  a  post‐translational  regulation  of  Cu,Zn‐SOD  under  GSPE  exposure  that 

e
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 Skibola’s findings that a slightly pro‐oxidant effect at high doses of flav

to mo

b

synthesis and its activity [45]. 

confirms  our  in  vivo  results  in  an  oxidative  stress  model,  such  as  diabetes. 

Nevertheless, further experiments will be necessary if the role of GSPE in the molecular 

mechanisms underlying this regulation is to be determined. It will also be necessary to 

provide  vidence  that  flavonoids,  such  as  procyanidins, may  exert  beneficial  effects 

and/or cytotoxic actions by modulating signaling pathways. 

 

ACKNOWLEDGEMENTS 

We would like to thank Mr San

  137   



resultats III 

REFERENCES 

 
[1] Kumiko,  I.;  Schubert,  D.;  Yutaka,  S.  Flavonoids  protect  neuronal  cells  from 

oxidative  stress  by  three  distinct mechanism.  Free  Rad.  Biol. Med.  30:433‐446; 

2001. 

[2] Scalbert, A.; Williamson, G. Dietary  intake and bioavailability of polyphenols. 

Am. Soc. Nutr. Sci. 130:2073S‐2085S; 2000. 

[3] Fitzpatrick,  D.  F.;  Bing,  B.;  Rohdewald,  P.  Endothelium‐dependent  vascular 

effects of pycnogenol. J. Cardiovasc. Pharmacol. 32:509‐515; 1998. 

[4] Afanas’ev, I. B.; Dorozhko, A. I.; Brodskii, A. V.; Koctyuk, V. A. Chelating and 

free  radical mechanisms  of  inhibitory  action  of  rutin  and  quercetin  in  lipid 

peroxidation. Biochem. Pharmacol. 38:1763‐1769; 1989. 

[5] Cotelle, N.; Bernier, J. L.; Henichart, J. P. Scavenger and antioxidant properties 

of ten synthetic flavones. Free Radic. Biol. Med. 13:211‐219; 1992. 

[6] Van Acker,  S. A.  B.  E.;  van  den  Berg, D.  J.  Structural  aspects  of  antioxidant 

activity of flavonoids. Free Radic. Biol. Med. 20:331‐342; 1996. 

[7] Williams,  R.  J.;  Spencer,  J.  P.E.;  Rice‐Evans,  C.  Flavonoids:  antioxidants  or 

signaling molecules?. Free Radic. Biol. Med. 36:838‐849; 2004. 

[8] Havsteen,  B.H.  The  biochemistry  and medical  significance  of  the  flavonoids. 

Pharmacology & Therapeutics 96:67‐202; 2002. 

[9] Ceriello, A. Oxidative  stress and glycemic  regulation. Metabolism 49  (2, Suppl 

1):27‐29; 2000. 

[10] Baynes, J. W.; Thorpe, S. R. Role of oxidative stress in diabetic complications. A 

new perspective on an old paradigm. Diabetes 48:1‐9; 1999. 

138 



    resultats III
   
     
[11] Baynes,  J.  W.  Role  of  oxid   of  complications  in 

Diabetes

[12] 

 in diabetic rats: A time course study. Life Sci. 60:667‐679; 1997. 

[13]  

 17:24‐38; 2003. 

[14] Godin,

 treatment. 

[15] 

  levels  in  rats. Ann. Nutr. 

[16]  D. Antioxidant 

[17]     wi

[18]

 site by Ginsenoside Rb2 extracted 

[19]  N. Downregulation of superoxide dismutase and glutathione 

ative  stress  in  development

diabetes.   40:405‐412; 1991. 

Kakkar, R.; Mantha,  S. V.; Radhi,  J.; Prasad, K.; Kalra,  J. Antioxidant defense 

system

 Maritim, A. C.; Sanders, R. A.; Watkins  III, J. B. Diabetes, oxidative stress and 

antioxidants: a review. J. Biochem. Mol. Toxicol.

