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ABREVIATURAS

4-HNE: 4-hidroxi-2-nonenal

80HdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

ABC: ATP-Binding Cassette

ABTS: (2,2’-azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato)
AMP: adenosin monofosfato

AMPK: quinasa activada por AMP

AP-1: Activator Protein-1

ARE: elementos de respuesta antioxidante

BCRP: Breast Cancer Resistant Protein

BHT: butilhidroxitolueno

BSA: albumina de suero bovino

C: catequina

CaMKII: quinasa dependiente de Ca**/Calmodulina tipo I
CAT: catalasa

CBG: B-glucosidasa citosolica

CE: energia de colision

CND: corddn nervioso dorsal

CNV: corddn nervioso ventral

COMT: catecol-o-metiltransferasas

Ct: ciclo umbral (threshold cycle)

CTL: catalasa

DAD: detector de espectrofotometria de diodos

DBEs: elementos de union de DAF-16 (DAF-16 Binding Elements)
DCF: diclorofluoresceina

DCFH-DA: 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato
DMSO: dimetilsulfoxido

DNPH: 2,4-dinitrofenilhidrazina

DOPAC: acido 2-(3,4-dihidroxifenil) acético

DP: Declustering Potential

EA: acido eldgico



EAG: equivalentes de 4cido galico

EC: epicatequina

ECA: enzima convertidora de angiotensina
ECG: epicatequina-3-0-galato

ECV: enfermedades cardiovasculares
EGC: epigalocatequina

EGCG: epigalocatequina-3-0O-galato
EMS: Enhanced MS

eNOS: enzima dxido-nitrico sintasa endotelial
EP: potencial de entrada

EPI: Enhanced Product lon

ESI: onda de ionizacién por electrospray
FMD: dilatacion mediada por flujo
FRAP: poder antioxidante de reduccién del hierro
FTC: fluoresceina tiosemicarbazida
FUdR: 5-fluoro-2’-desoxiuridina

GA: 4cido gdlico

GC: galocatequina

GCS: y-glutamilcisteina sintetasa

GFP: proteina verde fluorescente

GPA: ganglio preanal

GPx: glutatidn peroxidasa

GRD: ganglio de la raiz dorsal.

GRV: ganglio retrovesicular

GSH: glutatién (forma reducida)

GSK: glucégeno sintasa quinasa

GST: glutation-S-transferasa

GUHCI: clorhidrato de guanidina

H,0,: perdxido de hidrégeno

HDL: lipoproteinas de alta densidad

HIF: factor inducible de hipoxia

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia



HSEs: elementos de choque térmico (Heat Shock Elements)

HSF: factor de transcripcion de choque térmico

HSP: proteinas de choque térmico

IGF-1: factor de crecimiento similar a insulina tipo 1 (/nsulin-like Growth Factor)
IIS: sefializacién por insulina/IGF-1 (Insulin/IGF-1 Signaling)

JNK: quinasas c-Jun N-terminal (Jun N-terminal Kinases)

K: kaempferol

LDL: lipoproteinas de baja densidad

LPH: lactasa-floricin hidrolasa

LPS: lipopolisacaridos

M: miricetina

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdégenos (Mitogen-Activated Protein Kinases)
MDA: malondialdehido

MRP: proteinas de resistencia a multiples farmacos (Multidrug Resistance Proteins)
MS: espectrometria de masas

MTL: metalotioneina

NAD: nicotinamida adenina dinucledtido

NADP: nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

NGM: Nematode Growth Medium

NO°: 6xido nitrico

NOS: enzima éxido nitrico sintasa

NQO-1: NAD(P)H-quinona oxidorreductasa

NRF2: factor relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nuclear Factor-Erythroid 2-
Related Factor-2)

*OH: radical hidroxilo

10,: oxigeno singlete

0, °: anién superodxido

ONOO : peroxinitrito

OPAC: acido 2-(3-hidroxifenil) acético

PBS: buffer fosfato salino

PCA: acido 3,4-dihidroxibenzoico (= 4cido protocatéquico)

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa



PD: procianidina dimera

PDK: quinasa dependiente de 3-fosfoinositol
PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato

PIP3: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato

Q: quercetina

gPCR: PCR cuantitativa a tiempo real

RCS: especies reactivas de cloro

RNS: especies reactivas de nitrégeno

RO": radical alcoxilo

ROO": radical peroxilo

ROS: especies reactivas de oxigeno

RRC: Redox-Stress Response Capacity

RT: transcripcion reversa

SGLT: transportador de glucosa dependiente de sodio
sHSP: proteinas de choque térmico pequeiias
SOD: superoxido dismutasa

SULT: sulfotransferasas

TCA: 4cido tricloroacético

TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

TIR: receptor Toll/IL

TOR: Target Of Rapamycin

TPTZ: 2,4,6-tripiridil-s-triazina

Tr: tiempo de retencion

U.A.: unidades arbitrarias

UBA-1: enzima E1 activadora de ubiquitina

UGTs: uridin-5’-difosfato glucuronosiltransferasas
UPR™: respuesta mitocondrial a proteinas desplegadas
UV: ultravioleta

XO: xantina oxidasa
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Interés y objetivos

En las ultimas décadas los compuestos fendlicos en general, y los flavonoides en
particular, han despertado el interés de los investigadores como posibles responsables
de los efectos saludables que se observan en estudios epidemioldgicos que
correlacionan la ingesta de dietas ricas en frutas y verduras con la disminucién de
distintos tipos de enfermedades, como enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos o determinados tipos de cancer, entre otras (Yuan et al., 2011;
Zamora-Ros et al., 2013). Dado el potencial que presenta este tipo de compuestos,
ampliamente representados en la dieta humana, se estan llevando a cabo numerosos
estudios cientificos sobre su actividad, biodisponibilidad, metabolismo y mecanismos
de accion. Ademas, ha aumentado el interés de empresas que explotan determinados
subproductos para la obtencion de compuestos polifendlicos con diferentes

aplicaciones en los campos de la dietética, farmacologia o cosmética.

La capacidad antioxidante in vitro de los flavonoides estd ampliamente
documentada y durante mucho tiempo se ha utilizado esta propiedad como
argumento para justificar los efectos beneficiosos observados en modelos in vitro o ex
vivo de cancer o enfermedades cardiovasculares. Inicialmente se postulé que podia
tratarse de un efecto antioxidante directo, es decir atribuible a su capacidad reductora
y captadora de radicales libres, pero los conocimientos que actualmente se tienen
sobre su amplia biotransformacion metabdlica (que modificaria sus caracteristicas
antioxidantes), unido a sus bajas concentraciones a nivel plasmatico y tisular y la falta
de evidencias claras en estudios de intervencion clinica llevados a cabo con
antioxidantes, hacen pensar que los efectos in vivo puedan estar mas relacionados con
mecanismos indirectos, que pudieran tener mayor relevancia biolégica, que con la
simple participacién directa en reacciones de dxido-reduccién. Hay evidencias que
apuntan a la existencia de un doble mecanismo de accién dosis-dependiente, de
manera que serian necesarias elevadas concentraciones de flavonoides para que se
observaran efectos antioxidantes directos, mientras que concentraciones bajas, como
las que podrian existir en los sistemas bioldgicos tras el consumo de alimentos,
desencadenarian mecanismos de sefializacion celular mas complejos (Tang y Halliwell,

2010).



Interés y objetivos

En los ultimos afios se ha acumulado conocimiento sobre la biodisponibilidad de
los flavonoides y las transformaciones metabdlicas de las que son objeto en el
organismo humano, que apuntan a la existencia de una baja disponibilidad y amplia
biotransformacién tanto por enzimas enddgenas del organismo como por accion de la
microflora intestinal (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas, 2016). Sin embargo, a pesar
del creciente interés en los flavonoides y otros compuestos fendlicos como
componentes potencialmente protectores frente al desarrollo de enfermedades en
humanos, la contribucion real de estos compuestos en el mantenimiento de la salud y
los mecanismos precisos a través de los que los flavonoides y/o sus metabolitos
ejercen las acciones bioldgicas observadas en los estudios in vitro o concluidas de los
estudios epidemioldgicos siguen sin esclarecerse. Ademads, la mayor parte de los
estudios que abordan los mecanismos de accién de los flavonoides se han llevado a
cabo en modelos in vitro o ex vivo, lo que limita la extrapolacién de los resultados

obtenidos.

Para avanzar en la respuesta a alguno de estos interrogantes, parece adecuada la
utilizacién de organismos modelo como Caenorhabditis elegans, que ofrece una gran
versatilidad, facilidad de uso, ciclo de vida corto y que posee rutas metabdlicas
similares a las descritas en humanos. Adicionalmente, este modelo presenta la ventaja
de ser un organismo bien caracterizado genédmicamente, con un sistema completo de
drganos vy tejidos, y del que se dispone de una amplia coleccién de mutantes y cepas
transgénicas, lo que permite comprobar si determinados genes, enzimas o factores de
transcripcion son esenciales para el mecanismo de accién de los flavonoides en rutas

metabdlicas o de sefializacion celular concretas.



Interés y objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es avanzar en el conocimiento de los
mecanismos de accion responsables de los efectos biolégicos asociados al consumo de
alimentos ricos en flavonoides, utilizando C. elegans como modelo. Para alcanzar este

objetivo general se han planteado los siguientes objetivos especificos:

Establecer en C. elegans los efectos de extractos ricos en compuestos fendlicos
obtenidos a partir de subproductos de vinificacion y su posible relacién con la

composicidn de las muestras.

e Evaluar la actividad de flavonoides sobre marcadores de efecto frente al
envejecimiento y/o estrés oxidativo (produccion de especies reactivas de oxigeno,

lipidos peroxidados y proteinas carboniladas).

e Evaluar la influencia de epicatequina y quercetina, flavonoides mayoritarios en la

dieta humana, sobre la resistencia de C. elegans al daino oxidativo.

e Estudiar la respuesta/actividad de los principales genes y factores de transcripcién

implicados en la ruta de la insulina/IGF-1 frente a epicatequina y quercetina.

e Concluir sobre posibles rutas de sefalizacién implicadas en los mecanismos de

accion de flavonoides.
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2.1 Caenorhabditis elegans

2.1.1 Caracteristicas generales

Caenorhabditis elegans son gusanos nematodos, vulgarmente conocidos como
gusanos redondos, pertenecientes a la familia Rhabditidae. Fueron descritos por
primera vez en 1900 como Rhabditis elegans, modificandose posteriormente su
nombre a Caenorhabditis elegans, como se conocen actualmente. Su significado
etimoldgico es Caeno: nuevo, rhabditis: varilla, elegans: bonita. La cepa mas utilizada
en investigacion es la cepa Bristol, aislada por L.N. Staniland de detritos de hongos por
primera vez en 1959 en Bristol (Inglaterra), de la cual Sydney Brenner obtuvo la cepa
N2. Actualmente, la cepa N2 es la cepa silvestre de referencia (Wood, 1988). Este
nematodo fue propuesto como organismo modelo para estudios de biologia del
desarrollo, especialmente util en estudios genéticos y del sistema nervioso, por Sydney
Brenner en 1965 (Brenner, 1974), quien posteriormente fue galardonado con el
premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2002, junto a John E. Sulston y H. Robert
Horvitz, por su labor en el desciframiento del linaje celular de C. elegans y en los
descubrimientos de la muerte celular programada. Desde entonces, C. elegans se ha
convertido en un importante modelo de estudio para distintos campos de la biologia,
incluyendo biologia celular, neurofisiologia y envejecimiento. En su corta vida como
organismo modelo ha contribuido a la obtencién de otros dos premios Nobel: en 2006
a Andrew Fire y Craig Mello por el desarrollo de la novedosa técnica de silenciamiento
génico mediante ARN de interferencia (RNAI), que fue descrita por primera vez en este
gusano; y en 2008 a Osamu Shimomura, Martin Chalfie y Roger Tsien, que recibieron el
Premio Nobel de Quimica por el descubrimiento y desarrollo de la proteina verde

fluorescente, GFP (Corsi et al., 2015).

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre que habita en el suelo,
capaz de tolerar un amplio rango de temperaturas intermedias, por lo que se
encuentra en la mayoria de las regiones templadas del mundo. Se alimenta
principalmente de microorganismos, sobre todo de bacterias, como Escherichia coli o
Bacillus subtilis. Los adultos presentan un tamafio aproximado de 1 mm de longitud y

70-80 um de diametro. Sus movimientos son ondas sinusoides en el eje dorso-ventral.
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Su cultivo y reproduccién en el laboratorio es sencillo y barato, Unicamente necesita
un ambiente hiumedo, temperatura entre 10 y 25 °C, oxigeno atmosférico y una fuente
de alimento, como cepas no patdgenas de la bacteria E. coli. Se pueden cultivar a gran
escala tanto en medio liquido como en medio sélido usando placas Petri de agar. La
transparencia de su cuerpo permite la visualizacidén interna de sus células y érganos
mediante técnicas microscdpicas. Para su mantenimiento es necesario poco espacio,
gracias a su tamafio, y para su manejo y manipulacion es suficiente una lupa binocular.
Otras caracteristicas importantes del nematodo son la eutelia o nimero de células
constante (concretamente el gusano hermafrodita presenta 959 células somaticas y el
gusano masculino 1031), y la presencia de un linaje celular practicamente invariable
(cada nematodo desarrolla exactamente la misma divisién celular y la misma
diferenciacién) (Sulston et al., 1983). Estas caracteristicas han sido claves para la
deteccion y obtencidn fiable de fenotipos mutantes (Wood, 1988 y Hope, 1999). Otra
ventaja del trabajo con estos gusanos es que existen métodos de almacenamiento de
las cepas silvestres y mutantes que permiten su conservacién de manera indefinida
mediante congelacidn a -80 °C. Actualmente existen extensas colecciones de mutantes

(Sulston y Hodgkin, 1988).

| ANTERIOR 1.2 mm POSTERIOR |
|
DORSAL

\

; Vulva Gonada
Gonada Huevos Utero distal

proximal VENTRAL

Espermateca
Oocitos

Figura Il.1. Diagrama de un adulto hermafrodita de C .elegans.
Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1930/

En 1998, C. elegans fue el primer organismo multicelular cuyo genoma fue
completamente secuenciado. El tamafio de su genoma es pequeio, concretamente

consta de 100 291 840 pares de bases (pb) nitrogenadas y 20 115 genes codificantes
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de proteinas segun los ultimos datos de Wormabase (Wormbase release WS 262).
Numerosos estudios con C. elegans y la comparacidn de su genoma con el humano han
permitido establecer una alta conservacion de las rutas moleculares y celulares entre
nematodos y mamiferos, asi como la presencia en C. elegans de muchos de los genes

implicados en enfermedades humanas (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998).

2.1.2 Anatomia

e Morfologia

La estructura anatdmica de C. elegans se recoge en la Figura 1.1 Al igual que
otros nematodos, presenta un cuerpo cilindrico estrechado en los extremos, no
segmentado, con simetria bilateral. Su cuerpo estd formado por dos tubos
concéntricos, un tubo exterior y un tubo interior separados por un espacio relleno de
liguido llamado pseudoceloma (Figura 1l.2). La forma del animal se mantiene por la

presién hidrostatica interna.

Cordodn nervioso dorsal

Pseudoceloma

. Gobnada distal
Intestino

Génada proximal
Corddn nervioso ventral

Figura I1.2. Seccion transversal de la parte posterior de C. elegans.
Fuente: http://www.wormatlas.org/

El tubo externo estd formado por cuticula, hipodermis, musculatura, sistema
nervioso, sistema excretor, génadas y coelomocitos. El tubo interno esta formado por
el musculo de la faringe junto a su sistema nervioso auténomo y el intestino (Riddle et
al., 1997). Para proteger el cuerpo del medio ambiente, el tubo externo estd cubierto
de una cuticula formada por diferentes proteinas, principalmente coldgeno, que son

secretadas por la hipodermis subyacente. En cada estado larvario, se forma una nueva
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cuticula y la anterior es desprendida. En la cuticula existen unas estructuras alargadas
gue recorren el cuerpo longitudinalmente, denominadas alas, que son producidas por

células de la hipodermis (Krammer, 1994).

La musculatura del cuerpo se organiza en cuatro bandas longitudinales que se
unen a la cuticula a través de la hipodermis y se encuentran inervadas por los cordones
nerviosos dorsales (CND) y ventrales (CNV) (Moerman y Fire, 1997). La contraccién y
relajacién de dicha musculatura permite el movimiento sinusoidal del gusano, en el
plano dorso ventral (Driscoll y Kaplan, 1997). En la zona de la cabeza son capaces de
realizar movimientos algo mas elaborados para la busqueda de alimento, al igual que

en la cola de los machos para el apareamiento (Hope, 1999).

e Sexo y sistema reproductor

Existen dos sexos, macho y hermafrodita, siendo esta ultima forma la mas
abundante. C. elegans posee 5 cromosomas somaticos diploides (I, II, 1lI, IV, V) y un
cromosoma sexual. Este ultimo determina el sexo; en hermafroditas es diploide (XX) y

en machos es haploide (XO) (Hodgkin et al., 1979).

Los hermafroditas producen esperma y oocitos y pueden reproducirse por
autofecundacidn, sin apareamiento. Son hermafroditas protandricos; en primer lugar,
producen esperma al final de la etapa larvaria y después, una vez que ya son adultos,
producen los oocitos. El gusano hermafrodita adulto estructuralmente es femenino, ya
gue produce oocitos y el esperma ha sido producido previamente y almacenado en su
espermateca. Los gusanos hermafroditas producen mas oocitos que espermatozoides,
por lo que el tamano de la camada estd limitado por el nimero de espermatozoides
(Wood, 1988). Los gusanos macho solo producen esperma, por lo que para
reproducirse necesitan copular con un gusano hermafrodita. Después del
apareamiento el esperma del macho compite con el propio esperma del hermafrodita
en la fertilizacion de los oocitos y la mayoria de la progenie es resultado de la

fecundacion cruzada.

La fertilizacidon cruzada produce machos y hermafroditas en igual proporcion, ya
gue los espermatozoides producidos por el macho no tienen cromosoma X, y la

progenie puede alcanzar mdas de 1000 individuos. Por otro lado, la autofecundacidn
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produce solo hermafroditas, generando una progenie aproximada de 300 gusanos
durante su vida reproductiva (Hope, 1999). Los machos pueden aparecer de forma
espontanea a partir de poblaciones hermafroditas mediante la eliminacion de un
cromosoma X, con una frecuencia de aproximada de 0,1 % (Hodgkin, 1979). La
autofecundacién produce individuos genéticamente idénticos, mientras que la
fecundaciéon cruzada aumenta la variabilidad genética. Anatdmicamente los dos sexos
se diferencian en la cola (Figura 11.3), el hermafrodita presenta una simple punta y el
macho posee una estructura compleja con forma de abanico, formada por una bolsa
copulatoria con multitud de receptores sensoriales y dos espiculas copulatorias
contractiles que le permiten el apareamiento. El macho es ligeramente mas delgado y

pequeiio que el hermafrodita (Lewis y Fleming, 1995).

Las génadas en ambos sexos son una simple estructura tubular, en la cual tiene
lugar la replicacidon de la linea germinal a través de la divisién nuclear formando un
sincitio. En el macho la génada presenta un uUnico Iébulo y consta de un testiculo
donde se forman los espermatocitos y una vesicula seminal, donde maduran y se
almacenan hasta el momento de la eyaculaciéon. La vesicula seminal conecta a través
de un vaso deferente con la cloaca y con las espiculas copulatorias para expulsar el
esperma durante la cépula (Hope, 1999). En los hermafroditas la génada presenta dos
I6bulos simétricos en forma de U que terminan en un Utero comun y éste conectado
con la vulva, situada ventralmente en la mitad del nematodo, que comunica con el
exterior y sirve tanto para la salida de embriones como para la entrada del esperma
del macho. En cada lébulo existe un ovario conectado por un oviducto a la
espermateca, lugar donde se almacenan los espermatozoides y se produce la
fertilizacién (Hirsh et al., 1976). Los oocitos avanzan hacia la espermateca a través del
oviducto, se fecundan y los embriones contindian su avance. Los huevos fertilizados
pasan al Utero donde se desarrollan internamente durante varias horas. Para la puesta
de huevos son necesarias contracciones musculares vulvares y uterinas mediadas por

neuronas especificas (Wood, 1988).
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Oocito

Hermafrodita
(XX)

Testiculos

Vaso deferente

Macho
(x0)

Esperma Organo copulatorio

Figura Il.3. Anatomia de C. elegans. Principales estructuras anatémicas de un individuo
hermafrodita y un macho. Fuente: https://www.mun.ca/biology/

e Sistema digestivo

El sistema digestivo esta formado por una faringe y un intestino, que se extiende
desde la cabeza a la cola. Esta recubierto por una membrana basal que lo separa del
espacio pseudocelomatico. El sistema digestivo se divide en el intestino anterior
(Estomodeo; cavidad bucal y faringe), intestino medio e intestino grueso (Proctodeo;
recto y ano en hermafroditas o cloaca en los machos). La faringe (Figura 11.4) es una
bomba neuromuscular que estda formada por células epiteliales, musculares vy
nerviosas organizadas en simetria trirradial y recubiertas por una membrana basal. La
ingestidn del alimento, bacterias normalmente, se produce gracias a contracciones
musculares coordinadas de la faringe, que ademads presenta dos estructuras bulbares,
conectadas entre si, que permiten el procesamiento de la comida. La faringe bombea
el alimento al intestino desde el bulbo terminal a través de la valvula faringeo-
intestinal. La contraccidn de la faringe es regular y esta determinada por la calidad y
disponibilidad de alimento, siendo mayor en situaciones de demanda energética (Corsi

et al,, 2015).

Existen glandulas intestinales a nivel de la faringe y del recto. Los productos de
desecho se eliminan a través de la abertura del ano o cloaca, segun el sexo del gusano

(Bird y Bird, 1991).
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Caenorhabditis elegans es un predador voraz que ingiere cualquier cosa que se
ajuste a su boca. En el laboratorio esto se traduce en que E. coli, bacteria normalmente
usada como alimento del gusano en los medios de cultivo, es ingerida por el nematodo

con una eficiencia de casi un 50 % (Lewis y Fleming, 1995).

Cuerpo

Valvula faringeo-intestinal
Intestino

Procuerpo

IMetacuerpo

Epitelio
faringeo

Figura 11.4. Anatomia faringea de C. elegans. Fuente: http://www.wormatlas.org/

e Sistema inmune

Los celomocitos se encuentran en varias especies de nematodos. Son células
esféricas presentes en la cavidad pseudocelomatica de C. elegans, tanto en larvas
como en adultos. Los celomocitos se caracterizan porque tienen grandes inclusiones
citoplasmaticas y vacuolas. Estas células son capaces de endocitar y acumular
diferentes macromoléculas por lo que se ha sugerido que ejercen cierta actividad
inmune, eliminacién de sustancias y funciones hepaticas. A diferencia de los
macrofagos, los celomocitos de C. elegans no parecen ser capaces de fagocitar y su
posicién en el cuerpo es relativamente fija por lo que dependen del movimiento del
animal y de los fluidos de la cavidad corporal para acceder a las sustancias extranas.

(Fares y Grant, 2002).

e Sistema nervioso

Los gusanos hermafroditas presentan 302 células nerviosas, mientras que los
machos poseen 79 células nerviosas adicionales, lo que puede explicarse por su
comportamiento sexual. El sistema nervioso de C. elegans es simple, encargandose de
coordinar el comportamiento rutinario y responder a factores medioambientales como
temperatura, estimulos mecdnicos o un amplio rango de compuestos quimicos (Hope,

1999).
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Los cuerpos celulares de las neuronas se encuentran alrededor de la faringe, del
corddn nervioso ventral y de la cola. La mayoria de las prolongaciones de estas células
forman un anillo circunfaringeo alrededor de la membrana basal de la faringe o estan
unidas a los cordones nerviosos ventral o dorsal (Figura I.5) (Riddle et al, 1997). La
mayoria de las neuronas presentan una estructura simple con una o dos neuritas
(extensiones citoplasmaticas del soma de la neurona). Ademas de las neuronas, C.
elegans presenta células similares a la glia, aunque de manera mucho menos
numerosa que en vertebrados (Oikonomou y Shaham, 2011). Se pueden distinguir dos
sistemas nerviosos independientes; por un lado, la faringe, aislada por una membrana
basal del resto del animal, posee un sistema practicamente auténomo formado por 20
neuronas y, por otro lado, un sistema nervioso somatico formado por el resto de

células nerviosas del gusano (Ward et al., 1975).
Anillo

nervioso /

Anillo
ganglional

CNV

Figura I1.5. Sistema nervioso de C. elegans. Los puntos representan los cuerpos celulares de las
neuronas, las lineas representan los axones y las dendritas de las neuronas. CNV: corddn
nervioso ventral; CND: corddn nervioso dorsal; GRV: ganglio retrovesicular; GPA: ganglio
preanal; GRD: ganglio de la raiz dorsal. Fuente: OpenWorm (openworm.org).

e Sistema excretor/secretor

El sistema excretor/secretor es el responsable de la osmorregulacién y de la
secrecion de glicoproteinas, posiblemente relacionadas con la formacién de una capa
superficial renovable sobre la cuticula. Estd formado por 4 tipos de células: una célula
excretora, que es la célula mas grande del animal, una célula que forma un canal
excretor que recorre todo el cuerpo longitudinalmente y que termina en otra célula
que forma un poro de excrecién/secrecion, que consiste en una abertura en la

superficie ventral hacia la regidn posterior de la cabeza. Por Gltimo, existe una glandula
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excretora que también conecta con la célula del conducto y del poro (Nelson y Riddle,

1984).

2.1.3 Ciclo de vida

Un ciclo de vida completo de C. elegans (Figura 11.6), hasta la formacién del
individuo adulto, dura aproximadamente 3,5 dias a 20 °C y comprende un estado
embrionario y 4 estados larvarios (L1-L2-L3-L4) (Brenner, 1974). Pequeias variaciones
de temperatura pueden acelerar o retrasar su desarrollo, pasando a completarse el

ciclo en 3 dias a 25 °Cy en 6 dias a 10 °C (Byerly et al., 1976).

Adulto

e / l Division
Adulto joven
~@-~,
10 hr / Q

o
P L4 larva %
\ 2.
Desarrollo @ uo%‘
>
©
<.
o)

Varios meses embrionario
14 hr
Dauer larva

l 4

L3 larva 13hr
% N
% % Predauer (L2d)
91><:),‘ o" Sobrepoblacion Ausenciade alimento /
8hr e
N L1 larva Eclosién
L2 larva 12w

Figura I1.6. Ciclo de vida de C. elegans a 22 °C. Fuente: http://www.wormatlas.org/

El desarrollo se puede dividir en dos fases: embriogénesis y desarrollo post-
embrionario. La embriogénesis tiene lugar desde la fertilizacién hasta la eclosién del
huevo y se produce en dos etapas: proliferacion (divisiones celulares con una duracién
aproximada de 5,5 h post-fertilizacién a 22 °C, que tienen lugar durante las primeras
horas en el interior del Utero hermafrodita) y organogénesis y morfogénesis
(diferenciacién celular, que dura hasta aproximadamente las 14 h a 22 °C) (Sulston et

al., 1983).
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El desarrollo post-embrionario implica el crecimiento a través de 4 estados
larvarios (L1 a L4), finalizando cada uno de ellos con una muda y formando en la dltima
muda el individuo adulto. El adulto hermafrodita produce oocitos durante
aproximadamente 4 dias; al finalizar este periodo fértil el gusano adulto vive entre 10-

15 dias mas (Hodgkin, 1988).

Existe un estado larvario diferente denominado larva dauer. Se forma en la
segunda muda en condiciones ambientales desfavorables para el crecimiento, como
déficit de alimento, una densidad poblacional alta o temperaturas elevadas. Esto
implica una alteracion del metabolismo provocado por una detencién del bombeo
faringeo y, por tanto, de la alimentacién y una acumulaciéon de grasas en células
intestinales e hipodérmicas. La larva dauer también presenta una cuticula
especializada. El gusano puede sobrevivir varios meses como larva dauer y reanudar su
desarrollo cuando encuentra alimento y/o condiciones favorables, en cuyo caso
comienza a alimentarse y muda a L4 recuperando el ciclo normal. Las larvas dauer se
diferencian de las L3 en el tamafio, ya que son mds delgadas y se mueven mas

rapidamente (Hope, 1999).

2.1.4 Caenorhabditis elegans como organismo modelo

C. elegans es un importante organismo modelo en diferentes campos de
investigacion, como gendmica, biologia celular, neurociencias o envejecimiento,
presentando numerosas ventajas frente a otros animales para desarrollar estudios in

vivo (Riddle et al., 1997):

= Se trata de un organismo multicelular con un completo sistema de érganos y

tejidos.

= Su cultivo en laboratorio es sencillo y barato gracias su pequefio tamafo, su
corta vida media y su alimentacién con bacterias. Ademas, su ciclo de vida
corto y su alta tasa de reproduccidon permiten obtener grandes poblaciones

rapidamente.

= La mayoria de los individuos son hermafroditas, lo que facilita su manipulacion

genética.
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Presenta un numero de células constante. Ademas, el hecho de que las casi
1000 células que lo componen mantienen una posiciéon conocida y constante
hace que sea el mejor modelo para estudios de desarrollo, permitiendo

obtener facilmente mutantes alterando su linaje celular.
Es transparente, lo que permite la visualizacién de su anatomia interna.

Su genoma es pequefio y estd completamente secuenciado. Ademas, existe una
alta conservacién de las rutas moleculares y celulares entre C. elegans y
mamiferos, presentando una homologia de un 60-80 % con genes humanos.
Ademas, mas del 40 % de los genes asociados a enfermedades humanas tienen
ortélogos en el genoma de C. elegans. (The C. elegans Sequencing Consortium,

1998; Kaletta et al., 2006).

El Caenorhabditis Genetics Center (Universidad de Minnesota, EEUU) dispone
de mds de 3000 cepas mutantes y gusanos transgénicos a bajo precio (Shen et

al., 2018).

Existe una amplia variedad de herramientas genéticas disponibles para trabajar
con C. elegans, como deleciones especificas, mutagénesis, microinyecciéon de
ADN, bombardeo biolistico y silenciamento de genes mediante ARN de

interferencia (RNAI) (Shen et al., 2018).
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2.2 Flavonoides

2.2.1 Descripcion y caracteristicas

Los flavonoides son el grupo mas importante de compuestos fendlicos
sintetizados como metabolitos secundarios en vegetales. Juegan un papel relevante en
ecofisiologia vegetal, participando en procesos de propagacidon y en mecanismos de
defensa frente a factores abidticos y bidticos de estrés. Se han descrito mdas de 8000
flavonoides de origen natural y contindan identificdndose mas compuestos

pertenecientes a este grupo (Del Rio et al., 2013).

La estructura general de un flavonoide consta de 15 atomos de carbono que
forman dos anillos aromaticos (anillos A y B) unidos por un esqueleto de tres atomos
de carbono (C6-C3-C6) que en la mayoria de clases estd formando un tercer anillo

heterociclico (anillo C) (Figura I1.7).

Figura Il.7. Estructura general de un flavonoide.

En funcién del patréon de sustitucidn del anillo C se distinguen diferentes clases
de flavonoides: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianos,
dihidroflavonoles e isoflavonas, existiendo también las formas abiertas calcona vy

dihidrocalcona (Figura 11.8).

