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RESUMEN

CELLFOOD® (CF) es un suplemento nutricionalawador que contiene 78 elementos traza i6nicosttaéEs y minerales,
combinados con 34 enzimas y 17 aminoacidos, sugfetatdo ello en una solucion de sulfato de deotdfi objetivo de este
estudio era el de investigar, por primera vez,ptapiedades antioxidantes de i@Fvitro dentro de diferentes modelos.

Se eligieron tres elementos oxidantes a npagblogico y fisiologico, para valorar la proteatide CF frente al estrés oxidativo:
peréxido de hidrégeno, radicalegroxilos y acido hipocloroso. Tanto las biomolésul (GSH y ADN plasmidico) como las
células circulantes (eritrocitos y linfocitos) foarutilizadas como objeto de la oxidacién.

CF protegi6 de la oxidacion, en funcion de la ddsisto el GSHcomo el ADN, preservando grupos reducido&&# tiol y la
integridad del ADN superdesarrollado, respectivamefl mismo tiempo, CF protegio los eritrocitos|de dafios producidos por
la oxidacion al disminuir la lisis celular y la reducciénintracelular del GSH, después de la exposiciérodarlismos, ante los
agentes oxidantes. En los linfocitos, CF redujesttés oxidativo intracelular provocado por los to&idantes, en funcion de la
dosis.

La proteccion totain vitro de biomoléculas y células, frente a las agresideesdicales libres, sugiere que CF puede ser una
vélida ayuda en la prevencion y tratamiento deagacbndiciones patoldgicas y fisiologicas, relaadas con el estrés oxidativo,
desde el envejecimiento hasta la aterosclerosisieda degeneracion del sistema nervioso, hastmeér.
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1. Introducciéon

El incremento del estrés oxidativo describe,
generalmente, una condicion donde las defensas
antioxidantes de las células son inadecuadas pegadar,
por completo, los radicales libres generados poa un
produccion excesiva de especies reactivas de axi@nS
/ ERO), pérdida de defensas antioxidantes o ambsasc
(Halliwell y Gutteridge, 1999). Una de las consewias
mayores del estrés oxidativo es el dafio provocadus a
acidos nucleicos, a los lipidos y a las proteinas, puede
comprometer severamente la salud y la viabilidadade
células, provocando finalmente la muerte de laslagly el
desarrollo de la enfermedad (Dalle-Donne et al6200

Entre las macromoléculas, el ADN mitocondrial
(mtADN) estd muy expuesto a las ROS producidasuper
filtracion de electron durante la fosforilacion dativa
(Yakes y Van, 1997). Ademés, se cree que es mas
susceptible al dafio oxidativo que el ADN nucleak¥i)
debido a la falta de histonas (Dizdaroglu et aP91t
Ljungman y Hanawalt, 1992) y a la
vulnerabilidad/insuficiencia de los procedimientate
reparacion mitocondrial (Bohr, 2002; Graziewicz at,
2002). Como consecuencia, el dafio oxidativo praftuei
mtADN puede provocar una pérdida del potencial ae |
membrana, una reducida sintesis de ATP (Trifostio
Adenosina) y la destruccién de las células (Vantelowet
al.,2006). Un creciente nimero de pruebas sugiaee el
estrés oxidativo y el dafio oxidativo en el mtADNyidan
en mecanismos pato-fisiolégicos, primarios o seatiod de
multiples enfermedades, agudas o cronicas como
aterosclerosis, degeneracion del sistema nervioséncer
(Wallace, 1999; Cohen y Tong, 2010; Galasko y Mumti
2010; Ziech et al., 2010).

En los Ultimos afios, el enfoque terapéuticdidranal
hacia estas enfermedades, se ha abierto progresitai la
contribucion de suplementos antioxidantes, espaeiate a
los que derivan de fuentes naturales que tienen una
biodisponibilidad méas alta y, por esto, una mejficaeia
protectora que los antioxidantes sintéticos (Bergeos;
Fusco et al., 2007; Herrera et al., 2009). Enfooamaestra
atencion en las fuentes naturales y biodisponilles
antioxidantes, hemos tomado en consideracion un
suplemento nutricional, llamado CELLFOOD® (CF) (Nu
Science Corporation, CA, USA), una formula pateatdd
alta concentracion, que contiene 78 elementos traza
i6nicos/coloidales y minerales, combinados con r3dneas
y 17 aminoacidos, todo suspendido en una solucién d
sulfato de deuterio (Dyer, 2000).