 Wohaieh,  S.  A.;    D.  V.  Alterations  in  free  radicals  tissue‐defense 

mechanism in streptozotocin‐induced diabetes in rat. Effect of insulin

Diabetes 36:1014‐1018; 1987. responsable 

McDermott,  B. M.;  Flatt,  P.  R.;  Strain,  J.  J.  Effects  of  cooper  deficiency  and 

experimental  diabetes  in  tissue  antioxidant  enzyme

Metab. 38:263‐269; 1994. 

Godin, D. V.; Wohaieh, S. A.; Gasrnett, M. E.; Goumeniouk, A.

enzyme  alterations  in  experimental  and  clinical  diabetes.  Mol.  Cell  Biochem. 

84:223‐231; 1988. 

 Kazzuz, J. A.; Xu, J.; Palaia, T. A.; Mantell, L.; Fein, A. M.; Horo tz, S. Cellular 

oxygen toxicity. J. Biol. Chem. 271:15182‐15186; 1996. 

 Kim, Y. H.; Park, K. H.; Hyne, M. R. Transcriptional activation of  the Cu,Zn‐

superoxide dismutase gene  thought  the AP2

from a medicinal plant, Panax ginseng. J. Biol. Chem. 271:24539‐24543; 1996. 

Fujii, J.; Taniguchi,

peroxidase by reactive oxygen and nitrogen species. Free Rad. Biol. Med. 31:301‐

308; 1999. 

  139   



resultats III 

[20] Roig,  R.;  Cascón,  E.; Arola,  L.;  Bladé,  C.;  Salvadó, M.  J. Moderate  red wine 

consumption  protects  the  rat  against  the  oxidation  in  vivo.  Life  Sci.  64:1517‐

[21] rotect Fao 

15124; 1999. 

Roig R.; Cascón, E.; Arola L.; Bladé, C.; Salvadó, M. J. Procyanidins p

cells against hydrogen peroxide‐induced oxidative stress. Biochim. Biophys. Acta 

1572:25‐30; 2002. 

[22] Yamakoshi,  J.;  Saito,  M.;  Kataoka,  S.;  Kituchi,  M.  Safety  evaluation  of 

proanthocyanidin‐rich  extract  from  grape  seeds.  Food  and  Chemical  Toxicology 

40:599‐607; 2002. 

[23] Marklund, S.; Marklund, G. Involvement of the superoxide anion radical in the 

autoxidation  of  pyrogallol  and  a  convenient  assay  for  superoxide  dismutase. 

Eur. J. Biochem. 47: 469‐474; 1974. 

2. 

ple of protein‐dye binding. 

[26] 

[24] Fridovich,  I.; Misra, H. P. The  role of  superoxide anion  in  the autoxidation of 

epinephrine  and  a  simple  assay  for  superoxide  dismutase.  J.  Biol.  Chem. 

247:3170‐3175; 197

[25] Bradford,  M.  M.  A  rapid  and  sensitive  method  for  the  quantitation  of 

micrograms quantities of protein utilizing the princi

Annal. Biochem. 72:248‐254; 1976. 

Laemmli, U. K. Cleavage of  the  structural protein during  the assembly of  the 

head of bacteriophage T4. Nature 227:680‐685; 1970. 

[27] Rice‐Evans,  C.  A.;  Miller,  N.  J.;  Paganga,  G.  Structure  antioxidant  activity 

relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radic. Biol. Med. 20:933‐956; 

1996. 

140 



    resultats III
   
     
[28] Pinent, M.; Blay, M.; Bladé, M. C.; Salvadó, M. J.; Arola, L.; Ardévol, A.  Grape 

seed‐derived procyanidins have an antihyperglycemic effect  in streptozotocin‐

induced diabetic rats and insulinomimetic activity in insulin‐sensitive cell lines 

[29] 

e seed procyanidins  improve atherosclerotic  risk  index   and 

[30] òs, F.; Céspedes, E.; Arola, L.; Ardévol. A.; Bladé, C.; Salvadó, 

[31] enium‐deficient  diet  induces  renal  oxidative 

[32] Martin,  S.;  Federslin,  K.;  Geisen,  K.;  Brownle,  M. 

[33] ders, R. A.; Watkins, J. B. Effects of melatonin 

Endocrinology 145:4985‐4990; 2004. 

del Bas, J. M.; Fernánadez‐Larrea, J.; Blay, M.; Ardévol, A.; Salvadó, M. J.; Arola, 

L.; Bladé, C. Grap

induce  liver CYP7A1 and SHP expresión  in healthy  rats.  IN PRESS. FASEB  J.; 

2004. 