Los flavonoides estan habitualmente hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3, 4
y/o 5’, y pueden estar adicionalmente metilados, acetilados, prenilados o sulfatados.
De manera natural pueden encontrarse como aglicones libres, como derivados
glicosilados o acilados y en forma de estructuras oligdmeras o polimeras, como es el

caso de los taninos condensados (o proantocianidinas) constituidos por la unién de un
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numero variable de unidades flavan-3-ol. Excepto en el caso de los flavan-3-oles, la
mayoria de los flavonoides existen habitualmente en sus medios naturales en forma de
O-glicésidos, normalmente unidos a grupos hidroxilo en posiciones 3, 7 0 4’, y menos
frecuentemente como C-glicésidos ligados directamente a los carbonos C-6 o C-8. Los
sustituyentes de azlcar mas comunes son glucosa, ramnosa, galactosa y arabinosa, y
los disacaridos rutinosa (a-1-ramnopiranosil-(1->6)-B-d-glucopiranosa) y
neohesperidosa (a-1-ramnopiranosil-(1->2)-B-d-glucopiranosa). Los azucares pueden
estar adicionalmente esterificados con Aacidos alifaticos (p.ej., acidos maldnico o
acético) o aromaticos (p.ej., acidos p-cumadrico, cafeico o ferulico) (Santos-Buelga y

Gonzalez-Paramas, 2014).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en frutas, legumbres,
cereales, verduras y productos derivados, como té, chocolate, zumos, vino o cerveza,
gue son importantes constituyentes de la dieta humana. En los alimentos, la
importancia de los flavonoides va mas alld de sus implicaciones tecnoldgicas vy
propiedades organolépticas, ya que su presencia en los mismos se ha relacionado con
efectos beneficiosos para la salud humana, tal y como respaldan estudios

experimentales y epidemioldgicos (Jaganath y Crozier, 2010).

A pesar de la gran variedad de flavonoides, en los alimentos comunmente
consumidos en nuestra dieta solo son destacables un ndmero limitado de ellos. Estos
compuestos incluyen derivados de tres antocianidinas (cianidina, delfinidina,
malvidina), tres flavan-3-oles (catequina, epicatequina, epigalocatequina), tres
flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina), dos flavanonas (hesperetina,
naringenina) y dos flavonas (apigenina, luteolina). A escala mundial, se cree que los
productos ampliamente consumidos mas importantes en términos de contenido en
flavonoides son el té verde y negro, el vino tinto y el cacao/chocolate, y en un segundo

nivel, las frutas y las verduras (Santos-Buelga y Gonzdalez-Paramas, 2016).
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Clase de flavonoide

Estructura basica

Ejemplos

Flavonas

Flavonoles

Isoflavonas

Flavanonas

Calconas

Flavan-3-oles

Antocianos

OH

Apigenina, luteolina, crisina,
escutelareina, diosmetina,
crisoeriol

Quercetina, kaempferol,
miricetina, isoramnetina,
tamarixetina, galangina, fisetina,
morina

Genisteina, daidzeina, gliciteina,
formononetina, biochanina A,
puerarina

Hesperidina, naringenina,
taxifolina, eriodictiol,
isosakuranetina

Floretina, arbutina, buteina,
naringenina-calcona

(Epi)catequina,
(epi)galocatequina,
proantocianidinas condensadas

Cianidina, delfinidina, malvidina,
pelargonidina, petunidina,
peonidina

Figura I.8. Estructuras basicas de los principales grupos de flavonoides.
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2.2.2 Flavonoles

Los flavonoles son los flavonoides mas ampliamente distribuidos en vegetales. Su
estructura quimica se caracteriza por la presencia de un grupo cetona en C4 y una
insaturaciéon entre C2 y C3 del anillo C. Su estructura estd estrechamente relacionada
con las flavonas, pero se diferencian en la presencia de un grupo hidroxilo en posicién
3 de dicho anillo. En la Figura 1.9 se recogen los aglicones de flavonoles mds comunes
en frutas, hortalizas y productos derivados. En el medio natural, los flavonoles se
encuentran generalmente en forma glicosilada. La posicién de la sustitucion mas
habitual es la 3 aunque también es frecuente la glicosilacion en 7, 3’y 4. El azdcar mas
comun es la glucosa y secundariamente galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa,
fructosa o acido glucurdnico, asi como disacdridos como rutinosa o neohesperidosa.
Ademas, los azucares pueden encontrarse adicionalmente esterificados. Los acidos
normalmente implicados son p-cumarico, cafeico, p-hidroxibenzoico, galico, acético y
maldnico. Los compuestos mas abundantes en los tejidos vegetales son los conjugados
glicosidicos de quercetina, kaempferol, miricetina e isoramnetina; aunque menos
frecuentes, también se encuentran aglicones de manera natural (Del Rio et al., 2013).
En las plantas, los flavonoles estan localizados principalmente en hojas, flores y partes

externas, como cdscara y piel, y disminuyen en concentracion hacia la zona central.

Los glucdsidos de quercetina son los flavonoles mas comunes de la dieta
humana, ya que se encuentra en muy diversas frutas y hortalizas, siendo destacable su
concentracién en cebollas (200-1000 ug/g peso fresco). Los principales flavonoles de
cebollas son quercetina 4’-O-glucésido y quercetina 3,4’-O-diglucésido y en menor
cantidad isoramnetina-4’-O-glucdsido. Las uvas Vitis vinifera, vinos y demas productos
derivados de la uva, contienen una amplia variedad de flavonoles, como quercetina,
miricetina, kaempferol, isoramnetina, quercetina-3-0O-glucésido, quercetina-3-0-
glucurdnido, quercetina-3-O-glucdsido, quercetina-3-0O-galactésido, kaempferol-3-0O-
glucdsido y kaempferol-3-0O-galactésido. Otras fuentes de alimentos ricos en flavonoles
son la col rizada, puerros, brécoli, judias verdes, manzanas, espinacas, fresas, coliflor,
té y diferentes bayas (Jaganath y Crozier, 2010; Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas,
2016). Hertog et al. (1995) estimd una ingesta diaria de quercetina entre 3 y 38 mg

para la poblacion holandesa. Sin embargo, el consumo y las fuentes principales de
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flavonoles varian dependiendo de los habitos alimenticios de diferentes paises, por
ejemplo, a pesar de que el vino tinto contiene cantidades relativamente bajas de
guercetina, en comparacidén con otros alimentos, podria ser una fuente dietética

relevante de flavonoles en algunos paises mediterraneos.

Flavonoles R5y’ R, Rs’ Ry
Miricetina OH OH OH Ry
Quercetina OH OH H o
HO .
Rs
Kaempferol H OH H
Isoramnetina OCH; OH H OH
OH o

Tamarixetina OH OCH; H

Figura 11.9. Estructura de los aglicones de flavonoles mas habituales en alimentos vegetales.

2.2.3 Flavan-3-oles

Los flavan-3-oles son flavonoides que carecen de grupo ceto en posicién 4, su
anillo C se encuentra totalmente saturado e hidroxilado en posicién 3 y poseen dos
carbonos quirales en posiciones 2 y 3. Pueden encontrarse en la naturaleza como
mondmeros o condensados entre si formando estructuras con diverso grado de
polimerizacién (taninos condensados o proantocianidinas). Los flavan-3-oles
mondmeros se suelen designar genéricamente como "catequinas" y se diferencian
segln el grado de hidroxilacion de su anillo B y la configuracion de los carbonos
asimétricos. Estos compuestos pueden poseer restos acilo, siendo el acido galico el

sustituyente mas frecuente, pero generalmente no estan glicosilados.

Los principales flavan-3-oles mondmeros son catequina (C), epicatequina (EC),
galocatequina (GC), epigalocatequina (EGC) y sus galoil derivados, epicatequina-3-0O-
galato (ECG) y epigalocatequina-3-0-galato (EGCG) (De Pascual-Teresa et al., 2010).

La presencia de dos carbonos asiméticos (C2 y C3) permite la existencia de cuatro

isdmeros épticos para cada mondmero de flavan-3-ol (Figura 11.10). Entre ellos los mas

comunes son los pares diastereoisoméricos (+)-catequina (2R, 3S, trans) / (-)-
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epicatequina (2R, 3R; cis) y (+)-galocatequina / (-)-epigalocatequina. (+)-Catequina y (-)-
epicatequina (designadas habitualmente como catequina y epicatequina) se
consideran los flavonoides mds comunes en la dieta humana junto con el flavonol

quercetina.

R3’
R4’
HO o . ~
2[R RS’
3 s
“oH
OH
Flavan-3-oles Ry R, Rs Cc2 c3
(+)-Galocatequina OH OH OH R S
(+)-Catequina OH OH H R S
(+)-Afzelequina H OH H R S
(-)-Epigalocatequina OH OH OH R R
(-)-Epicatequina OH OH H R R
(-)-Epiafzelequina H OH H R R

Figura 11.10. Estructura quimica de los principales mondmeros de flavan-3-oles.

Los flavan-3-oles se encuentran habitualmente en formas polimerizadas,
formadas por unidades elementales de catequinas ligadas a través de enlaces C-C y
ocasionalmente C-O-C, dando lugar a los taninos condensados o proantocianidinas.
Pueden clasificarse segun el grado de polimerizacién como oligdmeros (dimeros a
tetrameros) o polimeros (cinco o mas unidades). Las proantocianidinas basadas en
unidades de (epi)catequina se llaman procianidinas, y son las proantocianidinas mas
abundantes en plantas. Proantocianidinas menos frecuentes son las propelargonidinas
y prodelfinidinas, que contienen subunidades de (epi)afzelequina o (epi)galocatequina,
respectivamente (Del Rio et al., 2013). También existen proantocianidinas mixtas que

poseen diferentes tipos de catequinas en su estructura.
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La reaccion mas caracteristica de los taninos condensados es la ruptura por
calentamiento en medio acido del enlace interflavanico, que da lugar, por una parte, a
las subunidades inferiores en su forma libre y, por otra, a los carbocationes
correspondientes a las unidades de extensién que pueden oxidarse a antocianos
(Figura 11.11), razén por la cual son también designados como proantocianidinas. Segun
den lugar en la hidrdlisis a cianidina, delfinidina o pelargonidina se habla de

procianidinas, prodelfinidinas y propelargonidinas.

OH OH
o .
HO OH HO X OH
OH A on
¥
OH [N OH
H+
(U oH
o
HO OH

Figura Il.11. Hidrdlisis de proantocianidinas.

Las proantocianidinas mas comunes son los dimeros de tipo B (Figura 11.12)
formadas por dos unidades flavan-3-ol unidas por un enlace interflavanico C4-C8 o C4-
C6, es decir, entre el carbono 4 de una unidad considerada “subunidad superior” o “de
extension” y los carbonos 8 6 6 de otra denominada “subunidad inferior” o “de
iniciacion”. Son menos frecuentes los dimeros tipo A (Figura 11.12) que, ademds de la
union C4-C8 o C4-C6, presentan un enlace adicional de tipo éter entre las posiciones
C2-0-C7 o C2-0O-C5 (De Pascual-Teresa et al., 2010). En estos compuestos los tres
carbonos del heterociclo flavanico (C2, C3 y C4) son asimétricos, por lo que pueden

existir numerosas combinaciones de sustancias con diferentes configuraciones.
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OH

Figura 11.12. Ejemplo de estructura de proantocianidinas dimeras de tipo B con uniones C4-C8,
y de tipo A con doble unién interflavanica C4-C8 y C2-0-C7.

Los flavan-3-oles se encuentran entre los flavonoides mas abundantes en la dieta
humana, ya que estan ampliamente distribuidos en frutas y alimentos derivados,
incluyendo té verde, vino tinto, manzanas, uvas y cacao. Sin embargo, son menos
abundantes en legumbres y hortalizas, con la excepcion de lentejas y habas (Aron y
Kennedy, 2008). Destacan, por ejemplo, EC y las procianidinas dimeras B1 y B2 en
manzanas, EC y procianidinas derivadas en cacao y chocolate, catequinas mondmeras
(EGC, EGCG, C, EC y ECQ) en té, y catequinas, procianidinas y prodelfinidinas en vino
(Jaganath y Crozier, 2010; Del Rio et al., 2013).

Segun un estudio en el que se cuantificd la concentracién de flavan-3-oles en 56
productos alimenticios y bebidas espafiolas, la epicatequina es el mas abundante en la
dieta seguido por catequina y procianidina B2 (EC-(43—>8)-EC) (De Pascual-Teresa et
al., 2000). Se han estimado ingestas dietéticas medias de flavan-3-oles monémeros y
oligdmeros que oscilan entre 17 y 60 mg/dia segun paises, aunque posiblemente estén
infraestimadas por la dificultad de su analisis (Dragsted et al., 1997; Arts et al., 2001;
de Pascual-Teresa et al., 2002; Gu et al., 2004).

27



Revision bibliogrdfica

2.2.4 Actividad y disponibilidad de flavonoides

2.2.4.1 Estudios epidemioldgicos

Los estudios epidemioldgicos son utiles para evaluar los efectos a largo plazo de
la exposicién a concentraciones fisioldgicas de polifenoles sobre la salud humana, pese
a que el conocimiento del contenido exacto de polifenoles en los alimentos es todavia
limitado (Pérez-Jiménez et al., 2010; Valdés et al., 2015). Estos estudios han relacionado
el consumo de una dieta rica en frutas y verduras con la reduccién del riesgo de
padecer algunas enfermedades crénicas, como enfermedades cardiovasculares,
diabetes, algunos tipos de cancer y enfermedades neurodegenerativas, asi como con la
reduccidon a largo plazo de la mortalidad en una poblacién, efectos que han sido
relacionados en parte con la presencia de compuestos fendlicos y especialmente
flavonoides (Buijsse et al., 2006; Dai et al., 2006; Yuan et al., 2011; Zamora-Ros et al.,
2013; Oh et al.; 2017; Vitale et al.; 2017;). En los ultimos afios se han llevado a cabo
muchos estudios de este tipo, especialmente después de las publicaciones sobre las
observaciones epidemioldgicas de Hertog y colaboradores a principios de la década de
1990 (Hertog et al., 1993 y 1995), que apuntaban a una relacidn inversa entre el
consumo de flavonoides y la incidencia y mortalidad por enfermedades
cardiovasculares (ECV). Sin embargo, algunos estudios epidemiolégicos no se han
llevado a cabo de una manera suficientemente rigurosa, bien porque carecen de
controles apropiados, no consideran de manera detallada la composicién de los
alimentos estudiados o la poblacién de estudio no es adecuada. Por lo tanto, son
necesarios mas estudios bien controlados y monitorizados para establecer el grado de
implicacion de los flavonoides/polifenoles en los efectos beneficiosos que se les

atribuyen (Del Rio et al., 2013; Zamora-Ros et al., 2014).

A pesar de que los flavonoides no son nutrientes esenciales, como las vitaminas,
actualmente estan considerados como componentes responsables, al menos en parte,
de los efectos protectores para la salud de las dietas ricas en frutas y verduras, y el
estudio de su papel en la nutricién humana se ha convertido en un tema de interés en
la investigacion en alimentos. Ademas, debido a la variedad de actividades bioldgicas

atribuidas a los flavonoides, como capacidad antioxidante, antiinflamatoria,
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estrogénica, antimicrobiana, antiproliferativa o antitumoral, también se consideran
como compuestos prometedores para el desarrollo de nuevos medicamentos (Santos-

Buelga y Gonzalez-Paramas, 2016).

e Flavonoides y efectos cardiovasculares

Una de las relaciones que cuenta con mas evidencias es la establecida entre el
consumo de una dieta rica en flavonoides y una menor incidencia de enfermedad
coronaria y de mortalidad por accidente cardiovascular. Esto se atribuye a la
modulacion de los factores de riesgo relacionados con enfermedades cardiovasculares
(CVD), como hipertensidn, disfuncién endotelial, metabolismo lipidico, intolerancia a la
glucosa y actividad plaquetaria (Osakabe, 2013). Existen diversos estudios
epidemioldgicos que han relacionado el consumo de alimentos ricos en flavonoides
con un descenso en la presion arterial tanto en individuos sanos como en hipertensos
(Hertog et al., 1993 y 1995; Buijsse et al., 2006; McCullough et al., 2006). El consumo
de flavonoides también se ha relacionado con una mejora de la vasodilatacién del
endotelio, que se ha asociado a un aumento en la biodisponibilidad de NO (6xido
nitrico), tanto en individuos sanos como en pacientes con enfermedad coronaria,
hipertensidon o diabetes (Diebolt et al., 2001; Yang et al., 2004; Balzer et al., 2008;
Hooper et al., 2012). Un posible mecanismo que puede explicar este efecto es la
modulacién de la actividad de ciertas enzimas relacionadas con riesgo cardiovascular.
Estd bien establecida la produccién de una elevacion en el nivel vascular de NO
mediante la modulacion por fosforilacién de la enzima dxido-nitrico sintasa endotelial
(eNOS) tras el consumo de alimentos ricos en flavonoides (Fisher et al., 2003). También
se ha propuesto que podrian inhibir la actividad de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA), aunque el mecanismo de accidn no es bien conocido (Fraga, 2007).
Existen también estudios que relacionan el consumo de alimentos ricos en flavonoides
con una mejora en los niveles de colesterol plasmatico, traduciéndose en un
incremento de colesterol-HDL (lipoproteinas de alta densidad) y una disminucion del c-
LDL (lipoproteinas de baja densidad) (Shrime et al., 2011). En el caso del cacao se ha
observado también la mejora de otros factores de riesgo de CVD, como la mejora de la

resistencia a la insulina en individuos sanos, hipertensos y obesos, debido a una
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reduccion significativa de la insulina sérica, y la inhibicidn de la activacion plaquetaria

en individuos sanos (Holt et al., 2006; Guasch-Ferré et al., 2017).

La proteccidn cardiovascular se ha relacionado, en general, con alimentos ricos
en flavonoides/polifenoles, como bayas, citricos, café, granada y nueces, pero sobre
todo se ha observado para alimentos ricos en flavan-3-oles, como té, vino tinto y, de

modo especialmente significativo, en ensayos con chocolate o cacao.

El estudio PREDIMED (Prevencién con Dieta Mediterranea) es el estudio
epidemioldgico de prevencién primaria mds importante realizado en Espafa (Estruch
et al.,, 2013). En él, se evalta la relaciéon entre la dieta mediterranea y el riesgo
cardiovascular, a través del seguimiento de un total de 7.447 personas entre 55 y 80
afos con riesgo cardiovascular pero que no padecian enfermedades cardiovasculares
en el comienzo del estudio. La dieta mediterranea se caracteriza por una alta ingesta
de fruta, verdura, frutos secos, legumbres, aceite de oliva y cereales, y una baja ingesta
de carnes rojas, carnes procesadas, mantequilla, nata y dulces; ademas de un consumo
de vino moderado durante las comidas (Willett et al., 1995). En el ensayo se asignd al
azar a los participantes tres dietas: una dieta mediterrdanea suplementada con aceite
de oliva virgen extra, una dieta mediterranea suplementada con frutos secos o una
dieta control (aconsejando reducir las grasas de la dieta). Los resultados mostraron
que, entre las personas con alto riesgo cardiovascular, la dieta mediterranea
suplementada con aceite de oliva virgen extra o frutos secos reducia la incidencia de
accidentes cardiovasculares graves (infarto de miocardio, accidente cerebrovascular o
muerte por enfermedad cardiovascular) (Estruch et al.,, 2013). El efecto
cardioprotector de este patréon dietético se ha atribuido, en parte, a la gran cantidad
de componentes antioxidantes, como los compuestos fendlicos (Bulld et al., 2011). El
aceite de oliva, los frutos secos, el vino tinto, las legumbres, las frutas y las verduras,
componentes clave de la dieta mediterrdnea, son todos alimentos ricos en polifenoles.
Aunque algunos resultados del estudio PREDIMED han sido recientemente
cuestionados por deficiencias en el disefo estadistico en algunos de los grupos de
ensayo (Estruch et al., 2018a), sus conclusiones generales se siguen considerando
validas, de acuerdo con los nuevos datos revisados aportados por los investigadores

(Estruch et al., 2018b).

30



Revision bibliogrdfica

¢ Flavonoides y enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo heterogéneo de
enfermedades del sistema nervioso, de incidencia creciente debido al aumento en el
envejecimiento de la poblacion, entre las que se incluyen la enfermedad de Parkinson,
Alzheimer, la esclerosis lateral amiotréfica o la enfermedad de Huntington. Estas
enfermedades se caracterizan por la pérdida progresiva de la estructura y funcién de
las neuronas e incluso la muerte neuronal, como consecuencia de procesos
hereditarios, toxicos, metabdlicos o infecciosos. Los mecanismos exactos por los que
se desarrollan no estdn bien esclarecidos, a pesar del constante avance de los
conocimientos en neurobiologia (Brettschneider et al., 2015; Losada-Barreiro et al.,

2017).

Aunque se carece de confirmacién directa y es necesario profundizar mas,
numerosos estudios preclinicos y epidemiolégicos sugieren que los polifenoles podrian
ser efectivos en la reduccion del riesgo de enfermedades neurodegenerativas y de
deterioro cognitivo relacionado con la edad (Scarmeas et al., 2006; Nehlig, 2013;
Malar et al., 2014). Diferentes mecanismos podrian estar implicados en estos
beneficios neuroldgicos, entre los que destacan la capacidad de los polifenoles para
interactuar con la sefalizacién intracelular neuronal y glial, para influir en el flujo
sanguineo periférico y cerebrovascular y para reducir el dafio neuronal, la respuesta
neuroinflamatoria y el estrés oxidativo (Del Rio et al., 2013; Fernandes et al., 2017).
Existen, por ejemplo, estudios epidemioldgicos que asocian un alto consumo de té
verde con una menor incidencia de demencia y la enfermedad de Parkinson y
Alzheimer (Mandel et al., 2008). Estos estudios estdn respaldados por multiples
ensayos in vitro e in vivo que observan neuroprotecién por parte de los polifenoles del
té, atribuida a la sobreexpresiéon de enzimas antioxidantes y la estimulacion de
diferentes rutas de sefializacion y de la sintesis de moléculas enddgenas antioxidantes

mediante la activacion de la ruta Nrf/ARE (Choi et al., 2012).

En el seno del proyecto Kame, donde fueron monitorizados 1836 japoneses
estadounidenses que no padecian demencia al inicio del estudio, se relacioné el

consumo de zumos de frutas y verduras con un alto contenido en polifenoles con un
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retraso significativo en la aparicién de la enfermedad de Alzheimer, especialmente en
aquellas personas que estaban en alto riesgo de padecer la enfermedad (Dai et al.,
2006). En otro estudio epidemioldgico sobre 6434 individuos canadienses evaluados
durante 5 afios que presentaban una edad igual o mayor de 65 afos y un estado
cognitivo normal en el inicio del estudio, se relaciond el consumo moderado de vino y
café, también ricos en polifenoles, con una menor incidencia de la enfermedad de

Alzheimer (Lindsay et al., 2002).

Existen bastantes estudios que han relacionado el consumo de diferentes
alimentos ricos en flavonoides, como uvas, granada, fresas o ardndanos, asi como
flavonoides puros, incluyendo epicatequina y quercetina, con una mejora de la
memoria y el aprendizaje (Scholey et al., 2010; Krikorian et al., 2010 a y b). También se
han realizado estudios de intervencién con algunos extractos, por ejemplo, de Ginkgo
biloba, de pino o de cacao ricos en flavan-3-oles, en diferentes grupos de individuos,
gue sugieren que los flavonoides ejercen un efecto en la prevenciéon del deterioro
cognitivo. Sin embargo, aun no ha sido posible esclarecer la relaciéon causa-efecto

entre estos componentes y sus efectos biolégicos (revisado en del Rio et al., 2013).

e Flavonoides y cancer

Mientras que los estudios epidemiolégicos indican de manera fehaciente que los
flavonoides tienen un papel importante en la prevencién de algunas enfermedades
como las cardiovasculares, las evidencias epidemiolégicas de que el consumo de
flavonoides/polifenoles proteja frente al cancer son limitadas y contradictorias (Arts y
Hollman, 2005; Fink et al., 2007; Yuan et al., 2011; Bo et al., 2016). Aunque existen
muchos estudios en cultivos celulares y modelos animales, asi como algunas
intervenciones en humanos que han mostrado efectos anticancerigenos (Zamora-Ros
et al., 2014), son necesarios mds estudios epidemioldgicos que estudien las
asociaciones entre el consumo de estos compuestos y el riesgo de cancer. Asi, por
ejemplo, algunos de los estudios epidemioldgicos que han analizado la relacion entre
el consumo de frutas y verduras y la incidencia de cancer encuentran una correlacién

inversa entre el consumo de polifenoles y la incidencia de determinados tipos de
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cancer (Benetou et al., 2008; Turati et al., 2015), mientras que otros no encuentran

ninguna asociacion (Arts y Hollman, 2005; Larsson et al., 2008).

Algunos ensayos de intervencion clinica han evaluado la relacién entre el
consumo té verde e incidencia de cancer en poblaciones de riesgo, siendo los
resultados poco concluyentes, aunque sugieren que su consumo regular podria
retrasar el desarrollo de cancer oral y de prdstata (Li et al., 1999; Bettuzzi et al., 2006).
En el caso del cancer oral, los efectos observados pueden ser debidos a la interaccion
directa entre los polifenoles y las células cancerosas de la boca, ya que se observaba
un descenso significativo en la proliferacion de las células tumorales de la mucosa oral
en los individuos tratados. Este mismo mecanismo podria también jugar un papel en el
desarrollo de otros cédnceres del sistema gastrointestinal, como los de eséfago,

estdmago o intestino grueso y delgado.

Por otro lado, algunos estudios sugieren una influencia de los polifenoles en la
prevencion del dafio u oxidaciéon de ADN, lo cual estaria relacionado con el riesgo de
padecer cancer. Diferentes alimentos ricos en polifenoles han mostrado una
proteccion frente al daino de ADN en linfocitos, sin embargo, ello no se ha podido
vincular con una reduccion de la incidencia de cancer (Del Rio et al., 2013). Bo et al.
(2016) realizaron un meta-analisis de estudios epidemioldgicos sobre consumo de
flavonoides y el riesgo de cdnceres del tracto digestivo, encontrando escasas
evidencias que apoyaran una relacion con el riesgo de cancer de es6fago o colorrectal.
Sin embargo, el analisis por subgrupos apuntaba a que los flavonoides de la dieta
parecian estar relacionados con una reduccién en el riesgo de cancer gastrico en la

poblacién europea, aunque no en las de Estados Unidos o Asia.

Para validar la posible relacidon entre consumo de polifenoles y riesgo de cancer,
en futuras investigaciones epidemioldgicas se requeriria disponer de biomarcadores
fiables, asi como el uso de mayor variedad de biomarcadores y el seguimiento a largo
plazo de la exposicion a polifenoles (Zamora-Ros et al., 2014). En ausencia de
biomarcadores adecuados, para evaluar la relacion entre consumo de polifenoles y el
riesgo de cancer son necesarios mas estudios de intervencién a largo plazo, de una

manera mas controlada, donde se analice la incidencia de cancer, el tamafio del tumor
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y/o la mortalidad por cancer, tanto en individuos sanos como en pacientes de cancer.
Hasta que se realicen dichos estudios serd dificil evaluar completamente el impacto de

una dieta rica en polifenoles y el desarrollo de cancer (Del Rio et al., 2013).

2.2.4.2 Biodisponibilidad y metabolismo

Los efectos saludables de los flavonoides, y polifenoles en general, dependen de

la cantidad consumida y de su biodisponibilidad.

El cdlculo de la ingesta dietética de flavonoides es dificil. Por un lado, no se
dispone de datos amplios y suficientemente precisos sobre composicion de
flavonoides en alimentos. Por otro, resulta complicado obtener este tipo de
informacién, ya que diferentes autores emplean métodos de andlisis distintos y no
estandarizados y existen, ademads, variaciones muy importantes en la composicion de
un mismo alimento en funcidén de las variedades y condiciones agroclimaticas.
Igualmente, la composicion estd afectada por el procesado y el almacenamiento, que
pueden llevar a degradaciones y a la formacién de nuevos derivados no presentes
originalmente en el alimento (p.ej., tearubiginas o pigmentos derivados de

antocianos), modificando de esta manera el perfil y contenidos de flavonoides.

Una primera estimacién de la ingesta dietética de flavonoides fue realizada por
Kihnau (1976), que calculé un consumo diario medio de alrededor de 1 g en la dieta
americana. Los flavan-3-ol mondémeros (catequinas) y sus formas condensadas
(proantocianidinas) serian los flavonoides mas consumidos en dietas occidentales,
seguidos por antocianos y flavonoles (Jaganath y Crozier, 2010). El consumo diario de
flavonoides en Europa se ha estimado recientemente en unos 428 + 49 mg/dia, de los
que aproximadamente 136 + 14 mg/dia corresponderian a compuestos monoméricos.
Los principales tipos de flavonoides consumidos serian derivados complejos, como las
teaflavinas y tearubiginas (168 mg/dia), presentes en té, y las proantocianidinas oligo y
poliméricas (124 mg/dia), principalmente de frutas. Respecto a los compuestos
monomeéricos, los mas consumidos son los flavan-3-oles, distribuidos en 53 mg/dia de
derivados galoilados y 24 mg/dia no galoilados (Vogiatzoglou et al., 2015). Estos

resultados estan posiblemente sesgados por el hecho de que muchos de los
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flavonoides indicados provendrian del consumo de té, bebida cuyo consumo esta

desigualmente repartido entre paises europeos.

La biodisponibilidad puede definirse como "la tasa y el grado en que un
ingrediente activo o fracciéon activa se absorbe desde una matriz y llega a estar
disponible en el sitio de accidon". Por tanto, la tasa de absorcidn y la disponibilidad en el
lugar de accién son dos aspectos importantes para que un flavonoide pueda ser
efectivo en un sistema bioldgico. La biodisponibilidad varia mucho de unas moléculas a
otras, incluso dentro de compuestos dentro de la misma familia, y entre individuos,
pero en general los flavonoides presentan una baja biodisponibilidad (Zamora-Ros et
al., 2013). Se ha estimado que solo 5-10 % del total de los polifenoles consumidos son
absorbidos en el intestino delgado, mientras que un 90-95 % alcanzarian el colon,
donde podrian ser transformados por la microbiota en metabolitos biodisponibles que

podrian ser incluso mds bioactivos que sus precursores (Clifford, 2004).

e Absorcion

La mayoria de los flavonoides presentes en los alimentos se encuentran en forma
glicosilada, sin embargo, para su absorcién suele ser necesaria una hidrdlisis previa
para liberar el aglicén. La desglicosilacion de flavonoides ocurre en el intestino delgado
y grueso de forma dependiente del tipo de resto azucarado. En el intestino delgado
existen al menos dos enzimas de tipo B-glucosidasa que pueden actuar como
hidrolasas de flavonoides glicosilados (Day et al., 2003). Una de ellas es el complejo
lactasa-floricin hidrolasa (LPH), que se encuentra en las vellosidades de las células
epiteliales del intestino delgado, que es capaz de hidrolizar algunos monoglucésidos de
flavonoides (Day et al., 2000). Tras su separacion, los aglicones entrarian al enterocito
por difusién pasiva como resultado de su mayor lipofilicidad y su proximidad a la
membrana celular. La otra enzima es la B-glucosidasa citosélica (CBG), localizada en el
interior de los enterocitos. Para que tenga lugar la hidrélisis por CBG los glicdsidos
deben pasar previamente por difusién activa al interior de las células. Se ha visto que
algunos flavonoides, como quercetina-4’-O-glucésido, pueden ser transportados por el
transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1) (Walgren et al., 2000; Day et

al., 2003). También se ha propuesto que la hidrélisis de algunos glicésidos de
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flavonoides podria comenzar con las B-glucosidasas presentes en la cavidad bucal
procedentes de la saliva y de la microbiota oral (Requena et al.,, 2010). Las B-
glucosidasas no actuarian sobre glicésidos de flavonoides no monoglucdsidos, como
rutina (quercetina-3-O-rutindsido) o hiperdsido (quercetina-3-O-galactésido), por lo
éstos que llegarian intactos al intestino grueso donde serian hidrolizados por la
microbiota intestinal, liberando aglicones que podrian ser absorbidos en el intestino
grueso o ser degradados a productos mas sencillos (Erlund et al., 2000; Arts et al.,

2004).

A diferencia del resto de flavonoides, los flavan-3-oles, no estan habitualmente
glicosilados en los alimentos, aunque a menudo se encuentran acilados con acido
galico. Estos compuestos podrian ser parcialmente absorbidos en los enterocitos del
intestino delgado sin desconjugacién o hidrélisis previa, aunque en pequefia extensién
y de forma muy variable dependiendo del grado de polimerizacién y estereoquimica
de las moléculas, reduciéndose alin mas por la presencia de restos galoilo (Marin et al.,
2015). Por otro lado, las formas oligoméricas o poliméricas, apenas serian absorbidas
en su forma nativa (Espin et al., 2007). La mayoria de los flavan-3-oles ingeridos pasan
inalterados al intestino grueso, donde pueden ser catabolizados por la flora colénica
dando lugar a una variedad de metabolitos de bajo peso molecular, como diversos
acidos, aldehidos fendlicos y productos derivados, como valerolactonas, que podrian
ser absorbidos en el intestino grueso y ser, al menos en parte, responsables de los
efectos bioldgicos y antioxidantes asociados al consumo de una dieta rica en flavan-3-

oles (Aura, 2008).