Un primer indicio hace que CF parezca potémeate
interesante, como suplemento natural para la prdiec
antioxidante, frente al dafio derivado del estréslativo.
Primero, la eficacia de CF se ha evidenciado en los
tratamientos de fibromialgia (Nieddu et al., 200gijRndrome
de dolor crénico sin cura efectiva (Smith y Bark2010).
Entre las diferentes hipétesis para su etiofismpgia, el
estrés oxidativo, generado por la disfuncién mitaki@l, es
una de las posibilidades (Pieczenik y Neustadt,7200
Cordero et al.,, 2010), indicando que un suplemeutio
antioxidantes puede ser importante para modulaeflestos
de las ROS en el sindrome de fibromialgia. Por
consiguiente, se ha demostrado que el suplemerdbde
CF durante un periodo de seis meses, mejora
significativamente los sintomas de la fibromialgiala
calidad de vida relacionada con la salud, de laseptes
que padecen fibromialgia, en comparacion con ettefe
placebo reafirmando, de esta manera, la funci@rleomo
una notable fuente de antioxidantes (Nieddu g2807).

En segundo lugar, la eficacia de CF se ha demastnad
atletas profesionales (Milic y Djordjevic, 2009)s bien
conocido que durante el ejercicio intenso, el cosue
oxigeno aumenta notablemente y hay una mayor

produccién in vivo de ROSdebido al incremento del
metabolismo celular y a la activacion de los glébul
blancos (Santos-Silva et al., 2001). Al no ser radigados
con rapidez, los radicales libres alteran la pehitidad y la
funcionalidad de las membranas musculares, generasid
un declive de la prestacién y una recuperacionlemés; al
mismo tiempo, puede darse un estado de anemidapor
hemodlisis oxidativa de los eritrocitos (Robinson ad,
2006). Muy interesante también, la demostracionudela
suplementacién con CF tiene efectos positivos emagleso
de entrenamiento/adaptacion y en la prestacionriepale
ciclistas profesionales (Milic y Djordjevic, 2009),
probablemente a través de mecanismos que inclugan u
proteccion antioxidante contra los dafios oxidativos
relacionados con el ejercicio.

Con el objetivo de llenar el vacio que existe en la
literatura sobre los mecanismos que subyacen anlkzdh
protectora de este suplemento nutricional, en estedio
investigamos las propiedades antioxidantes denChtro,
valorando su accion protectora frente a tres oxétan
relevantes a nivel patoldgico y fisiolégico, talesmo
peréxido de hidrégeno (H202), radicales peroxi(@D0)

y &cido hipocloroso (HOCI). Es bien conocidouega
niveles fisiolégicos (1 — 10 puM extracelular), H2O
aumenta la proliferacion de las células y tienfuncion de
“avisar”; por lo contrario, en concentraciones m#asa
H202 provoca estrés oxidativo, oxidacion y dafioAl2N

y como consecuencia, mutagénesis y apop{8sisg et al.,
2007). De forma similar, los radicales perdxilosn so
importantes intermediarios que contribuyen, de #&rm
significativa, a producir estrés oxidativo deteradn por
radicales libres, al tener la peculiaridad de pcavo
reacciones en cadena y lipoperoxidacipnovocando, asi,
cambios estructurales y haciendo que la membramdapsu
integridad (Kannan y Jain, 2000). Finalmente, H@€Iun
oxidante biolégico altamente reactivo, que tienepapel
importante tanto en la destruccién de célulasebactas,
como en las heridas del tejido inflamatquimr medio de los
neutréfilos (Winterbourn, 2002). Una excesiva piamiéin
de HOCI (hasta 200 pM en condiciones patolégicaset
efectos toxicos; de hecho, HOCI tiene la facultaghenetrar
en las membranas celulares y de reaccionar conamapéa
gama de moléculas blanco (lipidos, proteinas y ADH)
glutation reducido es uno de los sustratos biolimic
preferidos por el &cido hipocloroso (HOCI) (Winteubn y
Brennan, 1997).

Teniendo en cuenta todo esto, el efecto prote&dCHl
frente al dafio oxidativo, se ha investigado enrelifees
sistemas modelo, eligiendo, sean las biomoléculas
(glutation y ADN) que las células circulatoriasitfecitos y
linfocitos), como objeto de la oxidacion.