Llópiz, N.; Puiggr

M.J.  Antigenotoxic  effect  of  grape  seed  procyanidin  extract  in  Fao  cells 

submitted to oxidative stress. J. Agric. Food Chem. 52:1083‐1088; 2004. 

Reddi,  A.  S.;  Bollineni,  J.  S.  Sel

stress and  injury via TGF‐β1  in normal and diabetic  rats. Kidney  Int.   59:1342‐

1353; 2001. 

Hammers,  H.  D.; 

Aminoguanidine  treatment  inhibit  the  development  of  experimental  diabetic 

renopathy. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:11555‐11558; 1991. 

Maritim, A. C.; Moore, B. H.; San

on oxidative stress in streptozotocin‐induced diabetic rats. Int. J. Toxicol. 18:161‐

166; 1999. 

[34] Ozansoy, G.; Akin, B.; Aktan, F.; Karasu, C. Short‐term gemfibrozil  treatment 

reverses  lipid profiles  and peroxidation but dose not  alter blood glucose  and 

  141   



resultats III 

tissue  autoxidation  enzyme  in  chronically  diabetic  rats. Molec.  Cell  Biochem. 

256:59‐63; 2001. 

Lehmann, T. G.; Wheeler, M. D.; Schwabe, R. F.; Connor, H. D.; Schoonhoven, 

R.; Bunzendahl, H.; Brenner, D. A

[35] 

.; Samulski, R.  J.; Zhong, Z.; Thurman, R. G.  

[36] 

xford; 1999. 

s. FASEB J. 

[38] 

  G.  How  should  we  assess  the  effects  of  exposure  to  dietary 

s

[39] 

 Investig. Ophtalmol. Vis. Sci. 36:2856‐2864; 1990. 

Gene  delivery  of Cu/Zn‐superoxide  dismutase  improves  graft  functions  after 

transplantation of fatty livers in the rat. Hepatology 32:1255‐1264; 2000. 

Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. C. Free radicals in Biology and Medicine. Clarendon 

Ltd. O

[37] Mackenzie,  G.  G.;  Carrasquedo,  F.;  Delfino,  J M.;  Keen,  C.  L.;  Fraga,  C.  G.; 

Oteiza,  P.  I.  (2004).  Epicatechin,  catechin,  and  dimeric  procyanidins  inhibit 

PMA‐induced NF‐kappaB activation at multiple steps in Jurkat T cell

18:167‐169; 2004. 

Kroon, P. A.; Clifford, M. N.; Croizier, A.; Day, A. J.; Donovan, J. L.; Manach, C.; 

Williamson,

polyphenol  in vitro? Am. J. Clin. Nutr. 80:15‐21; 2004. 

Manach,  C.;  Donovan,  J.  L.  Pharmacokinetics  and  metabolism  of  dietary 

flavonoids in humans. Free Rad. Res. 38:771‐785; 2004. 

[40] Tate, D.  J.  Jr.; Micelli, M. V.; Newsome, D. A. Phagocytosis  and H2O2  induce 

catalase  and  metallothionein  gene  expression  in  human  retinal  pigment 

epithelial cells.

[41] Wong,G. H. W.; Goeddel, D. V. Induction of manganous superoxide dismutase 

by  tumour necrosis  factor: possible protective mechanism. Science 242:941‐944; 

1988. 

142 



    resultats III
   
     
[42] Yoo,  J.  H.;  Erzurum,  S.  C.;  Hay,  J.  G.;  Lemarchand,  P.;  Crystal,  R.  G. 

Vulnerability  of  the  human  airway  epithelium  to  hyperoxia.  J.  Clin.  Investig. 

93:297‐302; 1994. 

Kameoka,  S.;  Leavitt,  P.;  Chang,  C.;  Kuo,  S.  M.  Expression  of  an[43] tioxidant 

99. 