Se ha indicado que los polifenoles que mejor se absorberian en humanos son las
isoflavonas y el acido galico, seguido de catequinas, flavanonas y glucésidos de
guercetina. Por el contrario, los de peor absorcién serian las proantocianidinas, las

catequinas galoiladas del té y los antocianos (Manach et al., 2005).

e Metabolismo

Los flavonoides se metabolizan ampliamente antes de ingresar a la circulacion
sistémica, encontrdandose normalmente en plasma en forma de metabolitos

conjugados. Las reacciones de conjugacién se pueden producir en distintos tejidos y

36



Revision bibliogrdfica

células, siendo el intestino y el higado los érganos mas comunmente implicados en la
biotransformacidon de flavonoides, aunque otros érganos también pueden contribuir
(Figura 11.13) (Donovan et al., 2006). No hay que olvidar que los flavonoides son
xenobidticos y, como tales, son metabolizados por enzimas de fase | y I, dando lugar a
diferentes metabolitos que difieren estructuralmente de los compuestos originales

presentes en los alimentos.
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Figura 11.13. Esquema del metabolismo y distribucion de flavonoides.

Una vez que los aglicones de flavonoides entran en las células intestinales, se
produce la conjugacidn por enzimas de fase Il en el propio enterocito, dando lugar a la
formacién de sulfatos, glucurénidos y derivados metilados por accién de
sulfotransferasas (SULT), uridin-5’-difosfato glucuronosiltransferasas (UGTs), y catecol-
o-metiltransferasas (COMT), respectivamente (Donovan et al., 2006). También se ha

visto la formacidn de conjugados con glutation (Hong y Mitchell et al., 2006), con el fin
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de inactivar productos intermedios potencialmente nocivos, ya que algunos
flavonoides, como quercetina, presentan un grupo catecol que es susceptible de sufrir
procesos de oxidacién y dar lugar a quinonas reactivas que pueden desencadenar dafio
oxidativo en las células. Algunos metabolitos conjugados pueden regresar a la luz del
intestino delgado a través de transportadores de membrana ABC (ATP-Binding
Cassette), como las proteinas de resistencia a multiples farmacos (Multidrug
Resistance Proteins, MRP), glicoproteina-P o el transportador BCRP (Breast Cancer

Resistant Protein) (Del Rio et al., 2013; Zhang et al., 2015b).

En el higado también tiene lugar un importante metabolismo de fase Il. Tras la
conjugacioén intestinal, los flavonoides absorbidos son transportados por la vena porta
o por los capilares linfaticos de las microvellosidades (lacteales). En el higado, se
producen procesos adicionales de conjugacién, que incluyen sulfatacion y metilacién,
antes de entrar los metabolitos a circulacion sistémica o sufrir excrecion renal (Murota
et al., 2018). La conjugaciéon es un proceso de destoxificacion metabdlica comun con
muchos xenobidticos, que facilita su eliminaciéon a través de la orina y de la bilis.
Algunos metabolitos de fase Il vuelven por via biliar desde el higado, mediante
recirculacion enterohepdtica, al intestino, donde pueden ser reabsorbidos (Rodriguez-

Mateos et al., 2014).

Estos procesos metabdlicos hacen que las formas circulantes en plasma sean
derivados conjugados y que, a excepcidn de algunas catequinas y ciertas isoflavonas,
rara vez se encuentren flavonoides sin metabolizar en la sangre (Poquet et al., 2009;

Terao et al., 2009; Nakamura et al., 2014).

Existe un conocimiento todavia muy escaso sobre los procesos de distribucion de
los metabolitos de flavonoides, desconociéndose sus tejidos diana y los mecanismos
de accidn a través de los cuales podrian ejercer sus efectos en los mismos. En cualquier
caso, las concentraciones de los metabolitos en plasma y tejidos diana serian muy
bajas, en torno a valores de orden nM o, raramente, UM, siendo mas altas las
concentraciones en los tractos digestivo e intestinal (Rodriguez-Mateos et al., 2014). La
presencia a tan bajas concentraciones hace pensar que estas sustancias podrian estar

implicadas solamente en procesos bioldgicos altamente especificos (Fraga et al., 2011).
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Algunos autores también han apuntado la posibilidad de que determinados
metabolitos fendlicos pudieran unirse a biomembranas y lipoproteinas por la
capacidad para establecer enlaces de H e interacciones hidrofébicas. De este modo, al
acumularse en las interfaces lipido-agua, podrian alcanzar localmente concentraciones
suficientes para ejercer su actividad; por ejemplo, podrian contribuir a proteger las

lipoproteinas de alta densidad de su oxidacién (Laranjinha et al., 1994 y 1995).

Los procesos de conjugacién que sufren los flavonoides pueden producir cambios
significativos en su actividad bioldgica, hecho que no ha sido tenido en cuenta en
muchos estudios in vitro, que en su mayoria han sido realizados con aglicones o con los
compuestos en la forma en que se encuentran en plantas o alimentos. Por ejemplo, las
formas conjugadas de quercetina poseen menor capacidad antioxidante que su
respectivo aglicon (Duefias et al., 2011). Estos supuestos ponen en duda que el efecto
antioxidante directo pueda jugar un papel destacado in vivo (Kroon et al., 2004). Por
otro lado, algunos autores han sefialado la posibilidad de que en determinados tejidos
o situaciones fisiolégicas, como los procesos inflamatorios, pueda tener lugar una
desconjugacion de los metabolitos, liberando nuevamente los aglicones, que podrian
ser, al menos en parte, responsables de los efectos in vivo de los flavonoides. Por lo
tanto, el balance conjugacién-desconjugacién podria controlar la funcién fisioldgica de
los metabolitos de flavonoides (O'Leary et al., 2003; Menéndez et al., 2011; Murota et

al., 2018).

Por ultimo, hay que tener en cuenta que la mayoria de los flavonoides ingeridos
llegan practicamente inalterados al intestino grueso donde interaccionan con la
microflora coldnica, que estda involucrada en la produccion de otros tipos de
metabolitos, que podrian jugar un papel relevante en los efectos asociados al consumo
de estas sustancias. Ademas, los compuestos fendlicos o sus metabolitos podrian
también influir en la composicién de la flora intestinal, ejerciendo efectos de tipo
prebiodtico. De este modo, el conocimiento de las interacciones polifenol-microbiota es
crucial para poder explicar, al menos en parte, los efectos saludables de los mismos
(Duenas et al., 2015; Cueva et al., 2017). Sin embargo, el conocimiento de cémo la
composicidon del microbioma intestinal puede afectar al metabolismo, bioactividad o

absorcién de los fitoquimicos no absorbibles de la comida es aun muy limitado. Estos
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estudios representan un desafio para la investigacion en alimentacién, nutricion y

salud.

¢ Interacciones con la microbiota intestinal

Como se ha sefialado, la mayor parte de los polifenoles consumidos, y entre ellos
los flavonoides, no son absorbidos en el intestino delgado y alcanzan el colon, donde
interactyan con la microbiota de manera reciproca. Por un lado, los polifenoles sufren
un metabolismo complejo por accion de las enzimas microbianas (ademas de las
humanas), que conducen a la produccion de un gran numero de metabolitos y
productos catabdlicos. Por otro, los polifenoles y sus metabolitos pueden influenciar y
modular la composicion de la microbiota. En este sentido, los polifenoles podrian tener
un doble efecto positivo sobre la microbiota, inhibiendo bacterias patégenas y
estimulando bacterias beneficiosas, por lo que algunos autores sugieren que podrian

actuar como un prebidtico metabdlico (Hervert y Goiii, 2011).

El tracto buco-gastrointestinal humano estd compuesto por un amplio espectro
de especies metabdlicamente muy activas, dominado por bacterias anaerobias. La
placa dental contiene alrededor de 10 bacterias/g, y la saliva en torno a 108-10°
bacterias/mL, mientras que en las heces se puede llegar a 10*'-10" bacterias/g. El
ecosistema bacteriano que predomina en la microbiota gastrointestinal humana
pertenece a cuatro divisiones o filos bacterianos: Firmicutes, Bacteroides,
Actinobacteria y Proteobacteria. Dentro del tracto gastrointestinal se encuentran
especies nativas que lo colonizan permanentemente y un numero variable de
microorganismos vivos que transitan temporalmente por el tubo digestivo, estos
ultimos se ingieren continuamente a través de los alimentos, bebidas, etc. (revisado en
Duenas et al., 2015). Estas bacterias de la flora microbiana realizan diferentes
funciones fisiolégicas gracias a una gran variedad de actividades metabdlicas vy

enzimaticas que repercuten en la salud y la nutricion del huésped.

Entre la gran diversidad de actividades enzimaticas se encuentra la capacidad de
hidrolizar glucdsidos, glucurdnidos, sulfatos, amidas, ésteres y lactonas, a través de la
accién de enzimas como a-ramnosidasa, B-glucuronidasa, B-glucosidasa, sulfatasa y

esterasas. Otras reacciones catalizadas por la flora coldnica son la escisién del anillo
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aromatico, reducciones (reductasas, hidrogenasas), descarboxilaciones
(descarboxilasas), desmetilaciones (desmetilasas), isomerizaciones (isomerasas) vy

deshidroxilacidn (deshidroxilasas) (Aura, 2008).

El resultado de la biotransformacion coldnica de polifenoles produce un espectro
muy amplio de productos que pueden reabsorberse; entre ellos se encuentran los
acidos fenilacético, fenilpropidnico, fenilbutirico y valérico, valerolactonas,
floroglucinol, o las dibenzopiranonas urolitina A y urolitina B, asi como productos
derivados de los mismos (Rechner et al., 2004; Hervert y Gofii, 2011.) Es importante
sefialar que existe una gran variabilidad inter-individual en el perfil y/o contenido de
metabolitos fendlicos encontrados en fluidos fisioldgicos (orina, plasma y heces) tras

un consumo controlado de alimentos ricos en polifenoles (Feliciano et al., 2016).

En estudios sobre metabolismo de catequinas de té se observd que las
reacciones catabdlicas provocan la apertura del anillo C produciendo y-valerolactonas,
metabolitos consistentemente identificados en orina humana tras la ingestion de té
verde. Adlercreutzia equolifaciens y Flavonifractor plautii son dos bacterias entéricas
propuestas como responsables de la ruptura del anillo C de catequinas (Murota et al.,
2018). En el metabolismo catabdlico de procianidinas, las bacterias intestinales
producen acido 3,4-dihidroxifenilvalérico, que se puede seguir transformando hacia
otros acidos fendlicos, como acido 3,4-dihidroxifenilpropiénico, acido fenilacético y
acido 3,4-dihidroxibenzoico (protocatéquico) (PCA) (Appeldoorn et al., 2009). Las y-
valerolactonas y los acidos fenilvalérico son metabolitos microbianos exclusivos de
flavan-3-oles. ElI PCA, sin embargo, es uno de los catabolitos mds abundantes
producidos en el intestino grueso, ya que puede provenir del metabolismo de distintos
polifenoles, y ha sido relacionado con diversas actividades bioldgicas beneficiosas
(Williamson y Clifford, 2010; Murota et al., 2018). En la Figura 1.14 se recoge un

esquema de la degradacion de flavan-3-oles.

Los flavonoles también sufren una extensa degradacion por la microbiota
coldnica para dar lugar a metabolitos fendlicos mas simples procedentes de los restos
derivados de los anillos A y B tras la ruptura del anillo C. Los compuestos de esta

familia forman un mayor nimero de metabolitos, ya que la ruptura del anillo C tiene
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lugar en diferentes posiciones. Los principales metabolitos identificados de quercetina
son los acidos 2-(3,4-dihidroxifenil) acético (DOPAC), 2-(3-hidroxifenil) acético (OPAC) y
3,4-dihidroxibenzoico (PCA), procedentes del anillo B, y floroglucinol, acido 3-(3,4-
dihidroxifenil) propidénico y acido 3-(3-hidroxifenil) propidnico, derivados del anillo A
(Selma et al., 2009). Se ha visto que algunas bacterias humanas como Clostridium
perfringens y Bacteroides fragilis presentan capacidad de producir DOPAC a partir de
quercetina (Peng et al., 2014). En ensayos con ratas a las que se habia suplementado la
dieta con quercetina-4’-O-glucésido marcado radiactivamente, Mullen et al. (2008)
encontraron que su conversién en acidos fendlicos era practicamente total en colon y

recto, predominando DOPAC y OPAC y, en menor cantidad, PCA.
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Figura 11.14. Metabolismo microbiano de flavan-3-oles. Adaptado de Duefias et al. (2015).

2.2.4.3 Actividad antioxidante y flavonoides

Los mecanismos a través los cuales los distintos flavonoides ejercen su actividad
bioldgica estan todavia bajo discusidon. Durante muchos afios los efectos beneficiosos

de flavonoides han sido atribuidos a sus propiedades antioxidantes, con numerosos
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estudios que relacionan su estructura quimica con sus propiedades antioxidantes,
incluyendo la captacién de radicales libres y la quelacion de metales con actividad
redox (Rice-Evans et al., 1996; Treml y Smejkal, 2016). Sin embargo, la capacidad
antioxidante obtenida mediante ensayos quimicos no puede extrapolarse al
comportamiento in vivo. De hecho, las evidencias disponibles apuntan a que los
flavonoides, mas que como antioxidantes directos, podrian actuar mediante
mecanismos indirectos, como la regulacion de enzimas antioxidantes y
desintoxicantes, y la modulacidn de rutas de sefializacion redox y de la expresion de
genes (Hollman et al., 2011; Lépez-Alarcén y Denicola, 2013). Por ello, es importante
complementar los ensayos de actividad antioxidante in vitro que utilizan métodos
guimicos con ensayos celulares, modelos animales o estudios en humanos con el fin de
considerar la complejidad existente en sus mecanismos de accién in vivo (Lopez-

Alarcén y Denicola, 2013).

Un antioxidante se define como “cualquier sustancia que retrasa, previene o
elimina dafio oxidativo de una molécula diana” (Halliwell y Gutteridge, 1998). Las
propiedades antioxidantes de flavonoides se han relacionado cldsicamente con su
capacidad reductora y captadora de la mayoria de especies oxidantes, como los
aniones superdxido (0, ) y los radicales hidroxilo (‘OH), peroxilo, alcoxilo y NO°,
gracias a un mecanismo que implica la transferencia (donacién) de un atomo de H
desde el flavonoide al radical, que lo estabiliza. Como consecuencia, se forma un

radical aroxilo o fenoxi derivado de flavonoides que se supone es bastante estable

(Bors et al., 1997).

En general, los polifenoles muestran mayor potencial antioxidante cuando
presentan mayor numero de sustituyentes hidroxilo, aunque la posicién que ocupen
dichos grupos dentro de la molécula también es determinante (Blokhina et al., 2003).
La presencia de agrupamientos galol y catecol (con al menos dos grupos hidroxilo
adyacentes) en el anillo B ha sido propuesta como la caracteristica mds importante en
relacion con una mayor actividad captadora de radicales. De hecho, la eliminacién de
un grupo hidroxilo de un catecol produce una importante disminucién de la capacidad
antioxidante (Shiba et al., 2008). Por el contrario, un grupo hidroxilo adicional en el

anillo B, para formar un resto galol, aumenta la capacidad captadora de radicales
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comparada con el catecol. Sin embargo, la adicidon de otro grupo hidroxilo no produce
un cambio significativo en la capacidad captadora de ROS (Shiba et al., 2008; Wang y
Brumaghim, 2011). Otros criterios estructurales que también aumentan la capacidad
captadora de radicales libres son la presencia de un doble enlace en C2-C3, conjugado
con un sustituyente 4-oxo (C=0 en posicion C4) en el anillo C, ya que facilitan la
deslocalizacién de electrones del anillo B y la estabilizacion del radical fenoxi
intermedio, asi como la presencia adicional de grupos hidroxilos en las posiciones C5 y
C7, aunque éstos deberian ir acompanados por el doble enlace C2-C3 (Wang y

Brumaghim, 2011).

La polimerizacion de flavonoides, como ocurre en los taninos condensados
(proantocianidinas), promueve la captacion de radicales debido a la presencia de un
mayor niumero de grupos hidroxilo. Mientras que la sustitucién de los grupos hidroxilo,
como ocurre en la glicosilacién o metilacién, disminuye generalmente la capacidad
antioxidante en relacién con los flavonoides originales (Heim et al., 2002; Duenas et

al., 2010).

Algunos autores han cuestionado la estabilidad de los radicales aroxilo derivados
de flavonoides y han descrito su conversién en radicales secundarios mas reactivos,
como quinonas y semiquinonas y algunas ROS, que pueden provocar efectos pro-
oxidantes o potencialmente citotoxicos (Halliwell, 2008). Por ejemplo, se ha
demostrado que la quercetina forma un radical o-semiquinona que puede producir o-
quinonas, asi como reaccionar con O, y formar superdxido (Metodiewa et al., 1999).
Sin embargo, como ya se ha mencionado, aunque altos niveles de actividad pro-
oxidante hayan sido relacionados con efectos téxicos, una ligera cantidad de pro-
oxidantes, como podria ser la generada por la oxidacion y metabolismo de los
flavonoides in vivo, podria resultar beneficiosa, ya que conduciria a la estimulacion de
defensas antioxidantes y enzimas metabolizadoras de xenobiéticos, resultando en una

citoproteccion general (Halliwell, 2008; Tang y Halliwell, 2010).

Otro punto a tener en cuenta es la posible interaccidon de los flavonoides con
otros antioxidantes. Por ejemplo, se ha visto que los radicales aroxilo pueden ser

reciclados gracias a la interaccién con antioxidantes como el ascorbato, que a su vez
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seria regenerado por el glutation (Pietta, 2000). También se ha propuesto la
interaccion de flavonoides de la dieta con el a-tocoferol (a-T), un importante
antioxidante liposoluble, que tiene la capacidad de captar especies reactivas formando
los correspondientes radicales tocoferoxilo (a-T°). Los flavonoides producirian la

regeneracion del a-T desde su radical a-T" (Frank et al., 2006).

Otro mecanismo que puede contribuir a la actividad antioxidante de los
flavonoides es su capacidad para actuar como quelantes de metales con actividad
redox, evitando asi las reacciones catalizadas por Fe?t y Cu’ que conducen a la
formacién de ROS y RNS en células (Fernandez et al., 2002). La produccidn de radicales
hidroxilo tiene lugar principalmente por reacciones catalizadas por Fe2+y Cu’, ya que
son los iones metdlicos mas abundantes en sistemas bioldgicos, aunque otros iones
metalicos redox activos como Cr’* o Co?* también pueden catalizar la generacion de
'OH a partir de H,0,. La reaccidén catalizada por Fe®* en presencia de perdéxido de
hidrégeno se conoce como la reaccidon de Fenton (Wang y Brumaghim, 2011). Los
polifenoles presentan valores de pKa entre 6-9, por lo que in vivo, a pH fisioldgico, se
encuentran parcialmente desprotonados. El hierro puede unirse al polifenol a través
de los dos atomos de oxigeno desprotonados de los grupos catecol o galol,
previniendo asi la generacion de ROS (Perron y Brumaghim, 2009). Ademas de los
grupos catecol y galol, algunos flavonoles como quercetina y miricetina también
presentan dos sitios adicionales que pueden unir metales de transicidén: entre el 5-
hidroxil y 4-carbonil (sitio 5-hidroxil-4-ceto) o entre el 3-hidroxil y 4-carbonil (sitio 3-
hidroxil-4-ceto) del anillo C (Figura 11.15) (Mira et al., 2002). En estudios de unién de
metales a rutina y quercetina a pH fisioldgico, se encontrd que la uniéon de metales en
el sitio 3-hidroxil-4-ceto es mas favorable que en el sitio 5-hidroxil-4-ceto, muy
probablemente debido a las diferencias de pK entre ambos grupos hidroxi (Fernandez

et al., 2002; Mira et al., 2002).
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Figura 11.15. Posibles sitios de unidn de metales en la molécula de quercetina Fraga et al.

(2010).

En general, la actividad quelante de los flavonoides ha sido menos estudiada que
su capacidad captadora de radicales libres, sin embargo, es destacable que la actividad
guelante de flavonoides tiene la capacidad de inhibir la formacidon de ROS en lugar de
captar estas especies después de que se hayan formado (Wang y Brumaghim, 2011).
Mira et al. (2002) estudiaron la actividad quelante de diferentes familias de
flavonoides, encontrando que todos los flavonoides estudiados mostraban mayor
capacidad de reduccién de iones de cobre que de iones de hierro y que los polifenoles

con grupos catecol y galol eran los mas efectivos como quelantes de ambos iones.

Otra funcidn importante de los polifenoles es la regulacion de enzimas
relacionadas con los niveles de ROS. Los polifenoles pueden disminuir las
concentraciones celulares de radicales libres mediante la inhibicidn de la expresién o
de la actividad de enzimas generadores de los mismos, como NAD(P)H oxidasa o
xantina oxidasa (XO), o bien aumentando la expresién de enzimas antioxidantes como
superodxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (LU et al.,
2010).

La nicotidamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa es un grupo de
enzimas asociadas a la membrana plasmatica, que transfieren un electrén desde
NADPH citosdlico a una molécula de oxigeno extracelular, produciendo O,". El 0, es
biolégicamente bastante tdxico y esta relacionado con condiciones patolégicas como
la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL). También es usado por el sistema

inmune para neutralizar organismos invasores, por lo tanto, su produccion controlada
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en fagocitos es esencial para la defensa de un organismo (Ll et al., 2010). Castilla et al.
(2008) mostraron que la ingestidn regular de zumo de uvas tintas, como fuente de
polifenoles, en pacientes en hemodidlisis, reducia la actividad de NADPH-oxidasa en
neutrdfilos y las concentraciones plasmaticas de LDL oxidado y de biomarcadores
inflamatorios, considerando estos efectos como protectores del riesgo cardiovascular.
Los flavonoides también son capaces de inhibir la enzima xantina oxidasa (XO) que

produce O,y H,0, (Hanasaki et al., 1994).

Por otro lado, los polifenoles se han relacionado con una mayor actividad y
expresion de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT y GPX, o enzimas destoxificantes
de fase Il (Panchatcharam et al.,, 2006; Gonzalez-Manzano et al., 2012; Shih et al.,
2007). Estas enzimas suponen una importante linea de defensa frente a radicales
libres; por ejemplo, SOD puede convertir dos O, (superdxido) en H,0,y oxigeno. Las
enzimas CAT y GPx también son utilizadas por los organismos para eliminar H,0, antes
de que la reaccidon Fenton pueda formar °OH. Las enzimas de fase Il como, por
ejemplo, NAD(P)H-quinona oxidorreductasa (NQO-1), glutatiéon transferasa y UDP-
glucuronosil transferasa son inducidas por polifenoles a través de la ruta Keap-Nrf2

(Shih et al., 2007).

La interferencia de flavonoides con la actividad de la enzima éxido nitrico sintasa
(NOS) es otro mecanismo potencial para disminuir el dafio oxidativo celular. La NOS es
una enzima oxidorreductasa responsable de la sintesis de 6xido nitrico. Existen
diferentes isoformas conocidas, que pueden tener actividades constitutivas o
inducibles. Por un lado, la NOS endotelial (eNOS) tiene una actividad constitutiva
dependiente de calmodulina en el endotelio de los vasos sanguineos y neuronas
cerebrales, donde sintetiza constitutivamente las pequefias cantidades de NO
necesarias para diversos procesos fisioldgicos, como el manteniemiento de la
dilatacion de los vasos sanguineos. Sin embargo, durante una infeccién, inflamacién y
en carcinogénesis se aumenta la produccién de NO, debido a la sintesis de proteinas
gue activan la NOS inducible (iNOS) en macréfagos, alcanzando concentraciones muy
superiores a las que se dan en condiciones fisioldgicas, lo que puede causar dafios en
el ADN. Se ha visto que epigalocatequina-3-O-galato (EGCG), una de las principales

catequinas del té, disminuye la actividad de la iINOS en macréfagos activados (Lin y Lin,
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1997b). La disminucidn en la actividad de la iNOS asociada al consumo de flavan-3-oles
se atribuye a una reduccién en la expresion de ARNm de iNOS, que podria ocurrir
impidiendo la unién del factor nuclear-kB (NF-kB) al promotor de iNOS, inhibiendo de
este modo la transcripcion del gen que codifica la enzima (Lin y Lin, 1997b). También
se ha encontrado que las valerolactonas, metabolitos derivados de flavanoles
producidos por la flora intestinal, son capaces de inhibir la produccién de NO en
macréfagos estimulados con lipopolisacaridos (LPS) en ratones (Lambert et al., 2005).
La observaciéon de que los polifenoles puedan modular la expresidon de la actividad
enzimatica, ha abierto una nueva linea para explicar los posibles mecanismos de accién

moleculares de los polifenoles.
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2.3 Rutas moleculares y genes implicados en envejecimiento y respuesta a estrés

Los estudios con C. elegans han proporcionado gran cantidad de informacién
sobre los mecanismos que modulan el envejecimiento y la respuesta al estrés. Existen
numerosos trabajos, como los mencionados en el apartado 2.4 (Flavonoides y C.
elegans), donde se estudia la modulacidon de algunas rutas moleculares y genes
relacionados con la respuesta al estrés y longevidad por diferentes flavonoides. Entre
estos mecanismos moleculares se encuentran las rutas de sefalizacion de Ia
insulina/IGF-1, TOR, sir-2.1/SIRT1, linea germinal, skn-1 y genes relacionados con
mitocondria, que controlan procesos bioldgicos fundamentales, entre los que se
incluyen desarrollo, metabolismo, reproduccidon, mantenimiento somatico y resistencia
al estrés. Estas rutas se encuentran conservadas evolutivamente, existiendo estrechas

relaciones entre las mismas.

¢ Ruta de sefializacién por insulina/IGF-1 (11S)

La ruta de sefializacidn por insulina/factor de crecimiento similar a insulina tipo 1
(IGF-1, Insulin-like Growth Factor), conocida abreviadamente como IIS, de sus siglas en
inglés Insulin/IGF-1 Signaling, presenta muchos componentes evolutivamente
conservados que regulan el envejecimiento y el metabolismo en diferentes especies
(Figura 11.16) (Kenyon, 2005; Altintas et al., 2016). En C. elegans, la ruta de la insulina
regula procesos como envejecimiento/longevidad, formacion del estado de resistencia
dauer, metabolismo y resistencia al estrés. De hecho, la ruta de la insulina estd
implicada en la respuesta a diferentes tipos de estrés ambiental, entre los que se
encuentran el estrés térmico, el estrés oxidativo, la hipoxia, estrés osmético, toxicidad
a los metales pesados o escasez de alimento. Para ello, la IIS transmite sefiales de
manera secuencial y bien organizada que dependen de las condiciones ambientales

(Schuster et al., 2010; Murphy y Hu, 2013; Tullet, 2015; Altintas et al., 2016).
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Figura 1.16. Ruta de sefalizacion de la insulina (lIS) en C. elegans. La activacién de IIS
dependiente de una cascada de fosforilacion promueve el secuestro citoplasmadtico de los
factores de transcripcion DAF-16/FOXO, HSF-1 y SKN-1/Nrf. DAF-2, ortélogo del receptor
insulina/IGF-1, y otros componentes de la ruta que promueven |IS estan coloreados en rojo,
mientras que las moléculas que antagonizan a IIS o son antoganizadas por IIS estan en color
verde. Los péptidos similares a la insulina (ILPs) que pueden promover o antagonizar la
actividad de DAF-2 se representan como puntos de color negro. Fuente: wormbook.org.

Dos componentes claves en la ruta de sefalizacion de la insulina son los
gerontogenes daf-2 y age-1, ortélogos del receptor insulina/IGF-1 (InR) y de la quinasa-
3-OH fosfatidilinositol (PI3K), respectivamente. Dos de los descubrimientos pioneros y
mas importantes en genética del envejecimiento en C. elegans fueron el hallazgo de
gue las mutaciones en los genes daf-2 y age-1 duplicaban la vida media de la cepa
silvestre del nematodo (Friedman y Johnson, 1988; Kenyon et al., 1993). Otra
implicacion importante de estos descubrimientos fue conocer que el envejecimiento
puede estar modulado por hormonas peptidicas (Kimura et al., 1997). Caenorhabditis
elegans expresa unos 40 péptidos del tipo a la insulina (ILPs), que pueden ser agonistas
(como INS-7) o antagonistas (como INS-1) de DAF-2 (Lapierre y Hansen, 2012). La
activacion de DAF-2, un receptor tirosina quinasa, se produce gracias a la unién al
receptor a péptidos similares a la insulina. Dicha activacion causa la fosforilacién del

receptor que produce la activaciéon AGE-1, lo que conlleva el aumento en la
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concentracion de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3). Este proceso es antagdnico
al que produce DAF-18/PTEN, que promueve la conversion de PIP3 a fosfatidilinositol
(4,5)-bifosfato (PIP2). Las sefiales proporcionadas por PIP3 activan la cascada de
sefializacion a través de diferentes quinasas, formadas por la proteina quinasa 1
dependiente de 3-fosfoinositol (PDK-1), la proteina quinasa B (AKT-1/-2) y la quinasa 1
inducible de suero y glucocorticoide (SGK-1). El proceso culmina con la fosforilacion vy,
por tanto, la inactivacion del factor de transcripcion DAF-16/FOXO, que queda
secuestrado en el citoplasma (Lin et al., 1997a; Ogg et al., 1997). De esta manera, los

animales presentan un crecimiento y una esperanza de vida normal.

Junto a DAF-16/FOXO, los factores de transcripcion mas importantes en
longevidad regulados por IIS son el factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF-1)
y SKN-1/factor relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2). La fosforilacién de
dichos factores regula la interaccién con otras proteinas que controlan su localizacién
subcelular e impiden su entrada al nucleo. Entre ellas se encuentran las proteinas PAR-
5y FTT-2, homdlogas de la familia de proteinas 14-3-3, que interaccionan con DAF-16
controlando su localizacién citoplasmatica, y las proteinas DDL-2, DDL-1 y HSB-1 que
interaccionarian con HSF-1 inhibiéndolo (Figura 11.16) (Chiang et al., 2012; Altintas et
al., 2016). Por el contrario, la inhibicién de DAF-2, por incremento de la actividad DAF-
18/PTEN, estrés (térmico, oxidativo, inanicion) o una reducida sefial de IIS (Antebi,
2007), produce translocacidén de los factores de transcripciéon desde el citoplasma al
nucleo, lo que da lugar a cambios en la expresién de varios genes. De esta manera la
ruta 1IS actla como un sistema en el cual muchos componentes transducen sefiales
gue modulan el proceso de envejecimiento dependiendo de las condiciones

extracelulares.

Existen, ademas, otros mecanismos que influyen en la actividad de DAF-
16/FOXO; por ejemplo, la actuacién de diferentes quinasas alternativas como la ruta
JNK-1 (homdloga de la ruta quinasa Jun-N-terminal) (Oh et al., 2005), AAK-2 (homdlogo
de la proteina quinasa activada por AMP, AMPK) (Greer et al.,, 2007) o CST-1
(homodlogo de la proteina quinasa Ste20 de mamiferos MST-1) (Lehtinen et al., 2006).
Otras proteinas que también estan implicadas en la regulacién de DAF-16/FOXO son

PRMT-1, unas proteinas de la familia de metiltransferasas de arginina (Takahashi et al.,
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2011), y RLE-1, una enzima E3 ubiquitin ligasa que cataliza la ubiquitinacion de DAF-
16/FOXO. En definitiva, son diversos los factores que modulan la actividad de IIS para
asegurar la respuesta transcripcional adecuada a diferentes sefiales ambientales u

hormonales.