2. Material y métodos
2.1 Reactivos

CELLFOOD® (liquido) ha sido proporcionado,
amablemente por Eurodream (La Spezia, Iltalia) y
almacenado a temperatura ambiente (CF se mantiene
estable durante afios en estas condiciones); Lypnebd’
ha sido adquirido en Fresenius Kabi (Oslo, Norueg@) —
azobig2-amidinopropano) clorhidrato(AAPH) como
generador de los radicales peroxidos, se ha adquen
Trimital (Milan, ltalia); 2’,7" —dichlorofluorescindiacetato
(DCFH-DA), 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoic (DTNB),
glutation (GSH) e hipoclorito de sodio (NaOCI) ®igma-
aldrich (Milan, ltalia).

2.2 CELLFOOD® poder antioxidante

El poder antioxidante de CF ha sido medido poestde
BAP (Antioxidante Biolégico Potencial) (Diacron
International, Grosseto, Italia). El método estéalda en la
capacidad que tiene una solucién colorada - quéeren
iones férricos (Fe3+) dirigidos adecuadamente, na u



especifico sustrato cromogénico - de perder calando
sus iones Fe3+ se reducen a iones ferrosos (Fgibr))a
incorporacion de un sistema reductivo (Benzie yaiBir
1996). La intensidad de la decoloracién se establ
fotométricamente a 505 nm; los coeficientes déwen
"intra assay” e “inter assay” son menores del 5,5%

2.3 Proteccion de los grupos tiél contra la oxidacién

Como se ha descrito anteriormente (Solarska 2@10),
una solucién de GSH (250 pM, final) en una soluci@lina
tamponada con fosfato, (PBS, pH 7.4) se ha mezaado
presencia o ausencia de CF en diferentes diluciarws
oxidantes tales como 100 pM H202, 10 mM AAPH o 125
UM HOCI (concentraciones finales) para llegar a un
volumen de 500 pl.

HOCI se afiadié en una solucion de NaOCl en PBS; en
efecto, en un pH 7.4, esta solucion contiene unecimele
HOCI y OCI en una proporcién de 1:1 aproximadamgnte
posteriormente, es denominada H@@ksers et al., 1998).
Las concentraciones de H202 y HOCI fueron deterdaisa
por espectofotometria, a 230 ner=(71 M 1 cm 1)y 292nm
(e = 350 M -1 cm -1) respectivamente (Maehly y Chance
1954; Morris, 1966).

Después de una incubacién de 15 min. a temparatur
ambiente (HOCI) o después de una hora de incubacié
37° C (H202, AAPH), las muestras fueron diluidas o
ml. de tampén de fosfato O.1 M, pH 8.0, y mezclactas
10 pL. De 10 mM DTNB. La absorcion de acido
tionitrobenzoico se midié a 412 nm.

2.4 Proteccién del ADN contra los dafios oxidativos

Para evaluar el efecto protector de CF contra la
oxidacion del ADN, se ha utilizado un sistema lilthe
células, compuesto por ADN plasmidicuya estructura se
asemeja a la del mtADN. El plasmido PINCO (Grigran
al., 1998) y el pUC18 se propagaron con arreglas |
técnicas moleculares estandares (Sambrook e98Db).1

El ADN plasmidico fue purificado a través del Kiidi
plasmidico QIAGEN. El plasmido purificado fue teeo
por espectofotometria y diluido en TE (10mM Tri€lHpH
8.0 y 1 mM Na2EDTA) hasta una concentraciéon de 1
mg/mL. El pUC18 fue linealizado con Eco RI “overniga
37°C vy posteriormente fue purificado usando el Kit Mini
plasmidico QIAGEN vy diluido en TE hasta una
concentracion de 0.5 mg/mL.