[45] 

 Biol. Med. 29:375‐383; 2000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

proteins in human intestinal Caco‐2 cells treated with dietary flavonoids. Cancer 

Lett. 146:161‐167; 19

[44] Clerch,  L.  B.;  Massaro,  D.  Tolerance  of  rats  to  hyperoxia:  lung  antioxidant 

enzyme gene expression. J. Clin. Investig. 91:499‐508; 1993. 

Skibola,  C.  F.;  Smith, M.  T.  Potential  health  impact  of  excessive  flavonoids 

intake. Free Radic.

 

 

  143   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
   
     

 

 

 

 

 

 

 
conclusions 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 

     



 

 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



      conclusions 

 
 
 
 
 

1. Els flavonoides exerceixen un efecte marcadament preventiu del dany oxidatiu 

sobre  el  DNA  en  un  model  d’estrès  oxidatiu  in  vitro.  Aquest  efecte  es 

correlaciona  íntimament  amb  l’estructura  del  flavonoide.  Així,  el  monòmer 

quercetina,  estructuralment  òptim  per  a  posseir  propietats  antioxidants,  és  el 

més  efectiu  i  l’extracte  de  procianidines  (GSPE),  atesa  la  seva  naturalesa 

polimèrica amb  la presència de molts més centres reactius, resulta més efectiu 

que els seus monòmers de partida, catequina i epicatequina. 

 

2. La  prevenció  del  dany  genotòxic  en  cèl∙lules  Fao  resulta  més  rellevant  si, 

prèviament  a  sotmetre  el  model  d’estudi  a  estrès  oxidatiu,  incubem  els 

flavonoides al medi de cultiu. Això suggereix que el mecanisme d’eliminació de 

ROS dels flavonoides no és la via exclusiva de prevenció de danys al DNA sinó 

que  s’estimulen  els  mecanismes  d’adaptació  cel∙lulars  a  situacions 

potencialment oxidants. 

3. L’extracte de procianidines  exerceix una  activació  transcripcional dels  enzims 

que formen part del cicle del glutatió en cèl∙lules HepG2. Aquesta estimulació, 

peró, només es reflecteix a nivell d’activitat enzimàtica de la GPx i la GST a 15 

mg/L de GSPE.   D’altra  banda,  també  a  15 mg/L  sembla que  el GSPE  regula 

posttraduccionalment  la  Cu,Zn‐SOD,  tenint  en  compte  que  els  nivells  de 

missatger no varien però l’activitat enzimàtica s’incrementa notablement. 
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L’estrès oxidatiu no dóna lloc a una resposta coordinada en el patró d’expressió 

dels enzims antioxidants en cèl∙lules HepG2. Tanmateix, s’estimulen els enzims 

 

 

 

5. La preincubació d’HepG2  amb  extracte de procianidines prevé  la depleció de 

glutatió, mantenint l’estat redox estable en hepatòcits sotmesos a estrès oxidatiu. 

Les  activitats  dels  enzims  del  cicle  del  glutatió  estan  incrementades 

per a i

causa,  probablement,  del  fet  que  també  hi  estiguin  implicats  els  enzims 

responsables de la síntesi del glutatió. 

 

6. L’extracte de procianidines regula posttraduccionalment  la Cu,Zn‐SOD  in vivo, 

atès que mentre que els nivells de missatger i quantitat de proteïna es mantenen 

invariables, sí que es detecta un augment significatiu en l’activitat enzimàtica. 

 

7. 

 

8.  sobre 

el patró d’expressió gènica de  la Cu,Zn‐SOD    in vivo, emprant rates  induïdes a 

diabetis, ja que no es detecten canvis ni a nivell de missatger (mRNA), quantitat 

de proteïna, tot i que s’observa un lleuger increment en l’activitat enzimàtica.  

 

 

4. 

del cicle del glutatió a nivell d’activitat enzimàtica.

possiblement      preparar  les  cèl∙lules  a  una  situació  d’estrès  oxidatiu    a 

 

La regulació posttraduccional de  la Cu,Zn‐SOD per  l’extracte de procianidines 

in vivo es confirma  també  in vitro emprant cèl∙lules Fao. Cal destacar que, com 

en l’apartat 3, aquesta regulació in vitro s’accentua a la dosi de 15 mg/L de GSPE.  

L’extracte de procianidines no exerceix cap efecte modulador significatiu
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