Una vez en el interior nuclear, DAF-16/FOX0, HSF-1 y SKN-1/Nrf2 regulan la
expresion de muchos genes diana, por ejemplo, genes de defensa frente a patégenos
bacterianos (lys-7, spp-1), catalasa (ctl-1), superdxido dismutasa-3 (sod-3),
metalotioneina (mtl-1) o chaperonas moleculares (p.ej., proteina de choque térmico
pequeiia (hsp)-16.2 (hsp-16.2) y glutatién-S-transferasa (gst-4)). Todos ellos son
factores clave que contribuyen a la longevidad, la tolerancia al estrés, la respuesta a
bacterias patégenas y la supresidn del plegamiento incorrecto de proteinas (Hsu et al.,
2003; Murphy et al., 2003; Antebi, 2007; Tullet et al., 2008). El factor de transcripcion
SKN-1/Nrf2, regula la expresion de genes involucrados en resistencia a estrés oxidativo
y desintoxicacidén en respuesta a una reduccién en la sefializacién 11S. SKN-1 también
promueve la homeostasis proteica a través de la regulacion del proteosoma (Kahn et
al., 2008) y produce un aumento de la longevidad, aunque de manera independiente a
DAF-16/FOXO (Tullet el al., 2008 y 2017). Por su parte, el factor de transcripcion HSF-1
guia la actividad de DAF-16/FOXO e induce de forma cooperativa la transcripcién de un
conjunto de genes diana, como las proteinas de choque térmico implicadas en
proteostasis (Hsu et al.,, 2003). HSF-1 se une a regiones especificas del ADN que
contienen elementos de choque térmico (HSEs) (Kay et al., 1986). La union de HSF-1 a
HSEs conduce a la induccidén de genes que codifican chaperonas moleculares, como
HSP-16 o HSP-70, cuya sobreexpresién aumenta la esperanza de vida (Yokoyama et al.,
2002; Walker et al.,, 2003). De esta manera, HSF-1 conduciria a un aumento de la
longevidad gracias a la sobrerregulacién de una red de chaperonas que mejoraria el

plegamiento adecuado de varias proteinas (Hsu et al., 2003).

e Ruta de sefializacion SKN-1/ Nrf2

El factor relacionado con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) pertenece a una
familia de proteinas que poseen un dominio cremallera de leucinas (bZip) en la region

C-terminal (Kensler et al., 2007; Blackwell et al., 2015). Este factor junto con otras
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proteinas Nrf/CNC realizan en mamiferos funciones de proteccidon y mantenimiento. La
funcién mas conocida del factor de transcripcién Nrf2 es regular las defensas
antioxidantes y xenobidticas, aunque también se ha relacionado con otras funciones,
como la proteostasis y la regulacion metabdlica (Kensler et al., 2007; Hayes y Dinkova-
Kostova, 2014; Blackwell et al., 2015). Nrf2 regula la expresidon de genes de enzimas
destoxificantes de fase Il y proteinas antioxidantes, como superdxido dismutasas
(SOD), glutation-S-transferasas (GST), glutatién peroxidasas (GPx), NAD(P)H-quinona
oxidorreductasa (NQO-1) o glutation (Nguyen et al., 2009; Chen et al., 2014). En
condiciones fisioldgicas, Nrf2 permanece unido a la proteina Keapl que lo retiene
constitutivamente en el citoplasma; dicha unién conlleva la degradaciéon permanente
de Nrf2 por el proteosoma. Diversos estimulos oxidativos o electrofilicos, de
naturaleza quimica muy diversa, pueden inducir la disociacion del complejo Nrf2-
Keapl por modificacion de los residuos de cisteina de Keapl. Esto lleva a la
translocacién eventual de Nrf2 al nucleo y, una vez alli, puede dimerizar con otros
factores de transcripcion bZIP, como las proteinas Maf pequefias (MafG, MafK y MafF),
con las Maf grandes (c-Maf) o con otras proteinas bZIP. El heterodimero se une a una
secuencia especifica del ADN, los elementos de respuesta antioxidante (ARE), que se
encuentran en la regidn promotora de genes que codifican enzimas de fase Il y
proteinas antioxidantes (Figura 11.17) (Surh et al., 2008; Nguyen et al., 2009; Hayes y
Dinkova-Kostova, 2014; Koch et al., 2014).

Condiciones de estrés
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Figura I1.17. Esquema de la ruta de sefializacién SKN-1/ Nrf2.

53



Revision bibliogrdfica

En C. elegans, skn-1 codifica una secuencia funcional del ortélogo de proteinas
Nrf/CNC. Aunque SKN-1 ha divergido de las proteinas Nrf/CNC de mamiferos en
aspectos como el modo de unién al ADN, ya que carece del médulo de dimerizacién
bZIP, muestra una conservacion funcional destacable con las proteinas Nrf/CNC de
otras especies y regula muchas de las mismas familias de genes diana (Blackwell et al.,
1994). Al igual que con Nrf2, aunque inicialmente se descubrié que controlaba la
defensa frente al estrés oxidativo, posteriormente se vio que participa en un amplio
rango de procesos de destoxificacion, como inmunidad, proteostasis y metabolismo.
Ademas, actualmente se considera que SKN-1 también funciona manteniendo la
homeostasis de estos procesos (Blackwell et al., 2015). En situaciones de un aumento
de ROS o en presencia de xenobidticos, SKN-1 es activado mediante su translocacién
nuclear, lo que induce la activacidon de genes involucrados en la respuesta frente a
estrés oxidativo (An y Blackwell 2003; Miranda-Vizuete y Veal, 2017). Los mutantes
skn-1 son sensibles al estrés oxidativo y presentan una una vida media mads corta,
mientras que la sobreexpresion de skn-1 (constitutivamente localizado en los nucleos
intestinales) contribuye a aumentar la longevidad y la resistencia al estrés (An y

Blackwell 2003; Tullet et al., 2008; Shen et al., 2018).

e Sefalizacion a través de TOR (Target Of Rapamycin)

La ruta de sefalizacién TOR regula el crecimiento, proliferacién, motilidad vy
supervivencia celular, asi como autofagia, sintesis y transcripcion de proteinas en
respuesta a la disponibilidad de aminoacidos y factores de crecimiento (Wullschleger y
Loewith, 2006; Lapierre y Hansen, 2012; Uno y Nishida, 2016). TOR es un sensor de
nutrientes, diana de rapamicina, que media la respuesta metabdlica en la restriccién
calérica, influyendo en la longevidad. Condiciones deficientes de nutrientes y energia
inhiben la actividad de TOR en C. elegans lo que supone un aumento de la vida media
de manera dependiente de DAF-16/FOXO y de SKN-1/Nrf (Robida-Stubbs et al., 2012).
Ademads, el aumento de la longevidad inducida por la inhibicién de TOR en C. elegans
también estd mediada por el factor de transcripcion PHA-4/FOXA (Sheaffer et al.,
2008). PHA-4 regula la autofagia, un proceso que produce la degradacion lisosdmica a

gran escala y el reciclaje del cargamento citosélico secuestrado por vacuolas. Se ha
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visto que la autofagia tiene un papel importante en la regulacién de la vida media, ya
gue parece que un aumento de la misma protege de la agregacién de proteinas al
conducir a una eliminacién mas eficiente de los agregados de proteinas téxicas, lo que
retrasaria el colapso de la proteostasis observado durante el envejecimiento (Revisado

en Lapierre et al., 2011).

Por ultimo, TOR regula la expresiéon del péptido similiar a la insulina INS-7
(Honjoh et al., 2009), lo que sugiere que TOR, al igual que DAF-2, modula el
envejecimiento a través de efectos sistémicos en hormonas. Recientemente se ha visto
qgue la inhibicion doble de daf-2 y rsks-1 (quinasa ribosomal S6 de C. elegans y
diana/blanco de TOR) aumenta la longevidad en C. elegans de manera sinérgica (Chen
et al., 2013). Este aumento sinérgico de la longevidad requiere la regulacidon de DAF-16
mediante la activaciéon del complejo de proteinas quinasas activada por AMP (AMPK)
(Chen et al., 2013). También se ha visto que la ruta de sefializacion TOR promueve la

longevidad por inhibicién de la ruta IIS en ayuno (Honjoh et al., 2009).

Por lo tanto, aunque son necesarios mas estudios para entender completamente
los mecanismos moleculares de TOR en C. elegans, parece que las rutas de sefializaciéon
[IS y TOR actuan en varios puntos comunes, como los factores de transcripcién (DAF-
16, SKN-1), los genes diana codificantes de lipasas y ins-7, y comparten posibles

mecanismos como la autofagia y el metabolismo lipidico (Lapierre y Hansen, 2012).

e Sirtuinas (ruta de sefializacion SIR-2.1/SIRT1)

Las sirtuinas pertenecen a una familia de proteinas desacetilasas dependientes
de nicotinamida adenina dinucledtido (NAD) y estan relacionadas con la sefializacién
de nutrientes celulares a través de NAD (Shen et al., 2018). Estas proteinas estan
evolutivamente conservadas y se encuentran presentes en muchos organismos, Sir2 en
Saccharomyces cerevisae, SIRT1 en mamiferos y su homélogo SIR-2.1 en C. elegans.
Originariamente fueron caracterizadas como reguladores positivos de longevidad en
levaduras (Kaeberlein et al., 1999), habiéndose demostrado que Sir2 puede mediar la
induccion de la longevidad por restriccion calérica moderada (Lin et al., 2002), aunque
no por restriccidon caldrica severa inducida (Kaeberlein et al., 2004). En C. elegans, la

expresion sir-2.1 es sensible a cambios metabdlicos en el medio celular, incluyendo
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disponibilidad de energia y nutrientes y el estrés celular (Lin y Guarente, 2003). Pese a
algunas controversias surgidas en los primeros estudios sobre sir-2.1 (Tissenbaum y
Guarantee, 2001; Uno y Nishida, 2016), se ha demostrado que la sobreexpresion de
sir-2.1 en C. elegans aumenta la vida media, sugiriendo que es un regulador
conservado del envejecimiento en el organismo. Ademds, esta extensidon de la

longevidad requiere DAF-16/FoxO (Berdichevsky et al., 2006).

¢ Sefalizacion de la linea germinal (mediante hormonas esteroideas)

La linea germinal de C. elegans integra la sefalizacion de nutrientes y
comunicacion con otros tejidos que modulan el envejecimiento. La sefalizacién
procedente de las células madre de la linea germinal en proliferacién actuaria como
regulador negativo de la longevidad mediante la inhibicion de la actividad de DAF-
16/FOX0O y de DAF-12 (receptor nuclear de hormonas) (Hsin y Kenyon, 1999;
Baumeister et al.,, 2006). La eliminacion de la linea germinal produce
aproximadamente un aumento del 60 % en la longevidad y dicho aumento requiere de
DAF-16/FOX0. Sin embargo, los individuos en los que se elimina conjuntamente la
linea germinal y la gédnada somatica muestran una duraciéon normal de la vida media
(Hsin y Kenyon, 1999). Por ello, es posible que existan rutas de sefializaciéon opuestas
producidas desde la linea germinal y la génada somatica. La relacién entre la linea
germinal y la longevidad no es exclusiva de C. elegans, sino que se han descrito efectos
similares tanto en Drosophila como en ratones (Kenyon, 2005). Se ha propuesto que la
proliferaciéon de estas células madres influye en la longevidad afectando bien la
produccién de hormonas esteroideas, que son ligando de DAF-12, o la respuesta a las
mismas (Arantes-Oliveira et al., 2002). De hecho, se ha demostrado que la linea
germinal regula el gen daf-9, ortélogo del citocromo P450, que sintetiza un ligando

esteroide para el receptor DAF-12 (Gerisch y Antebi, 2004).

También se requieren otros factores que influyen en la sefializacion de la ruta de
la insulina/IGF-1 para que los animales que carecen de linea germinal aumenten la
longevidad, como DAF-18/PTEN, el cofactor SMK-1/SMEK-1 y HSF-1, ademas de otros

especificos de la sefializacion de la linea germinal, como el factor de transcripcion de
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elongacion TCER-1/TCERG1 y la proteina KRI-1/KRIT-1 (Revisado en Lapierre y Hansen,
2012).

e Seifializacion por mitocondria

Las mitocondrias son organulos esenciales implicados en metabolismo celular y
apoptosis. Como consecuencia del metabolismo celular, los organismos producen
radicales libres enddgenos, entre los que se encuentran las especies reactivas de
oxigeno (ROS). La mayor produccién de ROS tiene lugar en la cadena de transporte de
electrones de la mitocondria (Van Raamsdonk y Hekimi, 2010), siendo ésta, por tanto,
su mayor fuente. La generacién de ROS puede resultar beneficiosa para las células,
mediante su implicacién en funciones inter- e intracelulares de sefalizacién, vy
perjudicial debido a las modificaciones que producen en biomoléculas celulares
(proteinas, lipidos y ADN), cuya acumulacién ha sido asociada con numerosas

enfermedades (Evans et al., 2004).

Las ROS mitocondriales fueron propuestas como la causa principal del
envejecimiento. Esta hipotesis se conoce como la teoria de radicales libres
mitocondriales del envejecimiento (Harman, 1972). De hecho, estudios no sesgados
con RNAi a gran escala de genes asociados con la extensién de la vida media han
revelado que la mayoria de los genes que promueven la extensién de la longevidad
estdn involucrados en rutas metabdlicas y componentes de la cadena de transporte de

electrones mitocondrial (Lee et al., 2003; Hamilton et al., 2005; Hansen et al., 2005).

Sin embargo, se vio que la disfuncion de SOD-2 (superdxido dismutasa) en C.
elegans, que predice un aumento del dafio oxidativo, producia un aumento de la vida
media (Van Remmen et al., 2003; Van Raamsdonk y Hekimi, 2009). En estudios
realizados por Yang y Hekimi (2010) se encontré que mutantes que presentaban mayor
cantidad del radical anién superéxido mostraban una mayor longevidad. Estos autores
también comprobaron que un tratamiento leve con el pro-oxidante paraquat también
provocaba un aumento de la vida media. También se ha visto que la inhibicién de la
respiracion puede alargar la vida induciendo un aumento moderado de ROS, efecto
gue parece estar mediado por HIF-1 (homdlogo del factor inducible de hipoxia), AAK-2

(homdlogo de AMPK en C. elegans) (Hwang et al., 2014), CEH-23 (codifica una proteina
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nuclear de homeodominio) (Walter et al., 2011), CEP-1 (codifica el ortélogo en
humanos de la proteina supresora de tumores p53) (Baruah et al., 2014), SKN-1 y DAF-
16 (Schmeisser et al., 2013; Uno y Nishida, 2016). Ademads, como las mitocondrias
tienen un papel central en la produccién de energia celular, es probable que tengan
también un papel importante en la regulacién de la longevidad en respuesta a la
restriccion dietética. La restriccidon de glucosa promueve la formacién de ROS, lo cual
podria provocar una respuesta que en ultima instancia condujera a una variedad de
efectos anti-envejecimiento y longevidad. SKN-1 y AAK-2 (de manera dependiente a
DAF-16) median la respuesta tanto de la longevidad inducida por restricciéon caldrica
(Bishop y Guarante, 2007; Greer et al., 2007) como el aumento de longevidad inducido
por un leve incremento de los niveles de ROS (Schmeisser et al., 2013; Hwang et al.,
2014), lo que sugiere que SKN-1 y AAK-2 podrian funcionar como un enlace entre la

restriccion dietética y la funcidn mitocondrial (Uno y Nishida, 2016)

Por otro lado, la activacién de UPR™ (respuesta mitocondrial a proteinas
desplegadas) se ha relacionado con la extensidn de la longevidad en C. elegans y otros
organismos (Durieux et al., 2011; Houtkooper et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014),
aunque la relacidn de este sistema con el envejecimiento es compleja y se encuentra
aun bajo discusion (Bennett et al., 2014). La UPR™ es un mecanismo de respuesta a
estrés especifico de las mitocondrias, que responde a diferentes tipos de
perturbaciones, como el mal plegamiento de proteinas mitocondriales o alteraciones
en complejos multiméricos, como la cadena de transporte de electrones, produciendo
una senal que es transmitida desde la mitocondria al nucleo para aumentar la
expresiéon de proteinas chaperonas como HSP-6 y HSP-60 (Benedetti et al., 2006;
Durieux et al., 2011). HSP-6 pertenece a la familia de chaperonas de choque térmico
HSP-70, y HSP-60 a la familia de chaperonas GroE/HSP60/HSP10, ambas implicadas en
la respuesta mitocondrial a proteinas desplegadas. Estas proteinas son transportadas a
la matriz de la mitocondria para restablecer la homeostasis como respuesta al estrés
(Haynes y Ron, 2010). Los mecanismos de respuesta UPR existen en diferentes
compartimentos de la célula; ademas de en las mitocondrias, se encuentran en
citoplasma vy reticulo endoplasmatico. Todos ellos se encuentran relacionados,

requieren una estrecha comunicacién con el nicleo y tienen por objetivo mantener la
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homeostasis proteica o proteotasis, es decir, el mantenimiento de todas las rutas
implicadas en la produccion, plegamiento y degradacion de las proteinas, lo que
resulta esencial para la funcién y supervivencia celular y del organismo (Jovaisaite et

al., 2014).

Pese a las diferencias observadas en los distintos estudios, todos los autores
parecen coincidir en resaltar la importancia central de esta ruta y en que parece una
via clave para investigaciones futuras en estudios sobre mecanismos de control,
calidad mitocondrial y envejecimiento, ademds de proporcionar oportunidades
terapéuticas para enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas o cancer (Bennett

et al.,, 2014; Jovaisaite et al., 2014).
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2.4 Estudios de flavonoides (flavan-3-oles y flavonoles) en Caenorhabditis elegans

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios con flavonoides o
extractos ricos en los mismos para investigar los efectos y los mecanismos moleculares
a través de los que actuan, usando C. elegans como organismo modelo. Para esta
revision, se han seleccionado los trabajos realizados con las dos familias de flavonoides
que son objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral: flavan-3-oles y flavonoles,
tanto de compuestos puros como de extractos que presenten una fraccidon destacable
de los mismos. Se puede anticipar que muchos de los estudios realizados coinciden en
sefialar que diferentes clases de flavonoides parecen influir en la ruta de la
sefalizacion de la insulina/IGF-1, representada nuevamente en la Figura 11.18 en forma

de esquema simplificado.
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Figura 11.18. Esquema simplificado de la ruta de sefializacién de la insulina indicandose los
objetivos moleculares que, de acuerdo con la bibliografia, podrian estar modulados por
flavonoides.

60



Revision bibliogrdfica

e Estudios con flavan-3-oles puros

Brown et al. (2006) observaron que el tratamiento de C. elegans con
epigalocatequina-3-0-galato (EGCG), catequina mayoritaria en el té, era capaz de
reducir los niveles endégenos de perdxido de hidrégeno de manera dependiente de la
dosis, a partir de 10 uM y hasta una concentraciéon de 100 uM en el medio de cultivo,
cuando el tratamiento se realizaba en individuos hasta el 52 dia de adulto, pero no en
gusanos de mayor edad. También determinaron que EGCG producia una disminucidn
moderada en la pardlisis inducida por el péptido B-amiloide en C. elegans transgénicos,
lo que confirmaba lo observado en estudios in vitro, que mostraban que esta
catequina era capaz de atenuar la toxicidad inducida por el péptido en cultivos de
neuronas del hipocampo. Sin embargo, EGCG no inducia un aumento en la vida media
ni maxima del gusano (Brown et al., 2006). En gusanos tratados con EGCG (0,2 uM, 2,2
MMy 22 uM), Zhang et al. (2009) también encontraron una reduccion en los niveles de
ROS en el 292 dia de adulto, tanto en condiciones normales de cultivo como tras
aplicacion de estrés oxidativo por tratamiento con juglona (300 uM). En este caso, se
producia un aumento en la vida media en los individuos sometidos a estrés, pero no
bajo condiciones normales de crecimiento. Estos resultados fueron justificados por la
sobrerregulacion de proteinas relacionadas con resistencia al estrés, incluyendo
superéxido dismutasa 3 (SOD-3) y proteina de shock térmico (HSP-16,2), y con la
sobrerregulacion significativa (sod-3 y skn-1) y no significativa (daf-16) de genes
relacionados con envejecimiento (Zhang et al., 2009). Abbas y Wink (2009) observaron
qgue el tratamiento con EGCG (220 puM) aumentaba la resistencia al estrés y la vida
media en la cepa silvestre N2 de C. elegans y en las cepas mutantes mev-1(knl) y fem-
1(hc17), y también que reducia los niveles intracelulares de H,0, y la expresidén de
Phsp-16.2::gfp inducida por juglona. En estudios posteriores, estos mismos autores
encontraron que la expresion de hsp-16.1 y hsp-16.2, cuantificada mediante RT-qPCR,
era significativamente menor bajo condiciones de estrés oxidativo inducido por
juglona (20 uM) en gusanos cultivados en presencia de EGCG (220 uM) que en
controles sin EGCG (Abbas y Wink, 2010). Ademas, vieron que el tratamiento con EGCG
inducia la translocacién de DAF-16 desde el citoplasma al nucleo, sugiriendo la

implicacion de la ruta de la insulina/IGF-1, asi como que disminuia los depdsitos de B-
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amiloide y la acumulacién de lipofuscina, un pigmento relacionado con el
envejecimiento. De modo similar, Bartholome et al. (2010) encontraron un aumento
en la vida media en C. elegans tratado con EGCG (100 uM) y EC (100 uM) y observaron
que la exposicion del gusano a EGCG suponia una translocacién de DAF-16 al nucleo y

una mayor expresién de sod-3.

En un estudio reciente, Xiong et al. (2018) investigaron los efectos de diferentes
concentraciones de EGCG en C. elegans, encontrando que producia un aumento de la
vida media con una relacion dosis-respuesta en forma de U invertida cuando se
administraba EGCG a lo largo de toda la vida del gusano o desde principios a mediados
de la edad adulta. La respuesta a EGCG disminuia con el envejecimiento, el cual
neutralizaba sus efectos beneficiosos. El aumento en la longevidad fue asociado a un
incremento transitorio de las ROS, que producia una activacion de la respuesta
antioxidante, y a la modulacion de la sefializacion AAK-2/AMPK, SIR-2.1/SIRT1 y DAF-
16/FOXO (Xiong et al., 2018).

De manera general, pese a los distintos resultados en cuanto a la influencia sobre
la longevidad, todos los estudios coinciden en sefalar que EGCG mejora la resistencia

al estrés oxidativo o térmico del gusano.

Saul et al. (2009, 2011) realizaron ensayos con diferentes concentraciones de
catequina (C) en distintas cepas de C. elegans, encontrando una mejora en la
resistencia al estrés oxidativo y la termotolerancia y un aumento en la vida media en la
cepa silvestre N2, observando el mayor efecto a concentraciones de 200 uM en el
medio de cultivo. Igualmente, diversas cepas mutantes (age-1, daf-16, jnk-1, osr-1, sek-
1, sir-2.1, skn-1 y unc-43) experimentaban un aumento de la vida media en presencia
de catequina, aunque no otras (mev-1, akt-2, nhr-8 y daf-2). En este caso, los autores
no encontraban que las cascadas de sefializacién de insulina/IGF-1 y la calmodulina
quinasa Il jugaran un papel mecanistico relevante, y explicaban la extension de vida del
gusano por la teoria del soma disponible, es decir, que la energia requerida para el
aumento de la vida del gusano era sustraida de otros procesos como reproduccién y
crecimiento. Asi, los gusanos tratados con catequina presentaban una reduccién en la

longitud del cuerpo, que era interpretada como consecuencia de la influencia del
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flavonoide en la modulacién de la energia en respuesta al estrés y a la activacion de los
sistemas de reparacion que conducen en ultima instancia al aumento de la vida media
del gusano. Saul et al. (2011), ademas de catequina, estudiaron otros polifenoles
(acido tanico, acido galico y acido eldgico), encontrando que todos ellos producian un
aumento en la vida media, aunque solo catequina y acido tanico mejoraban la
resistencia al estrés térmico y oxidativo. El aumento de la longevidad era explicado por
efectos de la restriccidon caldrica y mecanismos horméticos, en el caso de los acidos
tdnico y eldgico, y por la existencia de propiedades antimicrobianas, para galico y
eldgico. Como conclusién del estudio, los autores destacan la diversidad de
mecanismos de accion que pueden intervenir en los efectos de los diferentes

polifenoles.

En nuestro departamento se ha investigado el efecto de catequina, epicatequina
(EC), 3’-O-metilepicatequina y 4’-O-metilepicatequina en la resistencia al estrés y la
duracion de vida de C. elegans (Surco-Laos et al., 2012). Se encontrd un aumento en la
vida media de la cepa silvestre del gusano entre un 6-12 % cuando era tratada con los
derivados metilados de epicatequina, mientras que este efecto no se observaba en
gusanos tratados con EC o C. Al comparar la duracién maxima de vida, determinada
como la del 10 % de la poblaciéon mas longeva, si se veia, sin embargo, un aumento en
los individuos tratados tanto con EC como con sus derivados metilados, mientras que
la catequina seguia sin mostrar efecto. Por otra parte, todos los compuestos producian
una mejora de la resistencia a estrés térmico y estrés oxidativo inducido con juglona,
con un aumento en la supervivencia de entre un 28 % y un 44 %, siendo EC el
compuesto mas eficaz en este sentido. Sunagawa et al. (2011) tampoco encontraron

un aumento de la vida media en gusanos tratados con EC.

En un estudio posterior (Gonzalez-Manzano et al.,, 2012), se evalud el efecto
antioxidante en gusanos tratados con EC y sometidos a estrés térmico el dia 62 de
adulto. Para ello se analizaron diferentes biomarcadores: ROS, niveles intracelulares de
glutatién, y actividades catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y superéxido
dismutasa (SOD). Tras ser expuestos a estrés térmico, los gusanos que habian sido
cultivados en presencia de EC (200 uM), comparados con los no tratados con el

flavonoide, presentaban un aumento en los niveles de glutatién reducido (GSH) y una
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reduccion en los niveles de ROS hasta valores considerados fisioldgicos. Sin embargo,
no habia cambios significativos en la actividad de GPx, CAT y SOD, lo que parecia
sugerir que la elevacién en los niveles de GSH inducida por EC era suficiente para
disminuir los niveles de ROS y aumentar la supervivencia del gusano en condiciones de

estrés.

e Estudios con flavonoles puros

Existen muchos estudios con el flavonol quercetina (Q), probablemente el
flavonoide mds estudiado en C. elegans. Practicamente en todos los trabajos recogidos
en la bibliografia se observa un aumento en la vida media de la cepa silvestre N2 del
gusano cuando es tratado con concentraciones de quercetina entre 70 y 200 uM
(Kampkotter et al., 2008; Saul et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Surco-Laos et al., 2011;
Xue et al., 2011; Griinz et al., 2012; Duefas et al., 2013). Sin embargo, Pietsch et al.
(2011) encontraron que concentraciones inferiores (50 uM) y superiores (250 uM) de
este flavonol no modificaban la extension de la vida. Asimismo, quercetina produce
una mejora en la resistencia a estrés térmico y oxidativo (inducido por juglona o
paraquat) y una reduccién en los niveles intracelulares de ROS, tanto en condiciones
normales como de estrés térmico (Kampkotter et al., 2007b; Pietsch et al., 2009 y
2011; Surco-Laos et al., 2011; Griinz et al., 2012), asi como una reduccion en los niveles

de proteinas carboniladas (Surco-Laos et al., 2011; Griinz et al., 2012).

En estudios con cepas mutantes, Pietsch et al. (2009) concluyeron que los genes
daf-2 (receptor de la ruta de sefializacién de la insulina/IGF-I), age-1 (ortdlogo de la
subunidad catalitica p110 fosfoinositol-3-quinasa (PI3K), con un papel central en la
ruta de la insulina), unc-43 (proteina quinasa Il dependiente de calmodulina/Ca2+
(CaMKIl)) y sek-1 (ortélogo de MAP2K, que forma parte de la ruta MAP quinasa) eran
necesarios para la extension de la longevidad y el aumento de la resistencia a estrés
térmico proporcionada por quercetina (200 uM). Sin embargo, la quercetina seguia
aumentando la longevidad en los mutantes daf-16, nhr-8 y skn-1 (los cuales
promueven la expresién de enzimas antioxidantes), daf-12 (receptor de hormonas
esteroideas) y jnk-1 (regulador postranscripcional de DAF-16), indicando que el

aumento en la longevidad inducido por dicho flavonoide era probablemente
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independiente de esos genes. De la misma manera, ni la restriccion calérica ni las
sirtuinas (sir-2.1) eran necesarias para aumentar la longevidad mediante el
tratamiento con quercetina (Pietsch et al., 2009). En el mismo estudio, estos autores
también encontraron que la quercetina (200 uM) podia prolongar la vida media de los
mutantes mev-1, los cuales presentan altos niveles de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Por el contrario, Griinz et al. (2012) no observaron aumento de la longevidad en
esos mutantes al ser suplementados con Q (100 uM), ademas vieron que los niveles de
ROS disminuian de la misma manera en mutantes daf-16 que en la cepa silvestre N2,
por lo que el descenso de ROS observado en el tratamiento con quercetina no

dependia de daf-16.

La influencia de DAF-16 en los efectos de quercetina ha sido objeto de
controversia. Distintos autores encontraron que la misma era capaz de producir una
translocacion de DAF-16 del citosol al nucleo (Kampkotter et al., 2007b y 2008; Griinz
et al., 2012). Kampkotter et al. (2007b y 2008) sugirieron que esta translocacién era la
responsable en la mejora de la longevidad y la resistencia a estrés térmico producida
por quercetina. Sin embargo, son varios los autores que han observado que este
flavonol sigue provocando un aumento de la longevidad y resistencia a estrés térmico
en mutantes daf-16 (Saul et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Griinz et al., 2012), por lo
gue concluyen que la produccidn de esos efectos es independiente de DAF-16. Aunque
estd bien descrito que DAF-16 es un componente principal de las rutas de longevidad
(Gems y McElwee, 2005), algunos autores también han apuntado que la translocacién
de DAF-16 al ndcleo no garantiza una vida mas larga (Lin et al.,, 2001; Wolff et al.,
2006). De acuerdo con Saul et al. (2008), la translocacion de DAF-16 al nucleo en
respuesta a quercetina seria un efecto circunstancial mas que una prueba de un

mecanismo de longevidad subyacente.

Resultados diferentes fueron también obtenidos por Kampkotter et al. (2008) y
Grinz et al. (2012) al estudiar la expresion de sod-3, diana de DAF-16, usando una cepa
reportera que expresa GFP bajo el control del promotor de sod-3. Griinz et al. (2012)
observaron un aumento en sod-3 tras tratamiento con quercetina (100 uM, 48 h,
empleando al menos 10 gusanos por tratamiento), mientras que Kampkotter et al.

(2008) encontraban una reduccién de la expresién de sod-3 (100 uM de quercetina, 72
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h de incubacion n = 170). Estos Ultimos autores también observaron una disminucién
en la expresidn de gst-4 tras someter los gusanos tratados con quercetina (100 uM, 48
h de incubacién) a estrés oxidativo inducido con juglona (20 uM, 24 h, n = 25-37

gusanos por grupo de tratamiento).

No solo la concentracidn, sino también la glicosilacidn y el patrén de metilacion
muestran gran influencia en los efectos de quercetina sobre la duracién de vida en C.
elegans. Asi, el tratamiento con isoramnetina (3’-O-metilquercetina) conducia a una
mayor duracion en la vida media y mdxima de la cepa silvestre del gusano que la
exposicién a las mismas dosis (200 uM) de tamarixetina (4’-O-metilquercetina) o
quercetina aglicon (Surco-Laos et al., 2011). Por su parte, el tratamiento con
guercetina-3-0-glucésido aumentaba la vida de C. elegans a bajas concentraciones (10-
25 uM), mientras que la exposicién a dosis mayores (50-200 uM), a las que el aglicén
prolongaba la vida, producia una reduccién dosis-dependiente en la duracién de vida,
sugiriendo una respuesta hormética (Duefias et al.,, 2013). Este distinto
comportamiento podia explicarse por diferencias en la biodisponibilidad del
compuesto, siendo el glucésido captado de manera mas eficiente por C. elegans que el
aglicén, para posteriormente desglicosilarse en el organismo del gusano que, de este
modo, acumularia mayores cantidades de quercetina, que seria el compuesto
realmente activo. Esta circunstancia se confirmd en ensayos realizados con cepas
mutantes de C. elegans carentes de actividad B-glucosidasa, en las cuales se anulaban
los efectos producidos por quercetina-3-O-glucdsido (Dueiias et al., 2013). Estos
resultados sugerian que la desglicosilacién es un paso clave en los efectos de los
flavonoles y que el aglicén seria el principal responsable de la actividad bioldgica in
vivo, como también se habia concluido en estudios con células y tejidos aislados y en

modelos animales (Pérez-Vizcaino et al., 2012).