Después de la purificacién, 10 pL de ADN plasnddic
PINCO (0.025 mg/mL) en PBSonteniendo pUC1l8&neal
(0.01 mg/mL) como patron interno, se mezclaron®plL
de PBS o 10 pL de distintas diluciones de CF en PBS
(escala 1:1250-1:25, final) y se incubaron durath€
minutos a temperatura ambiente. Después de laaeirh
1 pL de 100 mM AAPH (5mM concentracion final) toéav
frescos, se emplazaron a lo largo de las parezlastib. El
tubo fue centrifugado y encubado a una temperdei@7°C
durante 10 minutos. 15 microlitros de la reaccg&mn
mezclaron con 5 pL de un Tampén de Carga 5x y
analizados en un gel de agardses-Acetato EDTA (TAE)

y sometidos a electroforesis durante 45 minutoS &.7EI

gel se tintd con “GelRed Nucleic Acid Gel StaifBiotium,
USA) y visualizado por luz ultra violeta en un ‘IG&oc
200" (Bio-Rad). La cuantificaciéon se hizo a través de un
analisis de densitometria usando un Software QyaDtie
4.01 (Bio-Rad). El dafio oxidativo fue determinado e
funcion de la disminucién del nivel de la forma
superenrollada del ADN plasmidico.

Se adopté el mismo procedimiento para los otros
sistemas generadores de ROS en los cuales AAPH fue
reemplazado con 1 pL de 20 mM H202 + 2mM citrato
férrico (Fe3+, 100 pM; H202, 1mM, concentraciones
finales) o bien 1 pL de 60 puM FeSO4 + 112 uM de
Na2EDTA, pH 8.0 + 2mM H202 (Fe2+, 3 uM; EDTA, 5.6

uM; H202, 100 pM, concentraciones finales) 6 1 e
HOCI 4 mM (200 pM concentracién final).

2.5 La proteccion de los eritrocitos frente a la hesisli
inducida por los oxidantes y la deplecién del glata

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada, por
parte de voluntarios sanos que dieron su consemtin)i a
través de transfusiones de sangre. Como lo dicho
anteriormente (Benedetti et al., 2004) los eritoxiRBC)
fueron aislados a través de centrifugacion a 21500n.
(revoluciones por minuto) durante 10 minutos , tosdos
veces con PBS y posteriormente puestos en resiSpen
usando el mismo tampdn hasta un nivel de hemgdoatel
5%. La suspension de RBC fue incubada posteridemeen
37°C en presencia o ausencia de CF, con diferentes
diluciones, con 100 pM H202 10 mM AAPH o 125 pM
HOCI (concentraciones finales). Se afiadi6 CF a la
suspension RBC, diez minutos antes de la agregaios
agentes oxidantes. La suspensioén de eritrocitabata con
PBS sirvié de control. En el tiempo indicado, uaga@de la
mezcla de la reaccién (1 mL) fue removida y cémjeda.

La hemdlisis de los RBC se evalu6é midiendo el qudte

de hemoglobina (Hb) en los sobrenadantes a 540 nm
mientras los niveles de GSH se determinaron a 4i®aor
analisis volumétrico con DTNB, después de qudiseiara
agua destilada a los pellets (material sedimentdddBC
para provocar la lisis a las células.

2.6 Proteccion de los linfocitos frente a la formacidm
ROS

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizadgaptar
de voluntarios sanos que dieron su consentimientravés
de transfusiones de sangre. Se aislaron los lw®gor
medio de la centrifugacion a 1.500 r.p.m. duradfe
minutos en presencia de Lymphoprep TM , lavadovéoss
con PBS y después resuspendido en el mismo tanmgon
una concentracion de 1 x 10(6)0 a la sexta potencia)
células/mL. Las células fueron incubadas con DCRH-
(25 pM, final) a 37°C durante 30 minutos (Myhreaét
2003); el exceso de la prueba fue, posteriormeeneovido
por medio de la centrifugacion. Especies de oxigen
reactivo (ROS) intracelular se detectaron en dités
cargados con DCFH-DA incubados a 37°C en presencia
ausencia de CF, con diluciones diferentes, con [1BD
H202, 10 mM AAPH 6 125 pM HOCI (concentraciones
finales). Se afiadi6 CF a la suspension de lirdscitO
minutos antes de la agregacion de los agentes riggla
Muestras de 5x 10(4)1Q a la cuarta potenciagélulas
fueron situadas en placas de 96; en el tiempo addic la
emision de fluorescencia de la prueba, despuésade |
oxidacion a través de ROS se midié a 520 nm &srde la
excitacion a 485 nm en un espectroscopio de fhoerecia
FluoStar Optima (BMG Labtech, Offenburg, Alemania).

2.7 Andlisis de los datos

Todos los resultados presentados son valores seio
desviaciones estandares (SD) de tres experimentos
independientes. Los graficos se obtuvieron usaddgin
6.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, MA. USA)

3. Resultados
3.1 Poder antioxidante de CF

La evaluacion de la capacidad de CF de reducirdyiar
través del test de BAP, como medida de su totdkipo
antioxidante, revel6 que CF tiene un valor BAP igaa
65,205+/- 1676 LM.

3.2 Proteccién de CF contra la oxidacion de GSH

En los experimentos donde se ha empleado GSH como
objeto de la oxidacion, hemos encontrado que el 220D



AAPH y el HOCI provocaron una fuerte oxidacion del
grupo GSH tidl, determinando asi una reduccion
significativa de la concentracion de GSH en la aizede
reaccion (se observd una reduccion aproximada &, 70
respecto al control. No se indican datos). Cuatao
oxidacién tuvo lugar en presencia de CF , con rdisi
diluciones (escala 1:5000-1:50), observamos quakibio

la oxidacion de GSH inducida por los tres oxidantes
funcion de la dosis (Fig. 1). La mejor protecct@mtra la
oxidacion de los grupos tiél, la observamos cuasedo
utilizé H202 como oxidante (IC58 dilucién de CF igual a
1.385 en vez de AAPHIC50 al.140) oHOCI (IC50 a
1:130).

3.3 La proteccién de CF contra la oxidacion del DNA

El efecto protector de CF contra la oxidacion dEBINA
se investigd en un sistema libre de células. EI ADN
plasmidico que no se oxidd (control) contenia/A&% de
forma superenrollada (CCC) y 50 +/- 2% de formauar
(OC); mientras que el ADN plasmidico, tratado con
diferentes sistemas que generan ROS, mostré6 una
disminucion de, aproximadamente, el 33% de la fo06&
(no se indican datos). Cuando la oxidacion, indugar
Fe2+/H202, Fe3+/H202 y AAPH, tuvo lugar en presanci
de CF con distintas diluciones (escala 1:1250-1:28)
observé una inhibicién, en funcién de la dosis, lde
oxidacién del ADN (Fig. 2). La mejor proteccién c&DN
se evidencié cuando Fe2+/H202 fue empleado como
oxidante (IC50 con CF diluido a 1:909) en vez de
Fe3+/H202 (IC50 a 1:250) o AAPH (IC50 a 1:84). Se
encontré una tendencia distinta usando HOCI conemtag
oxidante; de hecho en las mas altas dilucioneadast de
CF (1:1250) se evidenci6é ya una proteccion conti@ago
al ADN, del 100% (no se muestra).

3.4 La proteccion de CF contra la oxidacion de RBC
(eritrocitos)

En los experimentos en los que se han usado RB©G com
objeto de la oxidacion, hemos encontrado que ldaaxbn
causada por H202, AAPH y HOCI, provocd una lisis
celular, en funcién del tiempo, hacia la liberaca Hb
(hemoglobina) y el incremento de la absorcion a 6aA0
(Fig. 3A-C). Por lo contrario, los RBC incubadaos RBS
(controles) se mantuvieron estables y se observé un
pequefia hemdlisis durante los distintos periodos de
incubacion. Cuando se produjo la oxidacion, a sadé
AAPH, en presencia de CF con distintas dilucioressdla
1:4000-1:500), se evidencio una reduccion, en mde la
dosis, de la hemdlisis de los RBC (Fig. 3B). Cuasdo
produjo la oxidacién inducida por H202 y HOCI, en
presencia de CF con distintas diluciones (escal@00-
1:500), no se evidencié ninguna hemolisis de lo€RBas
bien, la lisis celular fue incluso méas baja quedostroles
(Fig. 32y C).

Al observar la oxidacion a través de H202, AAPH y
HOCI, se not6é también una disminucién intracejuém
funcion del tiempo, del GSH en los RBC incubad@5%C
(Fig. 43-C), mientras se evidencié un ligero comsuwle
GSH en los controles durante los distintos periodes
incubacion. Cuando la oxidacion del RBC tuvo lugar
presencia de CF a diferentes diluciones (escal@00:4
1:500), se observé una inhibicién en el desgadt&8el en
funcién de la dosis (Fig. 4A-C).