El tipo de resto azucarado también parece ser importante en los efectos
producidos por los flavonoles. Por ejemplo, homo-disacaridos, como quercetina-3-0O-
diramnésido (100 y 200 uM; Ahn et al., 2014) o quercetina 3-O-B-D-glucopirandsido-
(4->1)-B-D-glucopiranésido (66 uM; Xue et al., 2011) producian un aumento de la
longevidad en C. elegans que no se observaba en el caso de hetero-disacaridos como

guercetina-3-0O-ramno-glucdsido (rutina, 66 uM; Xue et al., 2011). En el caso de
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guercetina 3-0O-diglucdsido, Xue et al. (2011) encontraron que el tratamiento no influia
en la expresion de daf-16, age-1 y sir-2.1, pero si producia un aumento significativo en
la expresion de daf-2, old-1 (receptor de proteina tirosina quinasa), osr-1 (resistencia a
estrés osmatico-1) y sek-1 (MAP2K), mucho mas acentuado en el caso de old-1, que

juega un papel importante en resistencia a estrés y longevidad.

Otros flavonoles han sido también objeto de estudio en C. elegans. El
tratamiento con kaempferol (100 uM) producia en la cepa silvestre un ligero aumento
de la longevidad (Griinz et al., 2012), asi como un aumento de la supervivencia y una
reduccion de los niveles intracelulares de ROS bajo condiciones de estrés térmico
(Kampkotter et al., 2007a). Como posibles mecanismos de accién se propusieron la
activacion en la expresion de sod-3 (Griinz et al.,, 2012) y la induccion de la
translocacion de DAF-16 al nucleo (Kampkotter et al., 2007a), aunque mediante el uso
del mutante daf-16, Griinz et al. (2012) demostraron que esta Ultima era
independiente del aumento en la longevidad y de la reduccidn de los niveles de ROS.
Cai et al. (2011) comprobaron que el tratamiento de C. elegans con una concentracion
45 uM de icariina (derivado 8-prenil de kaempferol 3,7-O-diglucésido) producia un
aumento en la longevidad que, sin embargo, no se observaba con concentraciones 15
o 75 uM. El efecto estaba influido por el patrén de glicosilacion, ya que eliminacion del
azucar, ya fuera en las dos posiciones 3 y 7 (icaritina) o solo en la 3 (icariside 1), anulaba
la extensidén de la vida media, mientras que el derivado desglicosilado en posicién 7
(icariside 1) la aumentaba a una concentracion 20 uM, pero no a 10 y 40 uM. La
extensidon de la vida media inducida por icariside Il era dependiente de la ruta de la
insulina (lIS), concretamente de daf-16, daf-2 y hsf-1. Asimismo, este compuesto
producia un aumento en la expresién de ARNm de sod-3 y hsp-12.3, genes diana de
DAF-16, que podia estar relacionado con el aumento también observado en la

resistencia al estrés térmico y oxidativo (Cai et al., 2011).

Gusanos tratados con el flavonol miricetina (100 uM) presentaban un aumento
en la vida media y un descenso en los niveles intracelulares de ROS respecto a gusanos
cultivados en ausencia de dicho flavonol, existiendo una mayor translocacién de DAF-
16 del citoplasma al nucleo en los gusanos tratados (Griinz et al., 2012; Blichter et al.,

2013). En el estudio realizado por Griinz et al. (2012), la extensién de la longevidad era
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observada tanto en la cepa silvestre N2 como en mutantes mev-1 y daf-16, mientras
que Blichter et al. (2013) no la encontraban en mutantes daf-16. Estos ultimos autores
también sefialan que la miricetina no produce una mejora en la resistencia a estrés
térmico ni la translocacion de SKN-1 al nucleo. Biichter et al. (2015) también
estudiaron el efecto en C. elegans de distintos derivados metilados de miricetina
(laricitrina, siringetina y miricetina trimetiléter; 100 uM), observando, al igual que para
el aglicdn, un aumento en la longevidad y una disminucion en los niveles intracelulares
de ROS. Sin embargo, a diferencia de miricetina, los metilados producian una mejora
en la resistencia frente al estrés térmico, asi como una translocaciéon de DAF-16 del
citoplasma al nucleo mucho mds acusada. Los efectos sobre longevidad y resistencia a
estrés térmico eran abolidos o menores cuando se estudiaba el efecto de los derivados

metilados en la cepa mutante daf-16 (Bichter et al., 2015).

Por ultimo, Kampkotter et al. (2007a) estudiaron los efectos del flavonol fisetina
(100 pM), comprobando que aumentaba la vida media y reducia la acumulacién
intracelular de ROS asociada a estrés térmico, y que también causaba la translocacién

de DAF-16 del citosol al nucleo.

e Estudios con extractos ricos en flavonoides

Ademads de estudios con flavonoides puros, se han realizado ensayos para
evaluar los efectos en C. elegans de extractos naturales que presentan diferentes tipos
de flavonoides. Por ejemplo, se ha visto que algunos extractos ricos en catequinas y
proantocianidinas, como los obtenidos de ardndanos, uvas, manzanas, cacao o raices
de Cassia abbreviata, producian un aumento de la resistencia del nematodo frente a
estrés oxidativo, un alargamiento de la vida media y/o una modulacidén de los niveles
de ROS (Wilson et al., 2006; Martorell et al., 2011; Sunagawa et al., 2011; Jara-Palacios
et al.,, 2013; Sobeh et al.,, 2018). Se han descrito diferentes mecanismos de accién
segun el tipo de extracto. Asi, por ejemplo, en los estudios con extractos de cacao (4
mg/mL) enriquecido en flavonoides (12 % de polifenoles totales, donde se incluyen
catequina, epicatequina y procianidinas) se apuntaba a que los efectos observados
eran dependientes del factor de transcripcion DAF-16, lo que implicaba un papel

fundamental de la ruta de la insulina, y de sirtuinas, concretamente de SIR-2.1, una
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proteina histona deacetilasa NAD*-dependiente que se ha visto que juega un papel
importante en el estado metabdlico y la extensién de la vida media (Martorell et al.,
2011). Sunagawa et al. (2011) también observaron que los efectos antienvejecimiento
en C. elegans producidos por extractos de procianidinas (65 pg/mL) obtenidos de
manzanas eran dependientes de sir-2.1. Abbas y Wink (2014) relacionaron las
catequinas presentes en extractos de té (EC, C, ECG, GC, EGC y EGCG) con una
reduccion en los niveles de expresion de hsp-16.2 en gusanos pretratados con una
cantidad subletal de juglona. En gusanos pretratados con una cantidad subletal de
juglona, Sobeh et al. (2018) asociaron el tratamiento con un extracto de la raiz de
Cassia abbreviata (100 y 200 ug/mL) rico en proantocianidinas con una reduccion de
los niveles de hsp-16.2 y con la activacion de la ruta de la insulina mediante la
translocacion nuclear de DAF-16 del citoplasma al nucleo. En el caso de extractos de
arandanos, se vio que el aumento de la longevidad implicaba la ruta CaMKIl, que
media la resistencia a estrés osmatico, y en concreto a las proteinas OSR-1, UNC-43 y
SEK-1, pero no otras rutas que suelen afectar a estrés y longevidad como sirtuinas o los

factores de transcripcion DAF-16 y SKN-1 (Wilson et al., 2006).

Por otro lado, también se han evaluado en C. elegans extractos que presentan
una fraccion destacable de flavonoles, como son los extractos de Ginkgo biloba EGb
761, de orujo de semillas de té, de plantas como Baccharis trimera o de hojas de
arboles como Chamaecyparis obtusa y Alpinia zerumbet (Strayer et al., 2003;
Kampkotter et al., 2007c; Upadhyay et al., 2013; Cheng et al., 2014; Wei et al., 2014).
Todos los extractos ensayados producian un aumento en la vida media del gusano,
mejora de la resistencia a estrés oxidativo y/o un descenso de los niveles intracelulares
de ROS. En el caso de algunos extractos, como los de orujo de semillas de té y de hojas
de Chamaecyparis obtusa, era destacable que el incremento en la longevidad se
producia a muy baja concentracion (1-2 mg/L) de extracto (Cheng et al., 2014; Wei et
al., 2014). Respecto al mecanismo de accién, Upadhyay et al. (2013) atribuyd el
aumento de longevidad a una sobrerregulacién de proteinas de resistencia a estrés,
SOD-3 y HSP-16.2. Por su parte, los efectos observados en el tratamiento de C. elegans
con Ginkgo biloba se han relacionado con un descenso en la transcripcién de los genes

de catalasa y en la expresion de gst-4, tanto en condiciones normales como de estrés

69



Revision bibliogrdfica

oxidativo. Ademas, el extracto reducia la expresiéon de Phsp-16.2::gfp inducida por
juglona y por estrés térmico, lo que se interpretaba como capacidad del extracto para
reducir los niveles intracelulares de H,0, (Strayer et al., 2003; Kampkotter et al.,
2007c). En estudios con extractos de Baccharis trimera (carqueja), Paiva et al. (2015)
concluian que la mejora en la resistencia a estrés era independiente de las rutas de
sefializacion relacionadas con estrés (p38, JNK y ERK) y de los factores de transcripcion
SKN-1 y DAF-16. También estudiaron genes de enzimas antioxidantes (sod-3, gcs-1 (y -
glutamilcisteina sintetasa) y gst-4, observando una menor expresién de sod-3 en
condiciones normales y de gcs-1 en condiciones de estrés y un aumento de la
expresion de gst-4 en condiciones normales. Ademas, encontraron que este extracto
producia una mayor actividad del proteosoma y de la expresidon de proteinas de

choque térmico (Paiva et al., 2015).

La mayoria de estudios en C. elegans muestran efectos positivos en longevidad
cuando se emplean concentraciones de orden uM, mientras que dosis mas elevadas
pueden acortar la vida media del gusano. Sin embargo, parece que no todos los
flavonoides actian a través de los mismos mecanismos de accién, sino que éstos

afectan a diferentes dianas moleculares.
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Materiales y métodos

3.1 Materiales y equipos

3.1.1 Equipos

ABI Prism 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems).
Agitador magnético SBS.

Agitador Vortex IKA Genius 3.

Autoclave Selecta modelo Presoclave II.

Balanza analitica Mettler Toledo AG245.

Bafio de agua termostatico P-selecta.

Bafio de ultrasonidos Branson modelo 5510.

Campana de flujo laminar Telstar modelo AV-30/70.

Centrifuga para tubos eppendorf (Thermo Scientific heraeur Fresco 17).
Concentrador rotatorio Genevac modelo Mivac.

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Agilent Technologies

serie 1200.

Espectrofotdometro UV-Vis Agilent 8453 acoplado a un ordenador HP LE 2001

con programa de procesamiento de datos Agilent ChemStation.

Espectrometro de masas Applied Biosystems modelo APl 3200 Qtrap, equipado
con fuente de ionizacidn por electrospray y analizador de masas triple

cuadrupolo/trampa de iones lineal controlado por el software Analyst 5.1.
Homogeneizador Fastprep THERMO SAVANT FP120.

Incubadora de agitacién VWR.

Incubadoras refrigeradoras Velp modelo FTC 901y IPP SS Memert.

Lector de placas FLUOstar Omega Ser.415-1562 BGM LABTECH.

Lupa Leica M250 FA con cdmara Leica DFC420C.

Microcentrifuga, MiniStar silverline de VWR.
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e Microscopio de fluorescencia Olympus BX61 con camara digital DP72.
e pHmetro Crisol Basic 20.

e Placa térmica para tubos eppendorf (P Selecta).

e Sistema de producciéon de agua ultra pura Direct-QTM 3 (Millipore).

e Sonicador Microson™ XL2000 100.

e Termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems, Fisher Scientific).

e Ultracentrifuga refrigerada Sorvall RC-5B (Du Pont Instruments).

e Espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher).

e Rotavapores Blichi R-124, con bafio de agua termostatizable B-480 y bombas

de vacio B-270.

3.1.2 Materiales, reactivos y disolventes

Applied Biosystems (Carlsbad, USA): SYBR®SelectMaster Mix y kit de

retrotranscripcion High Capacity cDNA.

Brand GMBH (Wertheim, Germany): placas microtiter Brand 96 pocillos pureGrade y
placas Petri de 35y 60 mm.

Carbosynth (Berkshire. UK): fluoresceina tiosemicarbazida.

Carlo Erba (Rodano, Italia): acetonitrilo.

Fluka Analytical (Madrid, Espafia): medio triptona, acido tricloroacético.
Francisco Soria Melguizo, Valdemoro (Madrid): Placas de 90 mm.

G.E. Healthcare (Buckinghamshare, U.K): kit para el aislamiento de ARN total Illustra
RNAspin mini RNA Isolation Kit.

Merck (Darmstadt, Alemania): dihidrégeno fosfato de potasio, monohidrégeno fosfato
de potasio, monohidrégeno fosfato de sodio, Tween 20, acido acético, sulfato de

magnesio, metanol, acetonitrilo.
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Panreac (Barcelona, Espafia): cloruro de sodio, cloruro de calcio, solucién de
hipoclorito de sodio 10 % w/v, metanol, cloruro de hidrégeno, hidréxido de sodio y

dimetil sulféxido (DMSO).

Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia): (-)-epicatequina, quercetina, ampicilina (sal sédica),
nistatina, agar, extracto de levadura, colesterol, 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina
diacetato (DCFH-DA), perdxido de hidrégeno 30 %, tampdn fosfato salino (PBS), 5-
fluoro-2‘-desoxiuridina (FUdR), reactivo Bradford, seroalbimina bovina, clorhidrato de
guanidina, triptona, 2,4-dinitrofenilhidrazina y patrones de malondialdehido (MDA), 4-

hidroxinonenal (HNE) y hexenal.

VWR (Fontenay-sous-bois, Francia): etanol, acido férmico.

3.1.3 Material biolégico

La cepa silvestre N2 de C. elegans y las cepas mutantes CB1270, daf-2(e1370) lll;
TJ1052, age-1(hx546) II; CF1038, daf-16(mu86) |; CB1375, daf-18(e1375) IV; BQ1, akt-
1(mg306) V; KQ1323, akt-2(tm812) sgk-1(ft15) X; PS3551, hsf-1(sy441) |; EU1, skn-
1(zu67) \V/nT1[unc-?(n754)let-?] (IV;V); VC475, hsp-16.2(gk249) V; CF1553, muls84
[ (Psod-3::gfp)]; TJ356, zIs356 [Pdaf-16::daf-16::gfp; rol-6 (su1006)] IV; CL2166, dvis19
[ (Pgst-4::gfp::NLS;  rol-6  (sul006)]Ill; AMA446,rmiIs223  [Phsp70::gfp;,  rol-
6(sul006)]; CL2070, dvis70 [Phsp-16.2::gfp]; rol-6 (sul1006)] y E. coli OP50 resistente a
ampicilina fueron obtenidas del Caenorhabditis Genetic Center (CGC) de la Universidad

de Minnesota (Minneapolis, EEUU).

3.1.4 Extractos de orujo de uva

Las muestras secas de extractos de orujo de uva L1, L2, L3 y L4 se produjeron
industrialmente por el Grupo Matarromera (Valbuena de Duero, Valladolid, Spain) y
fueron preparadas segun la metodologia explicada en la Patente ES2319032A1 (Moro-
Gonzélez, 2009), para elaboracién del producto comercial denominado Eminol®, con
variaciones en el proceso de obtencion en cada caso (Figura Ill.1) Las muestras se
obtuvieron de orujos de uva utilizados en procesos de vinificacidon en tinto o en rosado.
Todas las uvas empleadas fueron de la variedad Tempranillo de Vitis vinifera de

vifiedos ubicados en la Denominacion de Origen Ribera de Duero.
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Figura lll.1. Diagrama de flujo para la obtencién de extractos de orujo de uva (L1, L2, L3 y L4).
Esquema adaptado de Gil-Sdnchez et al. (2017)

Para las muestras L1 y L2 se realizd un proceso de destilacién a la materia prima
(orujo de uva fresco para L1 y orujo de uva fermentado para L2) para eliminar los
compuestos aromaticos y el alcohol. El residuo se sometié a extraccion sélido-liquido,
mediante la técnica de difusidon, usando como disolvente una soluciéon hidroalcohdlica
(agua-etanol). Una vez obtenido el extracto liquido, el producto resultante se
centrifugd para eliminar posibles residuos sélidos. La solucidn rica en polifenoles se
concentré y finalmente secd mediante un proceso de secado por pulverizacion,

empleando maltodextrina y diéxido de silicio como agentes de encapsulacion.
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En el caso de L3, orujo de uva fresco se sometia directamente a un proceso de
extraccion, mediante la técnica de difusion, utilizando una solucion hidroalcohdlica
como disolvente. El extracto liquido obtenido se centrifugd, se concentrd y se secé por
pulverizacion. Para el proceso de secado se usé maltodextrina como Unico agente de
encapsulacion. La obtencidn del extracto de L4 se realizd de manera similar a L3, pero

utilizando agua como disolvente.

En todos los extractos el contenido de humedad era de un 4,6 %. También se
determinaron en los extractos los contenidos de proteinas (8,7 %), grasas (0,8 %) y

cenizas (20,7 %).
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3.2 Métodos

3.2.1 Determinacion de polifenoles totales

La evaluacion del contenido de compuestos fendlicos totales presentes en las
muestras se realiz6 mediante el método Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Los
compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-Ciocalteu, a pH basico, dando
lugar a una coloracion azul susceptible de ser determinada espectrofotométricamente
a 760 nm. Este método proporciona una idea global del contenido fendlico y de la
capacidad antioxidante total, pero no es especifico de fenoles puesto que evalla la
capacidad de reduccidon de todas las sustancias presentes en la muestra. De este
modo, puede haber interferencias con otros constituyentes reductores, organicos o
inorgdnicos, presentes en el extracto, como azucares, algunos aminoacidos, acido

ascorbico o determinados metales (Prior et al., 2005).

Los polifenoles totales se determinaron en los extractos fendlicos de uva. Se
preparaban soluciones acuosas de cada extracto de 25 mg/mL, que se matenian
durante 30 min en bafio de ultrasonidos y se centrifugaban a 2260 g durante 5 min.
Posteriormente en un matraz aforado de 100 mL se afiadia 1 mL de la muestra, 5mL
del reactivo de Folin-Ciocalteau, 20 mL de Na,CO;3 al 20 % (p/v) y agua destilada hasta
el enrase, transcurridos 30 min la absorbancia se media a 760 nm. Los resultados se
obtuvieron por comparacién con una curva preparada con acido gélico (0-4500 pg/mL)

y se expresaron en mg de equivalentes de acido galico (EAG) por g de extracto seco.

3.5.2 Determinacion de la capacidad antioxidante

Para los ensayos de capacidad antioxidante, se realizé una extraccion de 5 mg de
cada extracto (L1- L4) con metanol al 75 % manteniendo las muestras durante 30 min
en bafo de ultrasonidos para posteriormente centrifugar a 6700 g durante 5 min; se
realizaron tres ciclos de extraccién reuniendo los sobrenadantes obtenidos para ser
concentrados seguidamente a presién reducida hasta sequedad y redisolver los
residuos obtenidos en 1 mL de metanol 75 %. Los andlisis de capacidad antioxidante se

realizaron sobre estas muestras empleando dos métodos diferentes: FRAP y ABTS.
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e Meétodo FRAP

El ensayo FRAP (poder antioxidante de reduccién del hierro) se basa en la
capacidad que poseen los compuestos antioxidantes para donar electrones y reducir el
i6n férrico a ferroso en medio acuoso dacido. Para cuantificar esta actividad reductora
se recurre a una reaccidon colorimétrica tras la adicion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina
(TPTZ), que a pH 4cido se une al ion ferroso formando un compuesto de color azul que
presenta un maximo de absorcion a 593 nm. El procedimiento utilizado fue el descrito
por Benzie y Strain (1996) con algunas modificaciones. El reactivo FRAP esta
compuesto por 10 mM TPTZ disuelto en 40 mM HCI, tricloruro de hierro 20 mM
(FeCl3.6H,0) y tampdn acetato (300 mM, pH 3,6), (1:1:10, v/v/v). Para la reaccién se
mezclan 3 mL del reactivo con 100 uL de muestra y, tras 6 min de incubacién a
temperatura ambiente, se mide la absorbancia a 593 nm, usando el reactivo FRAP
como blanco. La linealidad de la respuesta se comprobd realizando medidas en
diferentes diluciones de los extractos en el intervalo de 5 a 0,3 mg extracto/mL. Los
resultados se obtuvieron interpolando la absorbancia de las muestras en una curva de
calibrado preparada con Trolox (andlogo hidrosoluble de la vitamina E) 30-1000 uM en
metanol 75 %. Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados se expresaron

en umol de equivalentes Trolox (ET) por mg de extracto.

e Método ABTS

El ensayo ABTS/persulfato se basa en la capacidad que posee un compuesto para
captar el radical catiéon ABTS'", generado a partir del precursor ABTS (2,2’-azinobis (3-
etil-benzotiazolina-6-sulfonato)) preparado a una concentracion 7 mM vy al que se
afade 2,45 mM de persulfato potdsico como agente oxidante para la generacion del
radical (Re et al., 1999). Este preparado se deja en oscuridad 16 horas antes de la
realizacion de la medida, tras este tiempo se diluye con el volumen suficiente de PBS a
pH 7,4 para dar una absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm. La reaccién transcurre con
una disminucién progresiva de coloracién en la solucién que contiene el ABTS®
conforme éste va siendo capturado por las sustancias antioxidantes presentes en las
muestras (Apak et al., 2013). Metodoldgicamente, se afiaden 50 uL de las soluciones a

analizar a 2 mL de la solucién ABTS, se agita en vortex durante 10 s y tras 4 min se
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mide la absorbancia a 734 nm. La linealidad de la respuesta se comprueba realizando
medidas en diferentes diluciones de los extractos en el intervalo de 5 a 0,3 mg
extracto/mL. Los resultados se obtuvieron interpolando la absorbancia de las muestras
en una curva de calibrado preparada con Trolox (30-1000 uM en metanol 75 %). Las
muestras se analizaron por triplicado y los resultados se expresaron en umol de

equivalentes Trolox (ET) por mg de extracto.

3.2.3 Analisis de compuestos fenélicos por HPLC-DAD-ESI/MS

Los analisis se realizaron en un equipo Hewlett-Packard 1100, equipado con una
bomba cuaternaria, inyector automatico, sistema de termostatizacion de columnas y
detector de diodos (DAD) en circuito integrado, dotado de una célula de flujo para
altas presiones con conexion al espectrémetro de masas, acoplado a una estacion de
control y tratamiento de datos HP ChemStation (rev. A.05.04). Para el andlisis por
espectrometria de masas (MS) se empled un espectrémetro API 3200 Qtrap (Applied
Biosystems), equipado con una onda de ionizacidn por electrospray (ESI) y un
analizador de masas triple cuadrupolo que puede actuar ademas como trampa idnica,

asociado al software de tratamiento de datos Analyst 5.1.

e Andlisis de flavanoles, acidos fendlicos y flavonoles

Para el analisis de estos grupos de compuestos los extractos de orujo de uva (50
mg) se extrajeron con acetonitrilo al 50 % (1 mL) en un bafio de ultrasonidos durante
30 min y se centrifugaron a 6700 g durante 5 min; el sobrenadante se recogia y el
precipitado se sometia al mismo proceso otras tres veces. Los cuatro sobrenadantes
reunidos se evaporaban a sequedad a presion reducida y el residuo obtenido se
redisolvia en 1 mL de acetonitrilo-agua (25:75, v/v) para su inyeccion en el

cromatodgrafo.

a) Andlisis de flavanoles y derivados de acidos fendlicos.

La separacion se llevd a cabo en una columna Poroshell 120 EC-C18 column (2,7
pum, 150 mm x 4,6 mm) termostatizada a 35 °C. La fase movil utilizada consistia en (A)
acido férmico al 0,1 % en agua y (B) acetonitrilo, estableciendo el siguiente gradiente

de elucion: 0 % a 8 % B durante 5 min, 8 a 10 % B durante 20 min, 10 a 14,5 % B
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durante 20 min y 14,5 a 60 % B durante 10 min, a un flujo de 0,5 mL/min. Se llevé a
cabo una deteccién doble en el DAD y por MS. Se utilizé 280 nm como longitud de
onda preferente para el registro de los cromatogramas y se obtuvieron los espectros
UV-visible de los picos en el intervalo 220 nm a 600 nm. La deteccion por MS se realizé
en modo negativo, registrando los espectros de masas entre m/z 100 y m/z 1400. Se
empled aire Zero como gas nebulizador (40 psi) y como gas turbo (400 °C, 30 psi) para
la eliminacién del eluyente, y nitrégeno como gas cortina (10 psi) y gas de colision
(medio). El detector se programaba para realizar dos analisis consecutivos, full scan de
alta sensibilidad (Enhanced MS, EMS) y Enhanced Product lon (EPI), para la
fragmentacion del ion original. Los pardmetros EMS fueron: voltaje del capilar -4500V,
potencial de entrada (EP) -7 V, declustering potential (DP) -40 V, y energia de colisién
(CE) -20 V. Los parametros EPI fueron: DP -40 V, EP -10 V, CE -25 V y energia de
colision (CES) 0O V.

b) Andlisis de flavonoles

La separacion se llevé a cabo en una columna Poroshell 120 EC-C18 (2,7 um, 150
mm x 4,6 mm) termostatizada a 35 °C. La fase movil consistia en (A) acido férmico al
0,1 % en agua y (B) acetonitrilo, estableciendo el siguiente gradiente de elucién:
isocratico a 15 % B durante 5 min, 15 % a 20 % B durante 5 min, 20 % a 35 % B durante
10 min, 35 % a 50 % B durante 10 min y 50 % a 60 % B durante 7 min, a un flujo de 0,5
mL/min. Se llevé a cabo una deteccidén doble en el DAD y por MS. Se utilizé 370 nm
como longitud de onda preferente para el registro de los cromatogramas y se
obtuvieron los espectros UV-visible de los picos en el intervalo 220 nm a 600 nm. La
deteccién por MS se realizé en modo negativo, registrando los espectros de masas
entre m/z 100 y m/z 1400. Se empled aire Zero como gas nebulizador (40 psi) y como
gas turbo (400 °C, 30 psi) para la eliminaciéon del eluyente, y nitrégeno como gas
cortina (10 psi) y gas de colision (medio). El detector se programaba para realizar dos
analisis consecutivos, EMS y EPI. Los pardmetros EMS fueron: voltaje del capilar -
4500V, EP -6 V, DP -40 V, y CE -10 V. Los parametros EPI fueron: DP -40 V, EP -10 V, CE
-25VyCESOV.
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Cuantificacion

Los compuestos fendlicos se caracterizaron de acuerdo a su espectro de
absorciéon UV-Vis, espectro de masas y su tiempo de retencién comparando con
estandares comerciales y cuando no estaban disponibles con nuestra biblioteca de
datos. La cuantificacion se realizd a partir de las areas de sus picos cromatograficos
registrados a 280 nm (acidos fendlicos y flavanoles) y 370 nm (flavonoles), por
comparacion con curvas de calibrado obtenidas con estandares catequina,
epicatequina, quercetina, acido galico y acido eldgico. Los flavonoles se expresaron
como equivalentes de quercetina y las procianidinas como epicatequina. Todas las
muestras se analizaron por triplicado y los resultados se expresaron en miligramos de

compuesto fendlico por gramo de extracto (producto secado por pulverizacién).

e Analisis de antocianos

Para el analisis de los antocianos, los extractos de orujo de uva (50 mg) se
extrajeron con acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 %-acetonitrilo (1:1, v/v) (1 mL) en un
bafo de ultrasonidos durante 30 min; las soluciones se centrifugaban a 6700 g durante
5 min, se recogia y el precipitado se sometia al mismo proceso otras tres veces. Los
sobrenadantes reunidos se evaporaban a sequedad a presién reducida y el residuo
obtenido se redisolvia en 1 mL de 0,1 % TFA—acetonitrilo (75:25, v/v) para ser
analizado por HPLC-DAD-ESI/MS. La separacidn se llevé a cabo en una columna AQUA
(Phenomenex) C18 (5 um, 150 mm x 4,6 mm) termostatizada a 35 °C. La fase movil
consistia en (A) TFA 0,1 % en agua y (B) acetonitrilo, estableciendo el gradiente:
isocratico 10 % B durante 5 min, 10 a 15 % B durante 15 min, isocratico 15 % B durante
5 min, 15 % a 18 % B durante 5 min, 18 % a 35 % B durante 20 min y 35 % a 60 % B
durante 7 min, a un flujo de 0,5 mL/min. Se llevé a cabo una doble deteccion en el DAD
y por MS. Se utilizé 520 nm como longitud de onda preferente para el registro de los
cromatogramas y se obtuvieron los espectros UV-visible de los picos en el intervalo
220 nm a 600 nm. La deteccion por MS se realizé en modo positivo, registrando los
espectros de masas entre m/z 100 y m/z 900. Se empled aire Zero como gas
nebulizador (50 psi) y como gas turbo (600 °C, 40 psi) para la eliminacién del eluyente,

y nitrégeno como gas cortina (10 psi) y gas de colisién (medio). El detector se
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programaba para realizar dos analisis consecutivos, EMS y EPI. Los parametros EMS
fueron: voltaje del capilar 5000 V, DP 55 V, EP 4 V y CE 10 V. Los parametros EPI
fueron: DP55V,EP4V,CE10VYyCESO V.

3.2.4 Preparacion de placas Petri NGM

Para la preparacion del medio NGM (Nematode Growth Medium) se mezclan 1,2
g de NaCl, 6,8 g de agar, 1 g de peptona en 390 mL de H,0 destilada (volumen de una
botella). La mezcla se esteriliza en autoclave durante 60 min, a continuacidn se
atempera en bafio de agua a 60 °C durante 40 min. El medio NGM se enriquece con
400 pL CaCl, 1 M, 400 pL de colesterol (5 mg/mL etanol), 400 puL MgSO4 1 M, 10 mL
buffer fosfato 1 M pH 6,0 (108,3 g KH,PO,4, 35,6 g K;HPO4 en 1 L de H,0), 400 uL de
ampicilina sédica (50 pg/mL) y 700 pL de nistatina 1 % (1 g/100 mL en etanol: acetato
de amonio 1:1), todo ello previamente esterilizado en autoclave. El medio NGM se
reparte en placas Petri, con aproximadamente 20 mL, bajo condiciones estériles. Una
cantidad constante de agar en las placas reduce la necesidad de enfocar el microscopio
cuando se cambia de una placa a otra. Antes de sembrarlas, las placas se dejan enfriar
a temperatura ambiente, en campana de flujo laminar. Las placas pueden ser

almacenadas varios dias en refrigeracion entre 4 y 8 °C.

3.2.5 Preparacion E. coli OP50 como fuente de alimento

Las bacterias se cultivaron en medio liquido L. Broth, que contiene: 10 g de
bacto-triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g NaCl en 1 L de H,0 destilada, ajustando
el pH a un valor de 7,0 con NaOH 1 M; el medio de cultivo se esteriliza en autoclave.
Las colonias aisladas se almacenaban en placas de LB Agar, preparado con 3,4 g de
agar, 2 g de medio triptona, 1 g de extracto de levadura, 1 g de cloruro sddico y 200 mL
de agua destilada, todo ello esterilizado en autoclave; tras mantener 20 min en un

bafo a 60 °C se afiaden 200 pL de ampicilina.

El cultivo de E. coli OP50 se realizaba en 100 mL del medio L. Broth en un
erlenmeyer previamente autoclavado, al que se afiadian 100 puL de ampicilina y se

inoculaba una colonia aislada de OP50. Todo el proceso era llevado a cabo bajo
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condiciones de esterilidad. El cultivo era incubado a 37 °C toda la noche y se

almacenaba luego a 4 °C, pudiendo ser usado durante varias semanas.