3.5 La proteccion de CF frente a la oxidacion de
linfocitos

Se evidencié una pequefia emisién de fluorescemcia e
linfocitos, cargados de DCFH-DA, incubados con PBS

(controles); por lo contrariola agregacion de H202, AAPH

y HOCI en los linfocitos, provocéd una fuerte emiside
fluorescencia que indicaba una rapida acumulac®dR@S
intracelular (aproximadamente 5 veces mas altaeguel
control; no se muestran datos). Cuando la oxidatién
lugar en presencia de CF a diferentes dilucionssala
1:2000-1:250) se evidencié una reduccién, depetalm la
dosis, del estrés oxidativo en las células, conimnindicion

de la formacion de las ROS igual al 100%, en las
concentraciones mas altas de CF, entre las quenfuer
testadas (Fig. 5). La mejor proteccion de CF fremtta
acumulaciéon de las ROS, se observé cuando sedutiliz
AAPH como oxidante (IC50 con CF diluido a 1:647)vea

de HOCI (IC50 a 1:500) 0 H202 (IC50 a 1:483).

4. Debate

En este estudio, las propiedades antioxidantegro de
CELLFOOD® se investigaron por primera vez. El pim
andlisis de CF (liquido) realizado, implicé unaleacion
de su facultad para reducir hierro, como medidaudpoder
total antioxidante. Como resultado, descubrimos Qe
tenia un valor de BAP aproximadamente de 65.000gsid;
significa que CF tiene una capacidad antioxidanig aita,
considerando que el plasma del ser humano, enrzerspie
gozan de buena salud, tiene un valor de BAP qu#aosc
entre 2.200 y 4.000 pM (Martarelli y Pompei, 2009).
Naturalmente este poder no es absoluto, sino velal
substratoque se estd analizando ( iones férricos). Sin
embargo, considerando que estos iones son compgsnent
que surgen de forma natural, hemos consideradelqest
de BAP proporcion6 una medida fiable del poder
antioxidante de CF frente a las agresiorslos radicales
libres, en condiciones fisiologicas.

Inhibicién de la oxidacion del GSH (%)
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Fig. 1. La proteccién del GSH frente a la oxidacion de los
grupos tidl, inducida por H202, AAPH, y HOCI awéa de
CELLFOOD®. El GSH (250 puM) fue incubado con 100 uM
H202, 10 mM AAPH 6 125 pM HOCI (final) en ausengia
presencia de CF (escala de dilucién 1:5000-1158) datos
reflejan la media +/SD de los tres experimentos.
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Fig. 2. La proteccion del ADN frente a la oxidacion
inducida por H202 y AAPH a través de CELLFOOD®. El
ADN plasmidico Pinco (0.025 mg/mL) fue incubado con
Fe2+/H202, Fe3+/H202 o AAPH en ausencia y presencia
de CF (escala de dilucién 1:1250-1:25). Los deaéisjan la
media +/- SD de los tres experimentos.

Teniendo esto en cuenta, decidimos investigar la
proteccion antioxidante de CF frente a tres agentes
oxidativos relevantes, a nivel fisioldgico, conigeroxido
de hidrégeno, los radicales peréxidos y el acido
hipocloroso, empezando con el GSH como moléculatobj
de la oxidacién. Como resultado hemos observadoGfue
inhibi6 la oxidacion del GSH inducida por los tres
oxidantes, en una medida dependiente de la dosis,
manteniendo, asi, los grupos ti6l del GSH en gsades
reducido. El GSH es el méas abundante de los adtoies
no enzimaticos, presentes en las células de losiferasy
juega un papel muy importante en el mantenimiertdad
homeostasis del redoxefluccion de la oxidacigncelular
(Pastore et al., 2003). Durante el estrés oxidatimaeserva
celular del GSH disminuye; como consecuencia,
neutralizadores de radicales, como CF, de proc&lenc
exogena, pueden proteger los niveles de GSH atlaks,
impidiendo que se consuman en reacciones con faslica
libres (Valko et al., 2007).

También hemos evaluado el efecto protector de CF
frente al dafio producido en el ADN por los radisdieres,
usando un sistema libre de células compuesto pdN AD
plasmidico que tiene una estructura similar a lardADN.
Nuestros experimentos indican que CF protege amplite
frente a la oxidacion del ADN, especialmente coaesta
inducida por el sistema de generacion de radicales
Fe2+/H202. Estas especies de radicales (radicales
hidréxidos) se producen, sobre todo, en la mitogand
(Lenaz, 1998) y se ha demostrado que el dafio oxidat
mtADN est& conectado con el envejecimiento fisimogy
con los trastornos relacionados con la edad, coomo p
ejemplo, los trastornos degenerativos esporadidas,
diabetes tipo 2, cancer y enfermedades cardié@akban
et al., 2005; Taylor y Turnbull, 2005). Nuestresultados
indican que el suplemento de CF puede jugar unl papla
viabilidad mitocondrial y que la toma prolongada @F
puede ayudar en las enfermedades relacionadas acon |
disfuncién mitocondrial. Por lo tanto, el uso de @R
pacientes con fibromialgia demostr6 una mejorialen
sintomas de la fibromialgia y en la calidad de yida
relacionada con la salud (Nieddu et al., 2007).