3.2.6 Sembrado en placas NGM

E. coli OP50: Se siembran 150 L de bacterias crecidas en el medio de cultivo L
Broth en las placas con medio NGM estéril, utilizando una pipeta con puntas
autoclavadas y en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. Las
bacterias se extienden con una varilla de vidrio, previamente flameada, sin
daiiar la superficie del agar, para evitar que los gusanos se introduzcan en su
interior, lo que haria mas dificil su posterior recogida. Los gusanos tienden a
localizarse dentro del césped bacteriano, por lo que se intenta que éste quede
centrado en la placa y asi evitar la dispersiéon de los gusanos y facilitar su
visualizacién. Los gusanos se mantienen a 20 °C en placas NGM usando E. coli

OP50 viva.

C. elegans en placas frescas: La siembra de una nueva placa con gusanos se

hace transfiriendo un trozo de agar con gusanos desde una placa almacenada a
una placa fresca con ayuda de una espatula esterilizada. Los gusanos del trocito

de agar salen y se esparcen por el césped bacteriano de la nueva placa.

Transferencia de C. elegans individualmente: Para transferir gusanos

individualmente se utiliza un asa de siembra de alambre de platino de calibre
32. El alambre se introduce en una pipeta Pasteur y su extremo aplanado se
redondea con una lima para eliminar los filos del borde, y evitar asi daiar a los
gusanos y el agar. Antes de transferir los gusanos de una placa a otra, el asa de
siembra se flamea para evitar contaminacién. El proceso de transferencia se
realiza bajo la lupa con una fuente de luz blanca. El gusano que se quiere
recoger se observa primero al microscopio, y a continuacién lenta vy
cuidadosamente se coge con el asa. Este proceso se puede facilitar cogiendo
con el extremo del asa una minima cantidad de E. coli OP50, lo que ayuda a que
el gusano se adhiera mds facilmente. El asa junto con el gusano se apoya
cuidadosamente en la nueva placa de agar permitiendo que el nematodo se

desprenda. Este proceso puede realizarse con varios gusanos a la vez.
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e Transferencia de gran cantidad de C. elegans: Para transferir gran cantidad de

nematodos, las placas se lavan dos veces con 3 mL de buffer M9 (3 g KH,POq4, 6
g Na,HPO,4, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSQ,, H,0 destilada hasta 1 L), la suspensién
se centrifuga (90 s, 4500 g). El sobrenadante se elimina y los gusanos son

transferidos e incubados en nuevas placas de NGM agar.

3.2.7 Preparacion de placas para los ensayos con flavonoides

Para los ensayos de cultivo de los gusanos en presencia de los distintos
flavonoides quercetina (Q), epicatequina (EC) o de los extractos ricos en polifenoles
(L1, L2, L3 y L4) se preparan placas de agar NGM que contienen dichos flavonoides.
Para ello, se partia de una disolucion madre de cada flavonoide puro (200 mM)
disuelta en DMSO, de la cual se incorporaba un volumen adecuado al agar,
previamente calentado en horno microondas y atemperado 20 min a 60 °C en bafio,
para obtener una concentracién final del flavonoide en placa de 200 uM. En el caso de
los extractos fendlicos, se preparaban diferentes concentraciones disueltas también en
DMSO con el fin de obtener concentraciones en las placas desde 100 a 1000 pg de
extracto/mL. Todas las placas contenian una concentracién final de 0,1 % (v/v) de
DMSO en el medio de cultivo, incluyendo las placas control, libres de flavonoides,
donde se incorporaba esa misma proporcion de disolvente para mantener la

composicidn constante en todos los casos.

Para determinados ensayos con C. elegans es esencial partir de una poblacion
sincronizada de manera que se trabaje con una Unica generacién de gusanos. Para
prevenir la reproduccién de la poblacidn sincronizada y, por tanto, evitar una mezcla
de diferentes generaciones, se afade 5-fluoro-2’-desoxiuridina (FUdR) a las placas a las
que seran transferidos los gusanos a partir del 1°" dia de adulto. FUdR es un compuesto
que inhibe la sintesis de ADN y ARN, produciendo la muerte de células mitéticas y la
inhibicion de la sintesis de proteinas (Hosono, 1978). Dado que las células de
nematodos adultos son en su mayoria células post-mitdticas, el tratamiento con FUdR
antes de alcanzar la madurez sexual evita el desarrollo de la progenie con efectos
minimos en el desarrollo del adulto (Mitchell et al., 1979). Se prepara una solucion de

FUdR 150 mM disuelta en agua que se afiade al medio NGM. La concentracién final de
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FUdR en las placas es de 150 uM. A partir del dia primer dia de adulto los gusanos se

pasan cada dos dias a placas que contienen el compuesto objeto de estudio y FUdR.

3.2.8 Sincronizacion de C. elegans

La sincronizacién de C. elegans se lleva a cabo con el fin de conseguir que todos
los individuos que se van a utilizar para un determinado ensayo se encuentren en el
mismo estado larvario, es decir, tengan todos la misma edad. Para ello se dejan crecer
durante 3-4 dias gusanos en placas NGM con OP50 a 20 °C hasta obtener gran cantidad
de huevos y/o hermafroditas con huevos en su interior. El proceso de sincronizacion se
lleva a cabo por tratamiento con una solucién de hipoclorito sédico y NaOH, que

destruye todas las larvas y los gusanos adultos sin afectar a los huevos.

Para la sincronizacion, las placas se lavan con 2 mL de buffer M9, repitiendo este
proceso hasta que se considere que la placa estd limpia de gusanos. La solucién se
recoge en tubos de centrifuga y se centrifuga durante 1 min a 8000 rpm a 4 °C para
evitar que los huevos eclosionen. Se retira el sobrenadante y sobre el pellet de
gusanos y huevos se aflade 150 plL a cada tubo la solucién de hipoclorito, preparada
con 1 mL de lejia comercial y 500 uL de NaOH 5N. La mezcla se agita vigorosamente
durante 10 min, alternando cada minuto un ciclo de agitacién con vértex y un ciclo de
reposo. Posteriormente, los tubos son centrifugados y lavados con 2 mL de buffer M9
5 veces con la finalidad de eliminar los posibles restos de solucién, gusanos y E. coli. El
residuo final del proceso de sincronizado, se resuspende en 2 mL de M9 y se incuba
durante 1 dia a 20 °C, para permitir el desarrollo de los huevos al estado larvario L1.
Las placas se siembran con unos 100-200 pL de sincronizado (dependiendo de la
concentracion de huevos del sincronizado) y 150 ulL de E. coli OP50 cultivada en medio

liquido.

La sincronizacion también se lleva a cabo mediante otro proceso que consiste en
coger un numero conocido de gusanos hermafroditas con huevos en su interior,
dejarlos durante 1-2h en las placas del ensayo y tras la puesta de los huevos retirar los
gusanos adultos de las placas asegurandose de recoger todos los nematodos que se

pusieron previamente.
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3.2.9 Ensayos de estrés oxidativo inducido térmicamente

La vida de C. elegans es dependiente de la temperatura, existiendo una relaciéon
inversa entre la temperatura de cultivo y la vida media del gusano. Con los ensayos de
estrés térmico se queria comprobar si los nematodos previamente cultivados en
presencia de flavonoides aumentaban su resistencia frente al estrés térmico. Estos
ensayos se llevaron a cabo segun el método descrito por Saul et al. (2009) con

pequeiias modificaciones, como se describe a continuacién.

Los huevos sincronizados de N2 o de las cepas mutantes estudiadas (daf-
2(e1370), age-1(hx546), daf-16(mu86), daf-18(e1375), akt-1{mg306), akt-
2(tm812);sgk-1(ft15), hsf-1(sy441), skn-1(zu67), hsp-16.2(gk249)) se sembraban en
placas NGM de 90 mm de didmetro que contenian el compuesto a ensayar (200 uM de
EC o Q; extractos fendlicos con diferentes concentraciones de 100 a 1000 pg/mL) y se
cultivaban a 20 °C. Simultdneamente se realizaban ensayos control en ausencia de los
compuestos, pero con la misma concentracién de DMSO (0,1 %) en las placas. La
influencia del estrés térmico sobre la viabilidad del gusano se evaluaba en diferentes
estados de desarrollo, permaneciendo los nematodos en las placas con tratamiento

hasta alcanzar el dia del ensayo deseado (dias 2,9, 10 0 17).

En todos los casos una vez alcanzado el dia de ensayo correspondiente los
gusanos se transferian individualmente con el asa de siembra a placas de 35 mm de
diametro (20 gusanos por placa) y se sometian a una temperatura de 35 °C durante 4,
6 u 8 h seglin los ensayos. Tras el estrés térmico se contaban los nematodos
supervivientes, considerando que los gusanos estaban muertos cuando no respondian
a ningun estimulo, como ligeros toques con el asa de siembra. Estos ensayos se

llevaron a cabo con 100 gusanos por tratamiento y por triplicado.

3.2.10 Ensayos de longevidad

Los ensayos de longevidad se realizaron con la cepa silvestre N2 de C. elegans
cultivados en presencia de los extractos L3 (100 pg/mL en el medio de cultivo) y L2
(250 pg/mL) y en placas control con el mismo porcentaje de DMSO (0,1 %) que las que
contenian los extractos fendlicos. En todos los casos, los gusanos sincronizados en

estado larvario L1 se colocaban en placas de agar NGM, de diametro 90 mm,
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sembradas con E. coli y se cultivaban a 20 °C hasta alcanzar el estado larvario L4. Una
vez alcanzado este estado, los gusanos se transferian con un asa de platino a placas
nuevas de 35 mm que contenian FUdR a una concentracion de 150 uM para evitar la
reproduccién y la mezcla de generaciones. Se transferian 20 nematodos por placa.
Posteriomente se hacia una transferecnia cada 2 dias a placas nuevas, también con E.
coli, FUdR y los diferentes extractos o sin estos ultimos (placas control). Los gusanos se
contaban cada uno o dos dias y, al igual que en los anteriores ensayos, eran
considerados muertos si no respondian al toque suave con el asa de platino. Estos
ensayos se llevaron a cabo partiendo de aproximadamente 100 gusanos por

tratamiento y se realizaron en cada caso por triplicado.

3.2.11 Ensayos de determinacion de ROS

El nivel celular de especies reactivas de oxigeno (ROS) se cuantificé en un lector
de placas de fluorescencia usando diclorodihidrofluoresceina como reactivo (Wang y
Joseph, 1999). Con el objetivo de obtener una poblacidon sincronizada de gusanos, los
huevos obtenidos como se ha indicado anteriormente se sembraban en placas que
contenian los flavonoides o extractos fendlicos y se cultivaban a 20 °C.
Simultaneamente se realizaban ensayos control en ausencia de flavonoides, pero con
la misma concentracion de DMSO en la placa (0,1 %). Los gusanos se mantenian en las
placas hasta el dia de medida de las ROS, en el cual se transferian individualmente a un
pocillo de una placa de 96 pocillos junto con 75 pL de PBS. Posteriormente se
incorporaban 25 plL de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) 150 uM en
etanol y se media la fluorescencia inmediatamente después de anadir el reactivo y
durante los 30 min siguientes, a intervalos de 10 min, utilizando como A de excitacién y

de emisién 485 nm y 535 nm, respectivamente.

El DCFH-DA atraviesa las membranas celulares y es hidrolizado enzimaticamente
por esterasas intracelulares que eliminan los grupos acetatos dando lugar a un
compuesto no fluorescente (2’,7’-diclorodihidrofluoresceina; DCFH), que en presencia
de ROS es oxidado a un compuesto fluorescente (2’,7’-diclorofluoresceina; DCF), cuya
medida es usada como un indice de los niveles intracelulares de ROS en gusanos

individuales (Wang y Joseph, 1999). Con este método se pueden detectar varias ROS a
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las que el DCFH-DA es sensible: ONOO’, H,0,, y OH". Otras como superdxido, NO, HOCI

0 0," no son detectables, ya que no son capaces de oxidar la DCFH (Myhre et al., 2003).

Las determinaciones se llevaron a cabo en los dias 2, 4, 7, 9, 13, 15 y 17 de
desarrollo de C. elegans, tanto tras someter a los gusanos a estrés térmico (2 h a 35 °C)

como sin aplicar éste. Por dia y tratamiento se realizaban 5 ensayos independientes.

3.2.12 Obtencidon de homogeneizados de C. elegans para determinacion de proteinas

totales, productos de peroxidacidn lipidica y proteinas carboniladas

Los huevos se sembraban en placas NGM que contenian EC 200 uM y en placas
control sin el flavonoide pero con la misma concentracion de DMSO (0,1 %). Los
gusanos se cultivaban hasta el dia 10 o 17 de adulto, segin ensayo, y una vez
alcanzada la edad deseada se sometian las placas a una temperatura de 35 °C durante
5 h. Los gusanos de dos placas se recogian en un tubo con buffer fosfato, se lavaban
con PBST (PBS + 0,01 Tween 20 %) y PBS y el pellet obtenido se resuspendia en 1 mL de
PBS, se transferia a un tubo eppendorf y se almacenaba a -20 °C. Para la posterior
realizacion de las determinaciones, las muestras se dejaban descongelar a temperatura
ambiente y se sometian a 3 ciclos de sonicacién: un primer ciclo de 60 s y otros dos de
30 s, aumentando la intensidad en cada uno de ellos. Todo el proceso se realizaba en
bafio de hielo para evitar el calentamiento excesivo de las muestras. El producto final
es un homogeneizado sobre el que es posible analizar los productos de peroxidacién
lipidica, proteinas carboniladas y proteinas totales de C. elegans. Todos los

homegeneizados se obtuvieron por triplicado.

3.2.13 Determinacion de productos de peroxidacion lipidica

El método estd basado en el andlisis por HPLC después de la derivatizacion de los
productos de peroxidacion lipidica con 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), de acuerdo
con el método descrito por Andreoli et al. (2003) con algunas modificaciones. Las
proteinas del homogeneizado (350 pL) se eliminaban afiadiendo acido tricloroacético
(TCA) al 20 % (v/v) y se afiadian 100 pL de butilhidroxitolueno (BHT) 10 mM disuelto en
metanol para la proteccidn de los lipidos; tras mantener 15 min a 4 °C, las muestras se

centrifugaban a 10.000 g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se mezclaba con 100
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puL de 10 mM DNPH en HCl 2M vy se incubaba 60 min a temperatura ambiente, para
después extraer 3 veces con 400 pL de cloroformo cada vez. Se afiadian tres particulas
desecantes (molecular sieves) a la fase organica obtenida y se dejaba estar durante 30
min para eliminar posibles restos de fase acuosa y posteriormente se evaporaba a
sequedad, resuspendiendo el residuo en 80 uL de acido acético 0,2 %: acetonitrilo
(62:38, v/v) para su analisis por HPLC. La columna utilizada era una Waters Spherisorb
S3 ODS-2 C8, 3 um (4,6 x 150 mm) y la fase mévil una mezcla de (A) acido acético 0,2 %
y (B) acetonitrilo, con el siguiente gradiente de elucion: isocratico 38 % B durante 10
min, 38 % a 75 % B 10 min, 75 % a 80 % B en 20 min, con un flujo de 0,6 mL/min. La
deteccion se llevd a cabo por DAD y MS. Como longitudes de onda preferentes para el
registro de cromatogramas se emplearon 310 nm y 380 nm. La deteccién por MS se
realizé en modo negativo, registrando los espectros de masas entre m/z 100 y m/z
650. Se empled aire Zero como gas nebulizador (40 psi) y como gas turbo (400 °C, 30
psi) para la eliminacion del eluyente, y nitrégeno como gas cortina (10 psi) y gas de
colisién (medio). El detector se programo para realizar dos analisis consecutivos, EMS y
EPI. Los parametros EMS fueron: voltaje del capilar -4500 V. DP -20 V, EP -7 V y CE -10
V. Los parametros EPI fueron: DP -40V, EP -7 V, CE-20 V and CESO V.

Los productos de peroxidacién lipidica se cuantificaron por comparacién de las
areas de los picos obtenidos en los cromatogramas con curvas de calibrado obtenidas
por inyeccion de diferentes concentraciones de patrones. La cuantificacion de
malondialdehido se realizé a partir de sus picos registrados a 310 nm, y la de hexenal y
4-HNE a 380 nm, longitudes de onda a las que presentaban su maxima absorcion. Las
concentraciones de los productos de peroxidacion lipidica se expresaron como pg por
mg de proteinas totales de gusano, para poder comparar resultados obtenidos en

diferentes ensayos, ya que en cada caso se partia de diferentes cantidades de biomasa.

El contenido de proteinas totales se calculé por el método Bradford (Bradford,
1976) ligeramente modificado. Se afiadian 25 puL de NaOH 1M a 25 pL de
homogeneizado y se calentaba a 80 °C durante 25 min para hidrolizar las proteinas.
Después de centrifugar a 10.000 g durante 5 min, 5 pL del sobrenadante se
depositaban por triplicado en pocillos de una placa multipocillo junto con 250 pL del

reactivo de Bradford y se incubaba 10 min en oscuridad a temperatura ambiente y se
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media la absorbancia a 595 nm en el lector de placas utilizando PBS como blanco. De la
misma manera se procesaban soluciones estandar de albumina de suero bovino (BSA)
disueltas en PBS, para preparar la recta de calibrado. La concentracién de proteinas en
el homogeneizado de gusanos se calcula por interpolacién de los valores de

absorbancia de las muestras en la recta de calibrado obtenida con BSA.

3.2.14 Determinacion de proteinas carboniladas

Estos analisis se llevaron a cabo utilizando un método basado en el descrito por
Chaudhuri et al. (2006) para la identificacion de proteinas carboniladas en tejido
hepatico de ratdn mediante el uso de fluoresceina tiosemicarbazida (FTC) vy
cuantificacion por densitometria de fluorescencia tras separacion por electroforesis
(SDS-PAGE), posteriormente adaptado por Mohanty et al. (2010) para el analisis en
muestras de plasma. En nuestro caso se realizé una adaptacién de este ultimo método
para el andlisis en los homogeneizados de gusanos. EIl FTC es un compuesto
fluorescente que reacciona especificamente con los grupos carbonilados de proteinas
oxidadas y no con lipidos oxidados. La solucion madre de FTC 100 mM se prepara en
DMSO y se almacena a -20 °C. Para su utilizacién se diluye en tampdn Hepes 0,1 M pH

7 (1,38 g NaH;P04.H,0 disuelto en 100 mL de agua y ajustado el pH a 7).

Para la determinacidn de proteinas carboniladas en C. elegans se tomaban 50 pL
de homogeneizado de gusano por triplicado, a los que se afadian 50 uL de FTC 0,2
mM. Las muestras se mantenian toda la noche en oscuridad a temperatura ambiente.
La reaccién con FTC tarda en completarse aproximadamente 10 horas. Posteriormente
se incorporaban 400 pL de TCA para provocar la precipitacion de proteinas,
permaneciendo durante 10 min en bafio de hielo. Después de una centrifugacion a
10.000 g a 4 °C durante 10 min, se eliminaba el exceso de FTC de los pellets por lavado
con 1 mL de acetona, agitacién en vortex y centrifugacién durante 10 min,
repitiéndose este proceso 3 veces. Los precipitados se secaban al aire durante una
hora y posteriormente se solubilizaban en 50 pL de clorhidrato de guanidina (GuHCI)
6M, para provocar la desnaturalizacidn de las proteinas, incubando durante 10 min. Se
diluia 10 veces por adicién de 450 uL Hepes buffer 0,1 M y finalmente se afiadian 100

pL de cada muestra por triplicado en pocillos de una placa multipocillo de color negro,
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para seguidamente medir la fluorescencia en el lector de placas empleando longitudes
de onda de emision y de excitacion de 485 nm y 520 nm, respectivamente. La
concentracion de grupos carbonilos en las muestras se calculaba por interpolacion de
los datos de fluorescencia con una recta patron obtenida con diferentes
concentraciones de FTC en GuHCI 6M y Hepes buffer. Los resultados se expresaron en
nmoles de proteinas carboniladas (expresadas como nmoles de FTC) por mg de

proteina de gusano determinada en cada preparacién por el método de Bradford.

Para la determinacién de proteina total de gusano, se colocaban 125 puLy 5 pL de
muestras procesadas por el protocolo anteriormente descrito en pocillos de una placa
multipocillo transparente, a las que se afiadian 125 y 250 uL de reactivo Bradford,
respectivamente, para luego medir la absorbancia a 595 nm en el lector de placas. En
la misma placa se realizan dos rectas de calibrado con diferentes niveles de
concentracién de BSA (0-1 mg/mLy 0-0,1 mg/mL) disuelta 1:10 en GuHCI 6M y tampdn
Hepes. Para la recta correspondiente a las concentraciones mas altas se afiadian en la
placa 5 pL de disolucién de BSA y 250 uL de reactivo Bradford, y para la recta mas
diluida 125 pL de disolucion de BSA y 125 L reactivo. La cantidad de proteinas totales
en los distintos homogeneizados se calculaba por interpolacién en la recta de

calibrado.

3.2.15 Cuantificacion de ARNm por RT-PCR cuantitativa

Los gusanos se sembraban en placas NGM que contenian EC 200 uM o Q 200 puM
y en placas control con DMSO (0,1 %) y se cultivaban durante 4 dias a lo largo de los
cuales se traspasaban los gusanos periédicamente a placas nuevas con flavonoide o
DMSO vy E. coli como alimento. Estos ensayos se realizaron en condiciones normales de
crecimiento (20 °C) y previo a la extraccion de ARN se sometia a los gusanos a un
choque térmico de 5 h a 35 °C. Adicionalmente, se estudié la expresion del gen skn-1
en larvas sincronizadas L1 cultivadas en condiciones normales en presencia o ausencia

de los flavonoides hasta los dias 2, 5, 9, 12 y 16 de adulto.

Para extraer el ARN total, los gusanos se recogian de las placas con buffer M9; se
realizaban dos lavados con el mismo buffer y el pellet se resuspendia en 300 uL M9,

3.5 uL de 2-mercaptoetanol y 350 uL de buffer de lisis; ademas, se afiadian 10 bolitas
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de acero de 10 mm de diametro. Las muestras se sometian a 7 ciclos de 10 segundos a
una velocidad de 5,5 m/s en un homogenizador FastPrep, tras lo cual se colocaban
rapidamente en hielo. La extraccién de ARN total se llevd a cabo mediante un Kit
comercial Illustra RNAspin mini RNA Isolation Kit (GE Healthcare). Para cuantificar la

cantidad de ARN se utilizd un espectofotometro Nanodrop.

Para sintetizar el ADNc, se realizé una transcripcion reversa (RT) con 2 ug del
ARN total extraido, utilizando el kit comercial High Capacity cDNA RT Kit Applied

Biosystems de Thermo Fisher Scientific.

Para determinar los niveles de expresion de genes se utilizd una variante de la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., 1986). La PCR
cuantitativa (RT-qPCR) se realiz6 en un termociclador ABI Prism 7300 (Applied
Biosystem) utilizando SYBR Green | como fluorocromo. Para la cuantificacion relativa
del producto se determind el ciclo umbral o cycle threshold (Ct) durante la fase
exponencial del proceso. La cuantificacion se llevd a cabo usando el método 2-AACt
con act-1 como normalizador (Livak et al., 2001). Para el andlisis de la expresion de
ARNm se realizaron 9 experimentos independientes, determinando la curva de

disociacion para confirmar una Unica amplificacién.

Los cebadores o “primers” especificos para el ADNc codificante de cada una de
las proteinas a estudiar fueron recogidos de la bibliografia (act-1, skn-1, daf-16, hsp16-
2) o se disefiaron con el programa “OligoAnalyzer 3.1” de Integrated DNA Technologies
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) y su especificidad se chequed con el programa
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Los primers utilizados fueron los

siguientes:
act-1: CCAGGAATTGCTGATCGTATG (F) y GGAGAGGGAAGCGAGGATAG (R) (Surco-Laos et al 2011)

skn-1: AGTGTCGGCGTTCCAGATTTC (F) y GTCGACGAATCTTGCGAATCA (R) (Martinez-Finley et al.,
2014)

daf-16: CCAGACGGAAGGCTTAAACT (F) y ATTCGCATGAAACGAGAATG (R) (Zhang et al., 2015a)
hsp-16.2: CTGCAGAATCTCTCCATCTGAGTC (F) y AGATTCGAAGCAACTGCACC (R) (Zhang et al., 2015a)
hsf-1: GAAATGTTTTGCCGCATTTT (F) y CCTTGGGACAGTGGAGTCAT (R) (Kern et al., 2010)

daf-18: F ACATGCTGCGTCAGGATTAT (F) y AAGGAATTGTCCGATGGTACTT (R)
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3.2.16 Cuantificacion y visualizacion de fluorescencia

Larvas sincronizadas L1 que expresan como reportero una proteina verde
fluorescente (GFP) inducible para los genes sod-3, daf-16, hsp-16.2, hsp-70 y gst-4 se
sembraron en placas NGM que contenian EC 200 uM o Q 200 uM vy se cultivaron a 20
°C hasta alcanzar el dia deseado para el analisis. Simultdneamente se realizaron
ensayos control en ausencia de flavonoides, pero con la misma concentracién de

DMSO (0,1 %) en las placas.

Los dias del ensayo se definieron cuando se observaba una intensidad mas alta
de fluorescencia después de realizar un seguimiento a lo largo de la vida del gusano de
las diferentes cepas tratadas con los flavonoides. En los casos en que no se apreciaba
un aumento de la fluorescencia, se analizaron gusanos adultos jovenes (dia 2 de
adulto) y adultos mayores (dia 9 de adulto). Los ensayos se llevaron a cabo en
condiciones normales de cultivo y tras someter a los gusanos a un estrés térmico (35
°C, 1 h). En las cepas reporteras hsp-16.2 y hsp-70, tras el estrés térmico los gusanos se
dejaban recuperar a 20 °C durante 2 y 3 horas, respectivamente, previo a la toma de

fotografias para cuantificar su fluorescencia.

La expresién de gst-4, hsp-16.2, hsp-70 y sod-3 se midid cuantificando la
fluorescencia del reportero GFP. Para analizar la localizacién subcelular de DAF-
16::GFP, los gusanos se clasificaron como citoplasmatico difuso, citoplasmatico
intermedio/nuclear y translocacion nuclear fuerte. Para la cuantificacion de la
fluorescencia se seleccionaban al azar aproximadamente 35 gusanos de cada
tratamiento que se colocaban encima de un portaobjetos con una fina capa de agarosa
al 3 % y se anestesiaban con 5 L de levamisol, excepto los gusanos DAF-16::GFP que

se anestesiaron con 2 % de acida sddica y se cubrieron con un cubreobjetos.

La fluorescencia se midid en un microscopio de fluorescencia Olympus BX61
equipado con un filtro (excitacion 480 + 20 nm; emision 510 + 20 nm) y una camara
digital DP72 acoplada al software CellSens para adquisicion y analisis de imagenes. La
cuantificacién de la fluorescencia de los gusanos se realizd mediante el programa

image-J. Se llevaron a cabo tres ensayos independientes por cada cepa reportera.
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3.2.17 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de software para PC
SPSS (versién 23.0, SPSS Inc., Chicago). Se utilizd ANOVA para comparaciones multiples
de valores para determinar posibles diferencias significativas entre los grupos tratados
y de control en los ensayos de capacidad antioxidante, caracterizacién de extractos
mediante HPLC, ensayos de ROS, lipidos oxidados, proteinas carboniladas,
cuantificacién de ARNm mediante gPCR y estudios con cepas reporteras. Para los
estudios de longevidad, la supervivencia del animal se trazé usando las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier y se analizaron los resultados mediante la prueba de
log-rank. Para la supervivencia al estrés térmico, se realizaron tablas de contingencia y
se calculd la significacién estadistica usando el Chi Square Test. En cada andlisis, las

diferencias significativas se consideraron estadisticamente en el nivel de p <0,05.
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Resultados

4.1 Estudios con extractos de subproductos de vinificacion ricos en compuestos

fenodlicos

4.1.1 Introduccion

Las uvas (Vitis spp.) son una de las frutas mds valoradas en todo el mundo.
Existen alrededor de 60 especies que en su mayoria se encuentran en las zonas
templadas del hemisferio norte (Yang y Xiao, 2013). Su importancia econdmica radica
en las diferentes posibilidades de su consumo (crudas, pasas, vinagre, vino, zumos,
etc.), aunque el 80 % de la cosecha se utiliza para vinificacién. Las industrias vinicolas
producen millones de toneladas de residuos después de la fermentacién. De hecho, se
calcula que alrededor del 25 % de las uvas usadas para la produccidn de vino terminan
como desperdicios, lo cual representa un importante problema de gestion tanto

medioambiental como econdmico (Fontana et al., 2013; Yu y Ahmedna, 2013).

Los compuestos fendlicos han sido objeto de atencion de numerosos estudios, ya
gue se han relacionado con potenciales efectos beneficiosos en la prevencion de
algunas patologias crénicas, como enfermedades cardiovasculares, trastornos
neurodegenerativos, aterosclerosis o algunos tipos de cancer (Zhu et al., 2015; Yang y
Xiao, 2013). En las pieles, semillas y pulpa de las uvas se acumulan compuestos
fendlicos de diferentes clases, destacando los flavonoides, entre los que se incluyen
mondmeros (catequinas), oligdmeros y polimeros de flavan-3-oles (proantocianidinas
o taninos condensados), antocianos (principalmente malvidina-3-O-glucésido) vy
flavonoles (glicésidos de quercetina, miricetina y kaempferol), pero también existen
compuestos no flavonoides, como 4dcidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos,
alcoholes fendlicos, estilbenos y elagitaninos. En el proceso de vinificacion solo una
parte de los compuestos fendlicos se transfiere al mosto. Como resultado, cantidades
importantes de compuestos fendlicos (flavonoides y no flavonoides) y otros
componentes, como fibra no digerible, lipidos, proteinas y minerales, permanecen en
el orujo de uva, formado por los desechos sdlidos de semillas, pieles y tallos. Por ello,
este subproducto se considera una fuente barata para la extraccién de flavonoides y

otros compuestos fendlicos con potencial nutracéutico y que podrian usarse en
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suplementos dietéticos y para fines cosméticos o farmacéuticos (Gonzalez-Paramas et

al., 2004).

El envejecimiento es un proceso degenerativo que es el resultado de una pérdida
gradual de los recursos metabdlicos y genéticos necesarios para mantener la
integridad y la funcionalidad de todos los componentes celulares (Lapointe y Hekimi,
2010). En los ultimos tiempos se ha propuesto que algunas fitomoléculas podrian tener
la capacidad de modular la longevidad y limitar los trastornos relacionados con la edad
(Asthana et al., 2016). En este sentido, hay evidencias que sugieren que los polifenoles
de la dieta pueden contribuir a mitigar el dafio celular asociado a la edad relacionado
con el estrés oxidativo, la inflamacién crénica y la acumulacién de toxinas. Por lo tanto,
es fundamental llegar a entender el papel que estos compuestos podrian tener en la
modulacion de enfermedades y trastornos asociadas al envejecimiento (Queen vy

Tollefsbol, 2010).

Como se recoge en la introduccién, Caenorhabditis elegans es un nematodo de
vida libre que presenta tamafo pequefo, vida corta, alta tasa de reproduccién y rutas
genéticas bien definidas y conservadas. Gracias a estas caracteristicas, este gusano se
ha utilizado para estudiar el proceso de envejecimiento y cdmo se ve afectado por
diferentes sustancias, asi como para identificar objetivos farmacolégicos que podrian
promover un envejecimiento saludable en humanos. Se han llevado a cabo varios
estudios en C. elegans para comprobar los efectos biolégicos de compuestos fendlicos
o de extractos ricos en polifenoles, encontrando que algunos de estos compuestos son
capaces de prolongar la vida media, aumentar la resistencia al estrés y mejorar la
inmunidad innata en el nematodo (ver apartado 2.4 de la Introduccién). Sin embargo,
hasta donde sabemos solo se ha realizado un estudio con extractos de orujo de uva,
concretamente obtenidos de la variedad blanca Zalema, cultivada en el suroeste de
Espana. En ese trabajo se observé que los gusanos tratados con el extracto de orujo
(100 pg/mL), tras someterlos a estrés térmico, experimentaban un aumento de la tasa
de supervivencia y una disminucidn significativa de los niveles de ROS, en comparacién

los gusanos control (no tratados) (Jara-Palacios et al., 2013).