Otro aspecto que surgié del ensayo clinico sobre la
proteccion del ADN, fue el comportamiento del CF en
relacion con la oxidacion mediada por HOCI. HOCI
provoca diferentes tipos de dafios en el ADN (daiasa
Unica cadena, formacién de 8-OHdG y M1dG) (Gundor e
al., 2010) y nuestros datos revelaron que CF éjenialto

nivel de proteccién contra los dafios a una Urackeica del
ADN. Es bien sabido que HOCI producido por néilos
activados, puede dar inicio a una mutagénesisigaiyna
una carcinogénesis al producir un dafio oxidativo al
genoma, en el entorno inflamatorio (Ohshima e2803).
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Fig. 3. La proteccion de los eritrocitos frente a la hisiginducida por
H202 (A), AAPH (B) y HOCI (C) a través de CELLFOOD®o0s
eritrocitos fueron incubados en PBS con 100uM H2CR7°C durante 4
horas (A), con 10 mM AAPH durante 6 horas (B) o d@% pM HOCI
durante 10 minutos (C) tanto en ausencia conpresencia de CF (escala
de dilucion 1:4000-1:500). Los datos reflejan reedia de tres
experimentos (se han omitido los SD para mejor cengon).
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Fig. 4. La proteccién de los eritrocitos contra la disnsidn
del GSH inducida por H202 (A), AAPH (B) y HOCI (&),
través de CELLFOODR®. Los eritrocitos fueron incubsd
en PBS con 100 pM H202 a 37°C durante 4 horasc@h),
10 mM AAPH durante 6 horas (B) o con 125 pM HOCI
durante 10 minutos (C) tanto en ausencia como e€sepcia
de CF (escala de dilucién 1.4000-1:500). Los degtisjan

la media +/- SD de los tres experimentos.

En efecto, la activacion de neutréfilos en la imfécion
de los pulmones, se puede considerar como un is@fivb
factor en genotoxicidad, hacia las células epiedi
(Gungor et al., 2010). El estrés “chlorinative” dest
relacionado, también, con enfermedades neurodexjerer
como el Alzheimer, el parkinson y la esclerosis tipld,
enfermedades en las que el papel de la inflamaesia
sujeto a una mayor observacion (Yap et al., 2008%
resultados del presente estudio revelan que CFtraugsa
proteccién activa del genoma y esta proteccion @ussd
utilizada en medicina preventiva y en casos delqgits
crénicas y degenerativas, en las cuales se sabdogue
estados inflamatorios juegan un papel etiol6gico.
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Fig. 5. La proteccion de los linfocitos frente a la
acumulacién de ROS, inducida por H202, AAPH y HOCI
por parte de CELLFOOD®. Los linfocitos se incubasm
PBS a 37°C, duante 10 minutos con 100 pM H202, MO m
AAPH 6 125 pM HOCI en ausencia y presencia de CF
(escala de dilucion 1:2000-1:250). Los datos rafieja
media +/- SD de los tres experimentos.

Siendo particularmente susceptibles al dafio oxidati
los eritrocitos fueron elegidos también como sistem
modelo, para la investigacion de las propiedades
antioxidantes de CF. Los RBC tienen una alta cana&ion
celular de Hb y estan expuestos directamente @eori
molecular. Al mismo tiempo, tienen una alta ceadidle
acido graso poliinsaturado en sus membranas yquos@n
altamente susceptibles a la oxidacion inducidaradicales
peréxidos, que lleva a la pérdida de Hb y a unanidiscion
de los niveles del GSH intracelular (Hseu et 2008;
Magalhaes et al., 2009; Wang et al., 2009). En troes
experimentos, hemos encontrado que CF protegid@rdeaf
efectiva a los RBC de la pérdida de Hb y de la alisnion
del GSH, inducida por H202 y AAPH proporcionandsi, a
una proteccion contra la hemdlisis oxidativa y preando
el sistema end6geno de defensa antioxidante

Ademas, se observé también una proteccion, poe part
CF en el caso de oxidacion de los RBC por HOCE qu
representa un buen sistema modelo para la invesiigalel
dafio celular, inducido por neutréfilos (Winterbougn
Brennan, 1997; Vissers et al., 1998; Winterbou@92). La
exposicion de los RBC al HOCI deriva en una pérdida
GSH intracelular, que precede a la oxidacion de bnanas
tiol y a la formacion de cloraminas (Vissers y Wbourn,
1995). El bien conocido resultado final de la exgos de
los RBC al HOCI, es la hemdlisis celular (Vissetsak,
1994); de hecho, la accion del HOCI produce un @éamb
inmediato en la estructura de las membranas d&RBsS,
que afecta a la deformabilidad y permeabilidad de |
membrana misma. En nuestros experimentos, hemos
encontrado que CF reduce rapidamente la lisisarejula
disminucién del GSH, inducidas por el HOCI.

La proteccion global de los RBC por parte de Chtéa
su oxidacion, puede explicar alguno de los efeptmsstivos
de la suplementacion de CF, en procedimientos de
entrenamiento y en prestaciones deportivas de astlet
profesionales (Milic y Djordjevic, 2009). El inerento del
metabolismo celular y del recambio de Hb durante el
ejercicio intenso, puede favorecer la producciofR@S en
el interior de los RBC y la activacion de leucositmon la
consiguiente liberacion de productos de la actéradie los
neutrdéfilos (HOCI) (Santos-Silva et al., 2001). Gidkerando
que la mayoria de las ROS tienen la capacidadfdediise
a través de la membrana de los RBC, y que los nsistBL
tienen limitados mecanismos de reparacion, los REBG



viejos pueden no tener la capacidad de resistiesaés
oxidativo, desarrollado en el interior de la céluts RBC
mas jovenes pueden desarrollar y/o acumular lesione
oxidativas. Un estado anémico puede tener lugarocom
resultado final de todo esto (Robinson et al.,2086) este
contexto, la suplementacion de CF puede tener uaa g
relevancia para contrastar el efecto téxico deR&S,
producido por el metabolismo celular (como losicales
peréxidos) o por la activacion de neutréfilos (comlo
HOCI), protegiendo , de esta manera, a los RBCade |
hemdlisis y, por consiguiente a los atletas, dekmia.

Finalmente, hemos usado los linfocitos como blancos
celulares de la oxidacién. Los linfocitos, al estar
involucrados en la respuesta inmunitaria, estamalonente
sujetos,in vivo, al estrés oxidativo (Knight, 2000). Ademas,
estando los linfocitos inmediatamente sujetos &e@mmes
de antioxidantes en la sangre por la modificaci®mébitos
dietéticos, representan una linea celular fiabla patudiar
los efectos de los antioxidantes dietéticos, epréaeccion
de las células (Anderson et al., 1994; Foti et24Q5). En
nuestros experimentos hemos testado la protec@é@Fl
frente a la formacion de radicales libres en liitfsc
cargados con DCFH-DA derivada de la oxidacion por
H202, AAPH y HOCI. El compuesto fluorogénico DCFH-
DA ha sido, extensivamente utilizado, como indicadel
estrés oxidativo; de hecho emite fluorescencia doisse
oxida para convertirse en DCF, midiendo asi la &mign
de especies reactivas en las células (Myhre et2@03).
Incluso en este caso, hemos observado que CF redkijo
forma significativa, la formacién de ROS intracahl
inducida por los tres agentes oxidantes, en fundéra
dosis.

5. Conclusiones

En el presente estudio hemos demostrado, claramente
que CELLFOO® es un suplemento nutricional que
proporciona una eficaz protecciéon antioxidantentirea
agentes oxidantes relevantes a nivel pato-fisiotigia
protecciénin vitro de células y biomoléculas frente a los
ataques de radicales libres, indica que CF puedeurse
vélido coadyuvante en la prevencion y tratamielg@arias
condicionedfisiolégicas y patologicas, relacionadas con el
estrés oxidativo, desde el envejecimiento a la &@&mem
relacionada con el deporte; desde la fibromialgidaa
degeneracion neuroldgica y cancer.
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