Como se ha indicado, los subproductos de vinificacién podrian ser una fuente

interesante de obtencién de extractos fendlicos con propiedades beneficiosas. Por
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ello, con el objetivo de mejorar el conocimiento sobre la bioactividad y la valorizacién
del orujo de uva, en el presente trabajo se ha estudiado la composicién fendlica de
cuatro extractos fendlicos de uva tinta utilizada en vinificacién (descripcién de los
extractos en el apartado 3.1.4 de la seccién de Materiales y Métodos) y su capacidad
antioxidante, y realizado una evaluacion de su actividad biolégica usando C. elegans

como organismo modelo.

4.1.2 Caracterizacion quimica de los extractos de extractos fendlicos de uva

En la Tabla IV.1.1 se muestran las concentraciones de polifenoles individuales,
determinadas por HPLC, de los cuatro extractos fendlicos de uva estudiados,
designados como L1-L4. En la Figura IV.1.1 se muestran, a modo de ejemplo, dos
cromatogramas representativos, registrados a 280 nm (para dacidos fendlicos y
flavanoles) y 370 nm (para flavonoles), correspondientes al extracto L3, y en la Tabla
IV.1.2 se recogen los datos de HPLC-DAD-ESI/MS utilizados para la identificacion de
compuestos. En todos los extractos, los acidos gdlico y elagico seguidos de catequinas
y flavonoles representaban las concentraciones mas altas de los compuestos fendlicos
individuales (Tabla IV.1.1). El extracto L3 fue el Unico donde se detectaron pigmentos
antocianicos, concretamente se identificaron los 3-O-glucésidos de delfinidina,
cianidina, peonidina y malvidina, carboxipiranomalvidina-3-0O-glucésido (vitisina A) y
cumaroil-carboxipiranomalvidina-3-O-glucésido (cumaroil-vitisina A) (Tabla 1V.1.3),
aungue las concentraciones individuales de estos pigmentos no se pudieron cuantificar
debido a sus bajos niveles. Como se esperaba, los cuatro extractos fendlicos de uva
(L1-L4) mostraron una composicién fendlica caracteristica de materiales derivados de

uvas Vitis vinifera (Monagas et al., 2006).

Las diferencias cuantitativas en la composicion fendlica entre los extractos (Tabla
IV.1.1) y el mayor contenido fendlico encontrado en L3, en relacion con las otras
muestras, deberian explicarse por los diferentes procesos de elaboracion de los
extractos. El extracto L4 se obtuvo desde el orujo de uva usando agua como disolvente
de extraccién mientras que para el resto de los extractos se utilizé una mezcla
hidroalcohdlica, aunque en el caso del L2 el material de partida habia sufrido el

proceso completo de fermentacién. Por otra parte, en los extractos L1 y L2 existia
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también una etapa de destilacidon antes de la preparacién de los extractos (Figura Ill.1).
Ademas, parte de las diferencias en los contenidos fendlicos de los extractos podrian
también deberse a diferencias en el proceso de secado por pulverizacion utilizado en
cada caso, que puede hacer que las preparaciones obtenidas contengan
concentraciones distintas de los agentes de carga utilizados en el proceso. En todos los
extractos se utilizd6 maltodextrina en el proceso de secado por pulverizacién, aunque
para el L1 y el L2 se usé en combinacion con didxido de silicio. La principal diferencia
entre los dos agentes de encapsulacion es que el diéxido de silicio es un compuesto
insoluble que no se digiere ni se absorbe en el tracto intestinal, mientras que la
maltodextrina que deriva del almidén de maiz es facilmente digerible. Algunos
estudios han puesto de manifiesto la importancia de los excipientes de secado para
conservar la estabilidad de los polifenoles. Entre los agentes de encapsulaciéon
utilizados con mayor frecuencia se encuentra la maltodextrina (Ersus y Yurdagel,
2007), debido a su bajo coste y su efectividad, mientras que la combinacién de diéxido
de silicio y maltodextrina se ha indicado que podria reducir la degradaciéon de

polifenoles (Georgetti et al., 2008).

Tabla IV.1.1. Concentracidn (mg/g) de los principales compuestos fendlicos individuales en los
extractos fendlicos de uva estudiados.

Extractos
L1 L2 L3 L4
Acidos fenélicos
Acido gélico - 2,8610.43 12,24+2,61 4,0610,54
Acido elagico 5,64+0,65 6,01+1,52 8,57+0,36 4,13%0,19
Flavanoles
Catequina 0,28+0,07 0,37+0,16 1,72+0,35 0,19+0,01
Epicatequina 1,03+0,25 1,10+0,59 1,57+0,15 1,29+0,27
Procianidinas dimeras 3,35+0,18
Flavonoles
Quercetina 3-0-glucurdnido - 0,23+0,00 0,24+0,00 0,23+0,00
Miricetina 0,26%0,01 0,25+0,01 0,37+0,17 0,25+0,00
Quercetina 0,34+0,03 0,30+0,03 0,86+0,01 0,33+0,01
Kaempferol 0,16x0,00 0,16+0,00 0,30+0,02 0,17+0,00
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Figura IV.1.1. Cromatogramas de HPLC del extracto L3 registrados a 280 nm (para acidos
fendlicos y flavanoles; parte superior) y 370 nm (para flavonoles; parte inferior). Abreviaturas:
GA, acido gdlico; EA, acido elagico; C, catequina; EC, epicatequina; PD, procianidina dimera;
GlcA, 3-O-glucurdnido; Glc, 3-0-glucdsido; M, miricetina; Q, quercetina; K, kaempferol.
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Tabla IV.1.2. Compuestos fendlicos identificados en los extractos de uva y datos de HPLC-DAD-
ESI/MS (tiempo de retencion, longitud de onda de absorcién maxima, ion pseudomolecular e
iones de fragmentos MS?).

. - Tr Amax M-H] lones de fragmentos
Compuesto identificado (min) (hm) [(m/z; (m/zg)
Acidos fendlicos
Acido gélico* 10,7 272 169 125
Acido elégico* 34,7 294, 358 301 256, 185
Flavonoles
Miricetina-3-0O-glucurénido 12,6 356 493 317
Miricetina-3-0O-glucdsido 12,9 356 479 317
Quercetina-3-0-glucosido* 16,4 354 463 301
Quercetina-3-0-glucurénido* 16,7 356 477 301
Kaempferol-3-O-glucurdénido 18,01 348 461 285
Miricetina* 20,8 372 317 179, 151, 137
Quercetina* 24,8 372 301 179, 151
Kaempferol* 28,5 363 285 151
Flavan-3-oles
Procianidina dimera 1 20,1 280 577 451, 425, 407, 289, 287
Catequina* 22,1 280 289 245,203, 137
Procianidina dimera 2 25,3 280 577 451, 425, 407, 289, 287
Epicatequina* 27 280 289 245, 205, 151, 137

* |dentificacidon confirmada por comparacién con compuestos estandar.

Tabla 1V.1.3. Antocianos detectados en los extractos de uva y datos de HPLC-DAD-ESI/MS
(tiempo de retencion, longitud de onda de absorcion maxima en la regién visible, ion
molecular e iones de fragmento MS?).

Antocianos Tr Amax M]* lones de fragmentos
(min) (nm) (m/z) (m/z)
Delfinidina-3-0-glucdsido* 8,56 524 465 303
Cianidina-3-0O-glucdsido * 15,5 516 449 287
Peonidina-3-0-glucdsido * 19,8 517 463 301
Malvidina-3-0O-glucésido * 20,1 527 493 331
Carboxipiranomalvidina-3-0O- 26,8 510 561 399

glucésido (vitisina A)
Cumaroil-vitisina A 40,8 514 707 399
* ldentificacion confirmada por comparacién con compuestos estandar.
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4.1.3 Capacidad antioxidante in vitro de los extractos fendlicos de uva

Los compuestos fendlicos totales extraibles en los extractos estudiados oscilaron
entre 26,8 equivalentes de 4acido galico (EAG)/g (L2 y L4) y 71,8 EAG/g (L3),
determinados mediante el método Folin-Ciocalteu (Tabla IV.1.4). Al igual que en el
estudio de la composicidn fendlica individual analizada por HPLC el extracto mas rico
en compuestos fendlicos era el L3.

Tabla 1V.1.4. Concentracion de polifenoles totales en los diferentes extractos ensayados,

determinada con el reactivo de Folin-Ciocalteu y expresada en equivalentes de acido galico
(EAG).

Extractos

L1 L2 L3 L4

Polifenoles totales

7,44 26,7 71 2
(mg EAG/g peso seco) 37, 6,79 ,80 26,80

La capacidad antioxidante in vitro de los cuatro extractos se evalué mediante los
ensayos FRAP y ABTS (Tabla IV.1.5). El ensayo ABTS mide la capacidad que posee un
compuesto para captar el radical cation ABTS"" (Re et al., 1999). El ensayo FRAP evalua
la capacidad que poseen los compuestos antioxidantes de reducir Fe** a Fe?, por lo

tanto, determina su capacidad reductora (Benzie y Strain, 1996).

Tabla IV.1.5. Capacidad antioxidante en los extractos fendlicos estudiados. Los datos se
expresan como media + desviacidon estandar. Los valores de capacidad antioxidante dentro de
una columna seguidos de letras diferentes son significativamente diferentes mediante ANOVA
de un factor (* p <0,05). Las muestras se analizaron por triplicado y los resultados se expresan
como valores TEAC, definidos en este caso como umol de equivalentes de Trolox (ET) por g de
muestra.

ABTS FRAP

(umol ET/g de extracto seco) (umol ET/g de extracto seco)

L1 420+10° 220+20°
L2 400+20° 170+020°
L3 840+20° 530+60°
L4 300+50° 110+10°
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Los valores de capacidad antioxidante obtenidos con el ensayo FRAP en los
distintos extractos estuvieron comprendidos entre 110 a 530 umol ET/g. El extracto L3
presentaba la mayor capacidad reductora seguido por los extractos L1, L2 y L4. La
capacidad de captacién del radical de ABTS™ oscilé entre 300 y 840 umol ET/g,
siguiendo el mismo orden de actividad entre las muestras que para los polifenoles
totales (L3> L1> L2> L4). En todos los extractos, se encontraron valores TEAC mas altos
en el ensayo ABTS, que se lleva a cabo a pH 7,4, que en el ensayo FRAP, que tiene lugar
a un pH de 3,6. Estos resultados estarian de acuerdo con las observaciones de Muzolf
et al. (2008), que indican que la actividad captadora de radicales de los polifenoles
aumenta con el pH del medio, debido a un aumento en la capacidad de donacién de
electrones tras desprotonacién. La capacidad antioxidante de los extractos se podria
explicar por su composicion fendlica. De hecho, se observé una buena correlacidon
entre el contenido fendlico total determinado con el reactivo de Folin-Ciocalteu y los
valores de la capacidad antioxidante de los extractos estudiados (r = 0,98 + 0,02). Dicha
correlacién parece légica, ya que el método de Folin-Ciocalteu es en realidad una
medida del poder reductor de una muestra mas que una determinacién especifica de
polifenoles. Sin embargo, las diferencias entre los resultados de los cuatro extractos no
deberian solo atribuirse a su contenido total de polifenoles sino también a su
composicidn fendlica cualitativa, ya que la capacidad de captacidn de radicales libres y
de quelacién de metales estan influidos por el nUmero de grupos -OH y su posicién en

los anillos aromaticos (Hogan et al., 2009).

Otros estudios con extractos obtenidos a partir de subproductos de vinificacién
también encontraron resultados relevantes de capacidad antioxidante (Gonzalez-
Paramas et al., 2004; Rockenbach et al., 2011). Sin embargo, la comparacién con los
datos de otros autores es dificil debido a los diferentes métodos analiticos, estandares
utilizados, modos de expresién (unidades, base de materia seca o humeda), variedad
de uva y metodologia de extraccion empleados en cada caso. A pesar de estas
dificultades, los resultados de la capacidad antioxidante obtenidos en este trabajo
serian del mismo orden de magnitud o ligeramente mas altos que algunos de los
publicados previamente en la literatura. Por ejemplo, en un estudio de la actividad

antioxidante de orujo de uvas tintas de las variedades Cabernet Sauvignon, Merlot,
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Bordeaux e Isabel, realizado por Rockenbach et al. (2011), se obtuvieron valores TEAC
medios que oscilaron entre 193 y 485 umol ET/g utilizando el método ABTS y 117-249
umol ET/g mediante el método FRAP.

4.1.4 Efectos de los extractos fenodlicos de uva en la resistencia de C. elegans al estrés

Tras la obtencién de los resultados de capacidad antioxidante in vitro se quiso
comprobar los efectos de los extractos en un organismo in vivo, para lo que se empled
C. elegans como organismo modelo. Para ello se evalud si el tratamiento con los
extractos fendlicos de uva influia en la resistencia del nematodo frente al estrés
oxidativo inducido térmicamente. El estrés térmico (35 °C, 8 h) se aplicé los dias 5y 12
de adulto tras cultivar los gusanos hasta ese momento en ausencia (controles) y

presencia de diferentes concentraciones (desde 100 a 1000 pug/mL) de los extractos.

Como se muestra en la Figura IV.1.2, tras el estrés térmico, se observé en general
un aumento en la tasa de supervivencia en los gusanos tratados en comparacion con
los gusanos control, aunque la concentracion que producia el maximo aumento en la

supervivencia variaba dependiendo del extracto.
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Figura IV.1.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 8
h) los dias 5 y 12 de adulto tras ser tratados con diferentes concentraciones de los extractos
L1, L2, L3 y L4 frente a gusanos sin tratamiento. En cada caso, se realizaron tres experimentos
independientes. Los resultados representan la media + SEM. Las letras indican diferencias
significativas entre los diferentes grupos (p <0.05) mediante la Prueba Chi Cuadrado.

Con el extracto L3, la tasa de supervivencia aumentaba significativamente
(p<0.05) en gusanos estresados térmicamente que habian sido tratados con 100 pg/mL
y 250 pg/mL de extracto, pero disminuyd con la concentracion de 1000 pg/mL, en
relacion con los gusanos no tratados. Sin embargo, las concentraciones mas bajas de
los extractos L1, L2 y L4 (100 pg/mL) no aumentaban la supervivencia, aunque si a la
concentracién de 250 pg/mL, si bien en el caso de L2 y L4 el aumento en la tasa de
supervivencia solo era significativo en los gusanos sometidos a estrés térmico a dia 12

de adulto. Estos resultados podrian explicarse por la diferente concentracién de
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compuestos fendlicos existente en los distintos extractos, ya que los distintos extractos
tienen contenidos diferentes de polifenoles, por lo que una misma concentracién de
extracto supone una cantidad diferente de compuestos fendlicos en las placas de
cultivo, como se puede comprobar en la Tabla IV.1.6. De este modo, parece que la
proteccion frente al estrés oxidativo se produciria hasta una cierta cantidad de
polifenoles en el medio de cultivo que, en el caso de los extractos estudiados, se
situaba en torno a 7-9 ug de EAG por placa, niveles a los que se observaba la mdxima
tasa de supervivencia. Sin embargo, niveles mdas elevados conducirian a efectos
perjudiciales.

Tabla IV.1.6. Cantidades de compuestos fendlicos incorporadas a las placas de cultivo con las
diferentes concentraciones de cada extracto, calculadas teniendo en cuenta las

concentraciones de polifenoles totales en los mismos determinadas con el reactivo de Folin-
Ciocalteu.

Cantidad de polifenoles por placa

Concentracion de

extracto en la placa L1 L2 L3 L4
100 pg/mL 3,74 ug EAG 2,68 ugEAG 7,13 ugEAG 2,68 ug EAG
250 pg/mL 9,36 ugEAG 6,70 ug EAG 17,83 pg EAG 6,70 ug EAG
1000 pg/mL - 26,79 ug EAG 71,30 pug EAG -

Resultados similares se encontraron en un estudio llevado a cabo con extractos
de orujo de uva Zalema, donde también se observaba que la resistencia de C. elegans
frente el estrés térmico mejoraba cuando los nematodos crecian en presencia de las
concentraciones mas bajas del extracto analizado en ese caso 100 pug/mL mientras que
concentraciones mas altas (300 pg/mL) producian una disminucién de la supervivencia
del gusano (Jara-Palacios et al., 2013), aunque en ese trabajo no se hacia referencia a
la cantidad de polifenoles correspondiente a las distintas concentraciones de extracto
evaluadas. Otros autores realizaron observaciones similares con extractos ricos en
polifenoles obtenidos de diferentes fuentes, como té (Xiong et al.,, 2014), cacao
(Martorell et al.,, 2011), flavonoides aislados (Surco-Laos et al., 2012; Pietsch et al.,
2011; Duefias et al., 2013) y acido eldgico y acido tanico (Saul et al., 2011). Estos

resultados parecen indicar una respuesta hormética a la concentracion de polifenoles,
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es decir la existencia de efectos opuestos inducidos por dosis bajas y altas de un
mismo agente quimico, biolégico o fisico en un organismo. En este sentido, se ha
propuesto que los polifenoles a bajas concentraciones en un sistema biolégico podrian
comportarse como agentes estresantes ligeros, de modo que, al producir cierto grado
de estrés oxidativo, activarian las defensas antioxidantes enddgenas conduciendo a
una mayor citoproteccién (Halliwell, 2008; Tang y Halliwell, 2010). Se sabe que algunas
de estas sustancias pueden dar lugar en su proceso metabdlico a la formacion de
guinonas con capacidad pro-oxidante. Como resultado, estos limitados niveles basales
de pro-oxidantes generados en la oxidacion y metabolismo de los compuestos
fendlicos, como los que se alcanzarian con ingestas dietéticas normales, podrian ser
beneficiosos al organismo (Halliwell, 2008). Por el contrario, la exposicion a
concentraciones elevadas de polifenoles provocaria dafio al superar la capacidad
antioxidante del sistema. En todo caso, para evaluar adecuadamente los efectos
observados por el tratamiento con polifenoles, es necesario tener en cuenta no solo la
concentracion fendlica total, sino también el tipo de compuestos presentes en cada
caso. El acido gélico y el 4cido eldgico son los compuestos mayoritarios en los extractos
(Tabla IV.1.1), aunque con diferente distribucién en cada caso (Figura 1V.1.3). La
influencia de ambos 4acidos sobre la resistencia al estrés térmico y oxidativo en C.
elegans fue previamente estudiada por Saul et al. (2011), quienes encontraron que el
acido elagico no era capaz de mejorar la proteccion frente al estrés térmico con
ninguna de las concentraciones evaluadas, mientras que provocaba efectos adversos a
niveles elevados (300 uM). Sin embargo, el acido gdlico mejoraba la resistencia al
estrés térmico tanto a bajas concentraciones (de 100 a 300 uM, aunque no
significativamente) como a altas dentro de las ensayadas. Concretamente los gusanos
tratados con 400-800 uM de acido galico mostraban un porcentaje de supervivencia de
un 160 % comparado con el 100 % de supervivencia de los gusanos control. Teniendo
en cuenta esas observaciones, se puede especular que las diferentes cantidades de
estos acidos en las placas de cultivo, determinadas por la concentracién fenélica y la
distribucién del compuesto en cada extracto, podrian también contribuir a explicar el

diferente comportamiento observado en los distintos ensayos de este trabajo.
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Figura IV.1.3. Porcentajes de distribucién de los principales compuestos fendlicos
determinados en los extractos fendlicos de uva estudiados.

Otros compuestos presentes en los extractos que también se han relacionado
con efectos saludables son los flavan-3-oles (Lewandowska et al., 2013; Davison y
Howe, 2015; Okamoto et al.,, 2016). En las muestras estudiadas, este grupo
representaba aproximadamente un 13-22 % de los polifenoles determinados
dependiendo del extracto (Figura 1V.1.3). Mientras que catequina y epicatequina
estaban presentes en todos los extractos, solo se encontraron procianidinas dimeras
en L3 (Tabla IV.1.1). Existen varios estudios donde se ha evaluado la influencia de
flavan-3-oles en la resistencia al estrés en C. elegans, ya sea como compuestos puros o
como componentes principales de extractos obtenidos de cacao o té verde. Asi, se
encontrd que las catequinas eran capaces de producir un aumento en la resistencia del
gusano frente a estrés térmico y oxidativo (Saul et al., 2009 y 2011; Surco-Laos et al.,
2012). Igualmente, gusanos tratados con extractos de té verde mostraban un aumento
en la tasa de supervivencia tras estrés oxidativo inducido quimicamente con juglona
(Abbas y Wink, 2014), y el tratamiento con extractos de cacao conducia a una mayor

proteccion de C. elegans frente a estrés oxidativo (Martorell et al., 2011).

Los flavonoles eran menos abundantes en las muestras estudiadas,
representando alrededor del 8 % del total de polifenoles (Figura 1V.1.3). También
existen diferentes trabajos publicados con varios compuestos pertenecientes a este
grupo, y particularmente quercetina, flavonol mayoritario en las muestras estudiadas,

gue se vio que es capaz de inducir un aumento en la tasa de supervivencia de C.
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elegans sometido a estrés térmico y oxidativo (Pietsch et al., 2011; Surco-Laos et al.,

2011).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, cabe considerar que los efectos observados
en el presente estudio deben interpretarse no solo en funcidén de los niveles de
polifenoles totales a los que son expuestos los gusanos, sino también por la cantidad y
distribucién de los diferentes compuestos fendlicos presentes en los extractos, asi
como las posibles sinergias entre ellos. Por otro lado, si comparamos los efectos
protectores de los extractos evaluados en los dos dias de desarrollo estudiados, es
destacable que dichos efectos parecen ser mas acusados en los gusanos de edad mas
avanzada (12 dias de adulto) que en los adultos mas jovenes (dia 5). Asi, por ejemplo,
el aumento en la tasa de supervivencia respecto a los individuos control que produjo el
extracto L2 con la concentracién de 250 pg/mL pasé de un 7 %, cuando el estrés se
aplicaba el dia 5 de adulto, a un 19 %, cuando el estrés se aplicaba a dia 12.
Igualmente, el extracto L3 a una concentracion de 100 pg/mL indujo un aumento en la
tasa de supervivencia del 26 % el dia 5 y del 36 % el dia 12. Observaciones similares
fueron realizadas anteriormente por nuestro grupo en ensayos con catequinas
aisladas, donde también se encontraba un aumento de la resistencia frente a estrés
oxidativo inducido térmicamente y con juglona mas acentuado en gusanos de edad

mas avanzada (Surco-Laos et al., 2012).

4.1.5 Efectos de los extractos fendlicos de uva en longevidad de C. elegans

Los estudios de longevidad se llevaron a cabo solamente con los extractos L2 y
L3, ya que presentaban respectivamente la concentracién mas baja y mas alta de
polifenoles totales calculados segun el indice de Folin-Ciocalteu. Concretamente, los
ensayos se realizaron a una concentracion de 100 pug/mL con el extracto L3 (7,13 pg
EAG/placa) y de 250 pg/mL para L2 (6,70 ug EAG/placa) en el medio de cultivo, ya que
esas cantidades de polifenoles eran las que mostraban mayor efecto protector con

relacién a estrés térmico, como se ha discutido anteriormente.

La Figura IV.1.4 muestra las curvas de supervivencia de los gusanos cultivados a
20 °C en presencia de los extractos L2 y L3 y de los gusanos control (sin tratamiento).

En la Tabla IV.1.7 se recogen los datos de la vida media calculados segun el analisis
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estadistico de Kaplan-Meier, asi como el valor de vida maxima calculada como el
promedio de duracion de vida del 10 % de la poblacién mds longeva. Como se puede
comprobar, el tratamiento con el extracto L2 aumento significativamente (p < 0,01) la
vida media y maxima de los gusanos (15,6 dias y 19,5 dias respectivamente) respecto a
los individuos control (14,3 dias y 17,7 dias). Sin embargo, en el tratamiento con L3
solo se observaba un aumento significativo (p < 0,05) en la duracién mdéxima de vida
(19,1 dias), pero no en la vida media de los gusanos (14,2 dias), a pesar de ser el
extracto que mas influencia habia mostrado en los estudios previos de resistencia al
estrés inducido térmicamente. Estos resultados parecen sugerir que el extracto L2
tiene mayor efecto en los gusanos cultivados en condiciones normales, mientras que el
L3 seria mas efectivo en condiciones de estrés, lo cual esté posiblemente relacionado
con la composicion fendlica de cada uno de ellos.

Tabla IV.1.7. Influencia de los extractos L3 (100 pg/mL) y L2 (250 pg/ mL) sobre la duracién de

vida de C. elegans en condiciones normales de crecimiento a 20 °C. Resultados expresados
como media * desviacién estandar (n=3).

Tratamiento Vida media p vs Control  Vida maxima 10 % p vs Control
(dias) (log-rank) (dias)* Anova
Control 14,3+0,30 17,7 £ 1,26
L3 100 pg/mL 14,2 £ 0,35 0,96 19,1+1,52 0,047
L2 250 pg/mL 15,6 +0,18 0,00 19,5+1,41 0,007

* Duracidn maxima de vida calculada como la media de la duracién de vida del 10 % de individuos
mas longevos de cada poblacién
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Figura 1V.1.4. Curvas de supervivencia de C. elegans cultivados en presencia y ausencia
(control) de los extractos L2 (250 pg/mL) y L3 (100 pg/mL).
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No se ha encontrado informacién en la literatura sobre la influencia de extractos
de polifenoles de uva en la longevidad de C. elegans. Como se indicd anteriormente,
Saul et al. (2011) estudiaron los efectos en la resistencia a estrés, longevidad y
capacidad antioxidante en C. elegans de diferentes compuestos fendlicos individuales
(acido téanico, acido galico, acido eldgico y catequina), algunos de los cuales estaban
presentes en nuestros extractos. Ese estudio mostraba que, a pesar de que todos esos
compuestos podian prolongar la vida media de los nematodos, el modo de accién de
cada uno era diferente. Asi, el acido tanico y el acido eldgico aumentaban
significativamente la vida media a dosis bajas, pero actuaban de manera hormética,
mostrando efectos perjudiciales cuando los ensayos eran llevados a cabo con las
concentraciones mas altas del rango evaluado (50 a 400 uM en el medio de cultivo).
Sin embargo, el acido gélico y la catequina conducian a un aumento en la longevidad
en un amplio intervalo de concentraciones (100 a 800 uM), sin que se observaran
efectos téxicos a ninguna concentracién. Era destacable que el compuesto que mas
aumentaba la longevidad fuera el acido tanico, uno de los que ejercia una respuesta
hormética en la supervivencia del gusano bajo condiciones de estrés. Por otra parte,
en su estudio Saul et al. (2011) no observaron correlacién entre la capacidad
antioxidante (mejora de la resistencia a estrés térmico y oxidativo) de los compuestos

evaluados y el aumento de longevidad.

Los extractos L2 y L3 de nuestro estudio presentaban acidos fenélicos como
compuestos mayoritarios, representando respectivamente el 78 % y el 71 % de todos
los compuestos determinados, seguidos de flavan-3-oles (13 % y 23 %) y flavonoles (8
% vy 6 %) (Tabla IV.1.1 y Figura 1V.1.3). Sin embargo, mientras que el acido elagico era
mayoritario en L2 (53 % del total de polifenoles analizados), el acido galico lo era en el
extracto L3 (42 % del total de polifenoles). De este modo, de acuerdo a las
observaciones de Saul et al. (2011), los efectos beneficiosos sobre la longevidad de C.
elegans observados con el extracto L2 (250 pg/mL) podrian estar relacionados con su
riqueza en acidos fendlicos, especialmente del acido eldgico, mientras que la mayor
resistencia frente el estrés térmico inducido por L3 podria deberse a su mayor

contenido de 4cido gélico y flavan-3-oles (catequinas y procianidinas).
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Los estudios con catequinas han aportado diferentes resultados sobre la
influencia de estos estos compuestos en la longevidad de C. elegans. Mientras que
algunos autores (Saul et al., 2009; Bartholome et al., 2010; Saul et al., 2011)
encuentran un aumento en la vida media de los gusanos tratados con catequina o
epicatequina (concentraciones en el intervalo de 100 a 800 uM en el medio de cultivo
segln el estudio), otros no observan efectos significativos sobre longevidad en el
gusano (Sunagawa et al., 2011; Surco-Laos et al., 2012). En todo caso, a pesar de no
haber influencia en la vida media en los gusanos tratados con epicatequina (200 uM),
Surco-Laos et al. (2012) si encontraron un aumento en la duracién maxima de vida
determinada como la media de vida del 10 % de la poblacién mds longeva, lo que esta
en consonancia con los resultados obtenidos para el extracto L3. Respecto a los
flavonoles, grupo minoritario de compuestos fendlicos en nuestras muestras, diversos
estudios recogidos en la bibliografia coinciden en sefialar que el tratamiento con
guercetina, isoramnetina, miricetina o kaempferol conduce a un aumento en la vida
media de los nematodos (Pietsch et al., 2011; Surco-Laos et al., 2011; Griinz et al.,
2012). Ademas, en el caso de quercetina se ha descrito una respuesta hormética
(Duefias et al., 2013), lo que también podria respaldar, al menos en parte, las

observaciones realizadas en este trabajo.

4.1.6 Comentarios finales

Los extractos secos de polifenoles de uva empleados en este trabajo fueron
obtenidos a partir de subproductos de vinificacién por una combinacion de procesos
de extraccién y secado con vistas a mejorar sus caracteristicas de solubilizacion y
estabilidad. Todos los extractos se caracterizaron por contener compuestos fendlicos
pertenecientes a los grupos de acidos fendlicos, flavan-3-oles y flavonoles, aunque con

diferente distribucién y contenido de polifenoles totales en cada caso.

Todos los extractos ensayados mostraron capacidad para aumentar la resistencia
frente al estrés oxidativo inducido térmicamente en C. elegans, aunque de manera
diferente en funcién de su contenido fendlico, detectdndose una respuesta de tipo
hormético, ya que bajas concentraciones relativas producian efectos beneficiosos

mientras que niveles mas altos resultaban perjudiciales. Los mayores efectos
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protectores se observaron para concentraciones de extractos en los medios de cultivo
que aportaban entre 7 y 9 ug de polifenoles totales (expresados como equivalentes de
acido galico). Otro aspecto interesante observado era que los extractos producian una
mejora en la resistencia a estrés mas acentuada en gusanos de mayor edad (dia 12)
que en adultos jovenes (dia 5). Por otro lado, la mejora inducida en la resistencia al
estrés no parecia estar estrictamente relacionada con la capacidad de los extractos
para aumentar la vida media del gusano, ya que ésta no aumentaba por el tratamiento
con el extracto mds activo (L3) en estrés térmico, aunque éste si fue capaz de
aumentar la duracién mdaxima de vida, lo que también podria sugerir una mayor

proteccion en individuos de mayor edad.

Los efectos observados en los estudios realizados no deben interpretarse
solamente como derivados de las concentraciones fendlicas ensayadas, sino también
en funcidon de la composicion de los extractos, ya que existen diferencias en la

distribucién de los distintos compuestos fendlicos presentes en cada caso.
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4.2 Estudios con epicatequina

4.2.1 Introduccion

Los flavan-3-oles, como epicatequina y catequina y sus oligédmeros las
procianidas, son un grupo de flavonoides que representa una clase principal de
metabolitos secundarios de las plantas. Estos compuestos estdn comunmente
presentes en la mayoria de las plantas superiores, y su alto contenido en algunas
plantas ampliamente consumidas, como Vitis vinifera (uvas y vino de uva), Camellia
sinensis (té), Theobroma cacao (cacao) y en la mayor parte de los vegetales, hacen que

sean muy abundantes en la dieta humana.

El consumo de estos compuestos se ha relacionado con una reduccién en la
incidencia de algunas enfermedades crénicas como las cardiovasculares, diabetes,
algunos tipos de céncer, y enfermedades neurodegenerativas (Scalbert et al., 2005;
Schroeter et al., 2006). Sin embargo, la contribucién real de estos compuestos en el
mantenimiento de la salud y los mecanismos a través de los cuales los distintos

flavonoides ejercen su actividad biolégica siguen sin esclarecerse.

Clasicamente, sus efectos bioldgicos se han explicado por sus propiedades
antioxidantes y captadoras de radicales libres, conclusiones obtenidas en su mayoria a
través de ensayos in vitro. Sin embargo, actualmente no esta claro si otros mecanismos
de accién contribuyen y si éstos son alun mas importantes que su capacidad de
eliminacion directa de radicales libres (Koch et al., 2014). Entre los mecanismos de
accién propuestos, se ha visto que los flavan-3-oles pueden afectar a diferentes rutas
de sefalizacidon celular, modular las caracteristicas de la membrana celular y las
funciones de los receptores, alterar el entorno celular redox, influir en la expresion
génica, en la actividad proteica y en el metabolismo (Middleton et al., 2000; Schroeter

et al., 2006).

El envejecimiento es un proceso degenerativo que esta recibiendo una mayor
atencidn en los ultimos afios. Las uUltimas teorias sugieren que se trata de un proceso
multicausal que a menudo se asocia con un aumento del estrés oxidativo que conduce
a dafio celular, asi como a mutaciones genéticas debido a factores ambientales,

genéticos y de desarrollo (Kenyon, 2005 y 2010; Lapointe y Hekimi, 2010).
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El estrés oxidativo se ha descrito como un desequilibrio entre la produccion de
cantidades excesivas de especies reactivas de oxigeno (ROS) y su capacidad de
eliminacidn por los sistemas antioxidantes de proteccion enddgena, lo que lleva a una
acumulacién de dafio oxidativo en una variedad de biomoléculas, como enzimas,
proteinas, ADN vy lipidos (Ames et al., 1993). Por otro lado, se ha descubierto que
fisiolégicamente las ROS son necesarias para la transduccién de sefiales, la regulacion
genética y la regulacién redox, lo que implica que su eliminacién completa seria

perjudicial (Sohal y Orr, 2012).

Como se ha indicado en la introduccién, C. elegans es un modelo excelente para
estudiar los mecanismos del envejecimiento debido a su corta vida media, su tiempo
de generacién rapido, la existencia de una amplia variedad de herramientas genéticas
y moleculares y porque sus rutas genéticas estan bien definidas (Guarente y Kenyon,
2000; Tissenbaum, 2015). Las rutas celulares y moleculares de C. elegans estan
ampliamente conservadas en relacién con los mamiferos, incluidos los humanos. La
comparacion del genoma entre humanos y C. elegans confirmé que muchos de los
genes humanos y las vias que participan en el desarrollo de enfermedades estan
presentes en el gusano (Silverman et al., 2009). El empleo de C. elegans en este trabajo
permite estudiar los efectos de los flavonoides en un organismo multicelular
considerando la complejidad de los mecanismos de accién que tienen lugar en un
organismo vivo. Por lo tanto, como ya otros autores han apuntado (Koch et al., 2014),
el uso de C. elegans ofrece posibilidades prometedoras para estudiar la influencia de
compuestos secundarios de plantas, como los flavonoides, en el proceso de

envejecimiento y la salud humana.

Con el fin de tratar de elucidar los mecanismos de accién a través de los cuales
los flavonoides ejercen sus efectos, en esta parte de la tesis nos hemos centrado en el
estudio de la influencia de la epicatequina (EC), principal flavan-3-ol mondémero de la
dieta, en la ruta de sefializacion de la insulina/IGF-I, ya que es una ruta altamente
conservada que regula el envejecimiento, el metabolismo y la resistencia al estrés.
Ademas, los componentes de esta ruta son candidatos que podrian proporcionar un
importante punto de partida para entender las causas del envejecimiento a nivel

molecular (Kenyon, 2005; Schuster et al.,, 2010). Asimismo, estudios previos han
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demostrado que diferentes compuestos fendlicos como acacetina (Asthana et al.,
2016), quercetina (Pietsch et al., 2009), epigalocatequina-3-0-galato (EGCG) (Zhang et

al., 2009), o miricetina (Blichter et al., 2013) parecen influir en esta ruta.

Teniendo en cuenta los antecedentes descritos, el objetivo de este capitulo ha
sido por un lado evaluar el estatus oxidativo en C. elegans a través del estudio de
diferentes biomarcadores (produccion de ROS, lipidos peroxidados y proteinas
carboniladas) que podrian ser modificados tras el tratamiento con EC y, por otro lado,
estudiar la influencia de la ruta de la insulina (lIS) en la resistencia frente al estrés
oxidativo tras el tratamiento con EC a través de un analisis genético empleando los
mutantes principales de dicha ruta (daf-2, age-1, daf-16, akt-1, akt-2;sgk-1, hsf-1, skn-
1y daf-18). Ademas, se ha estudiado la expresion de algunos genes relacionados con
resistencia al estrés y longevidad, como daf-16, skn-1, hsf-1, hsp-16.2, hsp-70, sod-3 y
gst-4 mediante RT-gPCR y/o por cuantificacién de la intensidad de fluorescencia de

GFP en condiciones normales y condiciones de estrés.

4.2.2 Efectos bioldgicos de epicatequina

4.2.2.1 Estrés térmico

En un estudio previo de nuestro grupo (Surco-Laos et al., 2012) se demostré que
la exposicion de la cepa silvestre N2 de C. elegans a diferentes catequinas (catequina,
epicatequina, 3’-O-metilepicatequina y 4’-O-metilepicatequina) a una concentraciéon
de 200 pM, mejoraba la tolerancia al estrés térmico (35 °C, 8 h) y al estrés
guimicamente inducido mediante juglona, en etapas tempranas del desarrollo (primer
y sexto dia de adulto), con efectos protectores relativamente mayores en los gusanos
de mas edad (sexto dia) que en los jévenes. En el caso del tratamiento con EC (200
uM), el primer dia de adulto, el aumento observado en el porcentaje de supervivencia
pasé de un 78,6 % en gusanos control a un 97,6 % en los que habian sido cultivados en
presencia de EC, siendo el tratamiento con EC el que ejercia un mayor efecto protector
de todas las catequinas estudiadas. En el 62 dia de adulto, la EC produjo un incremento
de la supervivencia desde un 56,2 % en los gusanos no tratados a un 89,2 % en los
gusanos tratados. Sin embargo, a dia 6 el mayor efecto protector era observado con

los derivados metilados de epicatequina, con porcentajes de supervivencia de un 99 %.
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Resultados similares fueron obtenidos por Saul et al. (2009) en estudios realizados en
gusanos tratados con catequina 200 uM y sometidos a estrés térmico en el 62 dia de
adulto, encontrando que el tratamiento con este flavanol mejoraba la tolerancia de C.

elegans al estrés.

En el presente trabajo se planted completar el estudio de termotolerancia
realizado por Surco-Laos et al. (2012) aplicando el estrés térmico (8 h, 35 °C) en etapas
mas avanzadas de la vida del gusano (dias 10 y 17 de adulto), con el objeto de
establecer si un mayor tiempo de exposicién a EC (200 uM) mejoraba la resistencia de
los gusanos al estrés y si el efecto era mayor al tratarse de gusanos de mayor edad

cuyas defensas naturales previsiblemente estaran mas afectadas.

Al igual que en los estudios anteriores, se encontré que el tratamiento con EC
aumentaba significativamente la supervivencia de los nematodos sometidos a estrés
térmico con respecto a los controles no tratados con EC. Como puede observarse en la
Figura IV.2.1, en los ensayos en los que el estrés se aplicaba el dia 10 de adulto los
porcentajes de supervivencia aumentaban significativamente, pasando de un 30 % de
supervivencia en los gusanos control al 48 % en los que habian sido cultivados en
presencia de EC (Figura IV.2.1A). De la misma manera, cuando el estrés era aplicado a
dia 17 de adulto, el tratamiento con EC aumentaba las tasas de supervivencia desde un
porcentaje de 40 % en gusanos control a un 55 % en gusanos tratados con EC (Figura
IV.2.1B). En ambos casos los datos eran el resultado de 3 ensayos independientes

realizados con una poblacion de 100 gusanos por tratamiento.
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Figura IV.2.1. Porcentaje de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 8 h)
los dias 10 y 17 de adulto tras ser tratados con EC frente a gusanos sin tratamiento (control).
En cada caso, se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados representan la
media * SD. La significacidon estadistica se calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p <0.05).

Los resultados obtenidos con relacidon al aumento en las tasas de supervivencia
no parecen apuntar que los efectos protectores de EC sean mayores en gusanos de
mas edad que en adultos jovenes, comparando con los resultados obtenidos en el
estudio anterior (Surco-Laos et al., 2012). Sin embargo, un aspecto a tener en cuenta
en los ensayos ahora realizados es que en etapas mdas avanzadas (dias 10 y 17 de
adulto) la poblacién de gusanos ya se encuentra seleccionada por efecto de la edad,
estando formada posiblemente por los individuos con fenotipo mas resistente, una
circunstancia que conferiria especial relevancia a los significativos aumentos

encontrados en el porcentaje de supervivencia inducida por EC.

En el mencionado estudio de nuestro grupo de investigacién (Surco-Laos et al.,
2012) también fue estudiado el efecto de las catequinas sobre longevidad. Los
resultados mostraron que, aunque EC (200 uM) no producia un aumento de la vida
media de los gusanos, si producia un aumento significativo de la vida maxima,
determinada como la vida media del 10 % de la poblacion mas longeva de cada
poblacion (Figura 1V.2.2). En esos ensayos, al evaluar la trayectoria de todos los
gusanos (n = 210) a lo largo de la vida hasta la muerte de toda la poblacidn, se
observaba que aproximadamente a partir del dia 13 la supervivencia era siempre

superior en los gusanos tratados con EC respecto al control. Esto podria sugerir que la
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exposicion continuada al flavonoide podria conferir una mejor adaptacion de su
organismo, favoreciendo una mayor duracién de vida, como se pone de manifiesto al

evaluar la vida maxima de la poblacién estudiada.
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Figura IV.2.2. Curva de supervivencia de la cepa silvestre N2 de C. elegans tratados EC.
Adaptado de Surco-Laos et al. (2012).

Resultados similares fueron descritos por Zhang et al. (2009) con relacién al
efecto de epigalocatequina-3-0O-galato (EGCG), principal catequina del té, sobre C.
elegans, ya que este compuesto aumentaba significativamente la supervivencia del
gusano bajo condiciones de estrés térmico u oxidativo, pero no extendia su vida media

bajo condiciones de cultivo normales.

4.2.2.2 Niveles intracelulares de ROS

Los organismos aerobios producen radicales libres enddgenos debido al
metabolismo del oxigeno molecular. Dentro de ellos, las especies reactivas de oxigeno
(ROS) son pequeiias moléculas que presentan uno o mas electrones desapareados en
su orbital mds externo y contienen al menos un atomo de oxigeno, lo que las hace
altamente reactivas. En los sistemas biolégicos la mayoria de las ROS celulares se
forman como un subproducto en la cadena de transporte de electrones de la
mitocondria, como por ejemplo la formacién del anién superdxido por la cesién de
electrones al oxigeno molecular. Pero también son formados por algunas enzimas,

como por ejemplo el superdxido liberado por oxidasas como la xantina oxidasa o

122



Resultados

NADPH oxidasa (Van Raamsdonk y Hekimi, 2010). Aunque hay moléculas altamente
reactivas como las especies reactivas de nitrégeno (RNS) y las especies reactivas de
cloro (RCS), los radicales libres mds conocidos son los metabolitos de oxigeno. Dentro
de éstos se encuentran el radical hidroxilo ("OH), el anién superdxido (0,7), el
peroxido de hidrégeno (H,0,), el oxigeno singlete (*0,), el radical alcoxilo (RO°), el
radical peroxilo (ROO®), el peroxinitrito (ONOQ') y el éxido nitrico (NO®) (Pavelescu,
2015).

Las ROS son bien conocidas por jugar un doble papel como especies perjudiciales
y beneficiosas. La sobreproduccion de ROS produce estrés oxidativo, un proceso
perjudicial que puede causar dafio en las estructuras celulares y modificar los lipidos
de las membranas, las proteinas y el ADN, y cuya acumulacidn se ha relacionado con
muchas enfermedades. Por el contrario, la generacion de ROS puede ser beneficiosa a
concentraciones bajas o moderadas, estando relacionadas con numerosas funciones
fisioldgicas en respuestas celulares, como por ejemplo por su implicacién en vias de
sefializacion celular, en la defensa contra agentes infecciosos o en la induccién de la

respuesta mitogénica (Valko et al., 2007).

La determinacién de ROS puede ser llevada a cabo por diferentes métodos
experimentales con diferente especificidad y sensibilidad. Sin embargo, el uso de
muchos de estos métodos ha sido criticado debido a su baja especificidad, al no
permitir la localizacién subcelular y a la existencia de artefactos (Dikalov y Harrison,
2014). Ademas, las actuales herramientas para medir ROS in vivo no permiten la
discriminacidn entre las respuestas de seializacidon y dafio o investigar cémo bajos
niveles de ROS median respuestas, probablemente transitorias e implicadas en

procesos reversibles de oxidacion (Miranda-Vizuete y Veal, 2017).

Actualmente, los métodos mas utilizados estan basados en la interaccion de las
ROS con compuestos quimicos para dar lugar a fluorescencia o quimioluminiscencia.
Para este trabajo se ha utilizado la sonda 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina-diacetato
(DCFH-DA). Este compuesto es un éster permeable que atraviesa las membranas
celulares y es hidrolizado enzimaticamente por esterasas intracelulares que eliminan
los grupos acetatos dando lugar a un compuesto no fluorescente, el DCFH (Wang vy

Joseph, 1999). En presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) el DCFH es oxidado
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a un compuesto fluorescente (DCF). Por lo tanto, el DCF intracelular puede ser usado
como un indice de los niveles intracelulares de ROS en gusanos individuales. Myhre et
al. (2003) indicaron que con este método en sistemas biolégicos se pueden detectar
varios ROS a los que el DCFH-DA es sensible: ONOO’, OH®, H,0, en presencia de
peroxidasas (ya que el H,0, solo no oxidaria al DCFH a DCF). Sin embargo, otros
compuestos como superdxido, NO, HOCl o O, no son detectables, ya que el DCFH-DA

no es oxidado por ellos.

En la actualidad este método sigue siendo comunmente utilizado por Ia
comunidad cientifica para la determinacién de ROS (Jara-Palacios et al., 2013, Paiva et
al., 2015; Sobeh et al., 2018), aunque tampoco estd exento de opiniones contrarias a
su uso. De hecho, existe una amplia bibliografia sobre su aplicacion (Myhre et al.,
2003; Chen et al., 2010; Labuschagne y Brenkman, 2013; Dikalov y Harrison, 2014;
Pavelescu, 2015). Labuschagne y Brenkman (2013) sefialan que la amplificacién de
artefactos con este método se limita bastante al trabajar con animales vivos en lugar
de con lisados. Aunque actualmente sigue existiendo controversia sobre su uso, sobre
todo por su especificidad, muchos autores estdn de acuerdo en que DCFH-DA es una
sonda util para el estudio del estado oxidativo de la célula en sistemas celulares y
sistemas biolégicos, apuntando que aunque podria usarse como una sonda para
algunos tipos especificos de la produccion de ROS, parece ser un marcador mas
adecuado para evaluar la produccidn total de ROS (Chen et al., 2010; Labuschagne y

Brenkman, 2013; Pavelescu, 2015).

En estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Gonzalez-Manzano et al.,
2012) se encontré que la exposiciéon de C. elegans a estrés térmico (2 h, 35 °C),
aplicado en el dia 62 de adulto, producia una elevacion en los niveles de ROS que no
era observada cuando los gusanos habian sido cultivados en presencia de EC (200 uM).
El tratamiento con EC no producia, sin embargo, cambios significativos en los niveles
de ROS cuando los gusanos no eran sometidos a estrés. Esos resultados apuntaban a
que la EC contrarrestaba el aumento de ROS inducido por el estrés, contribuyendo a

mantener éstos en niveles que podian considerarse “fisiolégicos”.

En el presente trabajo se procedid a realizar nuevos ensayos similares, donde se

median los niveles de ROS cada 2-3 dias a lo largo de la vida en una misma poblacién
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de C. elegans, cultivada en ausencia o presencia de EC (200 uM) y no sometida o
sometida a estrés térmico (2 h, 35 °C) previo a la determinaciéon de ROS (Figuras IV.2.3
y IV.2.4). El objetivo era determinar la influencia que podia tener sobre los niveles de

ROS un mayor tiempo de exposicion a EC.

A) C. elegans sin estrés

== Control
== EC

Unidades de Fluorescencia

Dias

Figura IV.2.3. Niveles de ROS intracelulares en una poblacidon de C. elegans cultivados en
presencia o ausencia de EC (200 uM) y no sometidos a estrés térmico. En cada caso, se
realizaron cinco experimentos independientes. Los resultados representan la media + SEM. La
significacidn estadistica se calculé mediante ANOVA de un factor (* p <0,05).

8 - B) C. elegans con estrés

7 A *
=fil=Control
6 - —t—EC

Unidades de Fluorescencia

Dias
Figura 1V.2.4. Niveles de ROS intracelulares en una poblaciéon de C. elegans cultivados en
presencia o ausencia de EC (200 uM) y sometidos a estrés térmico (2h, 35 °C) previo a la
determinacidn de ROS. En cada caso, se realizaron cinco experimentos independientes. Los
resultados representan la media + SEM. La significacion estadistica se calcul6 mediante ANOVA
de un factor (* p <0,05).
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Los resultados mostraron, como podria esperarse, un aumento en los niveles de
ROS a lo largo de la vida del gusano y una mayor concentracidon de éstos en gusanos
sometidos a estrés. Con relacidén al efecto de la EC se pudo observar que en los
individuos mas jovenes los niveles de ROS permanecian en valores similares o
ligeramente por debajo de los obtenidos en sus respectivos controles. Ambas
observaciones estarian de acuerdo con lo encontrado en los ensayos previos donde las
ROS se determinaban en el 62 dia de adulto (Gonzdlez-Manzano et al., 2012). Sin
embargo, a partir de aproximadamente el dia 9 de adulto esta tendencia se invertia,
manteniéndose los valores de ROS mas elevados en los gusanos cultivados en
presencia de EC que en sus controles correspondientes. Esta tendencia se observé
tanto en gusanos sometidos a estrés como en los no estresados, aunque el aumento

solo fue significativo en los sometidos a estrés.

Los efectos de los niveles de ROS sobre un organismo estan aun bajo discusion.
De acuerdo a la teoria de los radicales libres del envejecimiento, el dafio
macromolecular seria resultado de la produccion de especies téxicas reactivas de
oxigeno durante la respiracion celular (Harman, 1972). Sin embargo, aunque estd claro
gue el dafio oxidativo se incrementa durante el envejecimiento, estudios recientes
tanto en invertebrados (gusanos y moscas) como en mamiferos (ratones) apuntan a
que el estrés oxidativo podria no ser la causa de envejecimiento, o al menos no serlo
de acuerdo a la concepcidn clasica (Schulz et al., 2007; Lapointe y Hekimi, 2010; Yang y
Hekimi, 2010; Gladyshev, 2014; Sanz, 2016). De hecho, un nimero cada vez mayor de
estudios parecen contradecir la teoria de radicales libres, incluidos algunos llevados a
cabo en C. elegans, que observan aumentos en la duracién de vida en gusanos que
presentaban mayores concentraciones de ROS. Lee et al. (2010) mostraron que la
inhibicidn de la respiracion mitocondrial promovia la longevidad por activacion de HIF-
1, un factor de transcripcion inducible en hipoxia en C. elegans. La hipdtesis que
propusieron es que la inhibicién de la respiraciéon produciria un aumento leve de ROS,
gue seria el responsable de la activacion de HIF-1 y consecuentemente de la activaciéon
de la expresidn génica y promocion de la longevidad. En ese estudio, los autores
también comprobaron que niveles bajos de paraquat, un generador quimico de ROS,

aumentaban significativamente la longevidad en C. elegans, mientras que
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concentraciones mas elevadas la disminuia de manera dosis dependiente. Resultados
similares fueron obtenidos por Heidler et al. (2010) utilizando juglona, otro generador
quimico de ROS. En este caso, bajo un estrés oxidativo moderado, observaban un
aumento de la longevidad que estaba asociado a un aumento en la expresion de
proteinas de choque térmico pequenas HSP-16.2, la mejora en los niveles de glutatiéon
y la translocacion nuclear de DAF-16. Demostraron que el aumento de ROS producia
alteraciones de la expresidon génica de daf-16 y sir-2.1 que conducian a una mayor
longevidad de C. elegans de manera dependiente a la concentracidn del estresante,
siempre que las concentraciones de juglona no fueran demasiado altas, ya que en ese
caso se producia la muerte prematura debido a una saturacién de la capacidad

protectora del animal.

Los resultados de estudios realizados por Yang y Hekimi (2010) en mutantes isp-1
y nuo-6 de C. elegans, que muestran una mayor duracién de vida, tampoco eran
coherentes con la teoria cldsica del envejecimiento. Estos mutantes tienen alteradas
proteinas mitocondriales que codifican subunidades de los complejos | (nuo-6) y lli
(isp-1) de la cadena de transporte de electrones y esto se traduce en una disminucidn
del transporte de electrones que provoca un aumento de radical anién superéxido. Los
autores comprobaron que ese aumento de los niveles de supéroxido es necesario y
suficiente para aumentar la longevidad y que dicho efecto era eliminado con
antioxidantes como la vitamina C vy, al contrario, fenocopiado por un leve tratamiento
con paraquat. Yang y Hekimi (2010) proponen un modelo en el que el dafo
mitocondrial (no solo y no principalmente dafio oxidativo) desencadena un aumento
en el nivel de superdxido, el cual actia como sefializador induciendo mecanismos de

reparacidn y proteccidn general, lo que ralentizaria el proceso de envejecimiento.

Van Raamsdonk y Hekimi (2012) propusieron que la duracion de la vida de C.
elegans era el resultado de un equilibrio entre la sefializacién mediada por ROS pro-
supervivencia y la toxicidad de ROS. Segin esos autores, el superéxido no es
simplemente un subproducto téoxico del metabolismo, sino que estd involucrado en un
tipo de senalizacion mediada por ROS que puede dar como resultado una mayor

longevidad.
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Recientemente, Meng et al. (2017) estudiaron las diferentes respuestas al estrés
oxidativo en individuos jévenes y viejos usando C. elegans y fibroblastos humanos.
Estos autores, propusieron un nuevo concepto llamado "Redox-Stress Response
Capacity (RRC)", segun el cual las células u organismos son capaces de generar
respuestas redox dindamicas para activar la sefalizacion celular y mantener la
homeostasis celular. Esta respuesta seria mayor en los individuos jévenes generando
mas ROS y activando vias de sefializacion, con una mejor capacidad para degradar las
proteinas dafadas mediante la regulacién de las chaperonas. Por lo tanto, la diferente
produccién de ROS dependiendo de la etapa de la vida del gusano observada tras el
tratamiento con EC podria contribuir a explica los diferentes efectos del flavan-3-ol en

C. elegans.

Teniendo en cuenta el numero creciente de ensayos que discrepan de la teoria
clasica del envejecimiento, diversos autores (Lapointe y Hekimi, 2010; Gems et al.,
2013; Dancy et al., 2014; Gladyshev, 2014, entre otros) han revisado algunos de sus
puntos principales y la relaciéon con los nuevos resultados. Segun la idea central de la
teoria del envejecimiento, la produccién mitocondrial de ROS es causa del mismo, de
modo que si se consigue reducir los niveles de ROS, por ejemplo, mediante
antioxidantes dietéticos o por sobreexpresion de la actividad antioxidante enddgena,
se deberia esperar un aumento de la duracidn de vida. Esta premisa no se ve satisfecha
en muchos estudios experimentales, donde la exposiciéon a antioxidantes no modifica
la duracion normal de vida o conduce incluso a efectos perjudiciales. Igualmente, en
algunos estudios, el aumento en los niveles de ROS por inactivacidén génica de la
actividad antioxidante no se ve acompanado de efectos perjudiciales o de una
reduccién en la duracion de vida, sino incluso en ocasiones de un aumento en la
misma. Por otra parte, cuando se analiza el estrés oxidativo en especies o mutantes
longevos seria de esperar un descenso en la produccién de ROS y menos dafio
oxidativo, aunque hay estudios donde se observa una produccién normal o mayor de
ROS y un normal o mayor dafio oxidativo. Sin embargo, otros puntos asociados a la
idea central si se han comprobado, como que el dafio oxidativo mitocondrial se
acumula crénicamente con la edad, la funcién mitocondrial disminuye con la edad, y la

produccién mitocondrial de ROS y el dafo oxidativo global de proteinas, DNA vy lipidos
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aumentan con la edad, asi como que el dafio oxidativo participa en el deterioro

funcional asociado al envejecimiento (revisado por Lapointe y Hekimi, 2010).

Si se comparan los resultados obtenidos en este estudio con relacion a la
evolucién de los niveles de ROS a lo largo de la vida del gusano (Figuras IV.2.3 y 1V.2.4)
y la curva de longevidad (Figura 1V.2.2), se puede ver un aumento en la tasa de
supervivencia de los gusanos tratados con EC con respecto al control a partir de
aproximadamente el dia 13, precisamente cuando los niveles de ROS en ambas
poblaciones se han igualado para luego permanecer ligeramente mds elevados en los
individuos tratados con EC que en el control. Estos resultados reforzarian la idea
emergente de que cierta elevacion en los niveles de ROS podria ser beneficiosa. De
este modo, en coherencia con lo propuesto por otros autores (Heidler et al., 2010;
Lapointe y Hekimi, 2010; Ristow y Schmeisser, 2014), nuestros resultados sugieren que
un aumento moderado de ROS puede tener efectos beneficiosos, posiblemente al
inducir la expresién de rutas celulares protectoras, activando rutas metabdlicas

alternativas, reparacion de mecanismos y cambios en la respiracion.

4.2.2.3. Daio oxidativo: carbonilacion de proteinas y productos de peroxidacion de

lipidos

De acuerdo con lo previamente discutido, la produccién de concentraciones
moderadas de ROS podria contribuir a mantener el balance oxidacién/reduccion en los
sistemas bioldgicos, ademas de actuar como moléculas de sefializacién con diferentes
funciones fisioldgicas. Sin embargo, altas concentraciones de ROS se relacionan con la
interaccion y modificacién de biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN y los

consecuentes dafios asociados (Valko et al., 2007).

El radical hidroxilo puede reaccionar con todos los componentes de la molécula
de ADN, incluyendo sus bases puricas y pirimidinicas y el esqueleto de desoxirribosa
(Halliwell y Gutteridge, 1998). Se han identificado mas de 20 tipos de lesiones en las
bases de ADN, aunque la mas estudiada es la formacién de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (80HdG) siendo ampliamente utilizada como un biomarcador de
estrés oxidativo. El dafio oxidativo del ADN ha sido relacionado con mutagénesis,

envejecimiento y algunas enfermedades, como trastornos neurolégicos o metabélicos

129



Resultados

y enfermedades autoinmunes, entre otras, aunque el vinculo mas fuerte de las
modificaciones permanentes del material genético por dafio oxidativo e inestabilidad

gendmica es con carcinogénesis (Valko et al., 2007).

Las proteinas carboniladas son también comunmente utilizadas como un
biomarcador de la oxidacidn de proteinas mediada por ROS en células y tejidos. Ciertas
proteinas son mas susceptibles a oxidarse que otras, dependiendo de la cantidad de
restos aminoacido sensibles a la oxidacion, sitios de unién a metales, conformacion
molecular y localizacién de la proteina en la célula. El mecanismo a través del cual las
proteinas se convierten en carboniladas como resultado de su oxidacidn esta bastante
conservado en diferentes especies. La carbonilacién de proteinas es un marcador
bioquimico para proteinas dafiadas irreversiblemente cuyo destino es ser inactivadas
por degradacion proteasomal. Sin embargo, la capacidad de las células para procesar
proteinas dafiadas por el proteasoma es limitada y las proteinas carboniladas no
degradadas pueden formar agregados potencialmente tdxicos. Asi, elevados niveles de
proteinas carboniladas suelen estar ligados a una pérdida de la viabilidad de las células
y se han relacionado con algunas enfermedades, como Alzheimer, Parkinson, diabetes

o trastornos cardiovasculares (Chaudhuri et al., 2006; Avery, 2014).

De igual manera, algunas ROS tienen potencial para causar deterioro oxidativo
de lipidos mediante el ataque de radicales libres a lipidos de membrana o lipidos libres.
En dltimo término la peroxidacidn lipidica puede producir la pérdida de integridad de
la membrana y posible muerte celular. Algunos productos secundarios habituales de la
oxidacion de acidos grasos poliinsaturados son malondialdehido (MDA), 4-
hidroxinonenal (4-HNE), dienos conjugados, isoprostanos, hexanal o etano. Algunos de
estos compuestos han sido propuestos como biomarcadores utiles, ya que son
medibles en fluidos bioldgicos, pese a que son necesarios procesos complejos para
prepararlos para su analisis. Los productos de la peroxidacién lipidica se han
relacionado en numerosas ocasiones con procesos patoldgicos como cancer,

ateroesclerosis e inflamacion (Lowe, 2014).

Para evaluar si el tratamiento con EC tenia influencia sobre el nivel de dafio
oxidativo en C. elegans se determinaron los contenidos de proteinas carboniladas y de

productos de peroxidacidén lipidica en gusanos N2 cultivados en placas NGM en
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presencia y ausencia de EC (200 uM) y sometidos a estrés térmico durante 5 horas en

los 10y 17 dias de edad adulta.

Para la determinacién de proteinas carboniladas se adaptdé un método basado
en el descrito por Chaudhuri et al. (2006) de reaccion de los grupos carbonilos con
fluoresceina tiosemicarbazida (FTC) y posterior medida de la fluorescencia empleando
como longitudes de onda de emision y de excitacion 485 nm y 520 nm,
respectivamente. El protocolo del método optimizado se recoge en el apartado de
Materiales y Métodos. Los resultados se han expresado como nmoles de proteinas
carboniladas (expresadas como nmoles de FTC) por mg de proteina de gusano. Los

resultados se recogen en la Figura IV.2.5.
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Figura IV.2.5. Concentracidn de proteinas carboniladas en C. elegans cultivados en presencia y
ausencia de EC (200 uM) sometidos a estrés térmico (5 h, 35 °C) en los dias 10 (A) y 17 de
adulto (B). En cada caso, se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados
representan la media £ SEM. La significacion estadistica se calculé mediante ANOVA de un
factor (* p <0,05).

Como se puede ver en la Figura IV.2.5, Ay B, se observd una ligera disminucién
en los niveles de proteinas carboniladas en los gusanos tratados con EC y sometidos a
estrés térmico a dia 10y 17. Aunque las diferencias no fueron significativas (*p > 0.05),
los niveles de proteinas carboniladas nunca fueron mayores en los gusanos cultivados
en presencia de EC que en sus respectivos controles, lo que indica que, cuando menos,

el tratamiento con EC no conlleva un dafio oxidativo significativo en las proteinas, a
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pesar de que la concentracion de ROS era mayor en los gusanos tratados con EC a

partir del dia 10 (Figuras 1V.2.3 y IV.2.4).

Para el analisis de los productos de peroxidacion lipidica en C. elegans, se habia
adaptado previamente en nuestro grupo de investigacion un método para su
determinacion mediante HPLC tras derivatizacién con 2,4-dinitrofenilhidrazina, DNPH
(Sanchez-Blanco et al., 2016), basado en el descrito por Andreoli et al. (2003) para el
analisis de aldehidos volatiles en aliento. Como marcadores de peroxidacidn lipidica se
emplearon MDA, 4-HNE y cis-hexenal. Los productos derivatizados con DNPH eran
identificados de acuerdo a sus espectros UV-vis (establecidos con el detector de
diodos) y de masas (Tabla IV.2.1 y Figura IV.2.6). La cuantificacion se realizaba a partir
de las areas de los picos cromatograficos registrados por deteccién fotométrica a
longitudes de onda especificas (310 nm y 380 nm), por comparaciéon con rectas de
calibrado obtenidas con patrones de los distintos marcadores considerados. En las
Figuras IV.2.7 y IV.2.8 se muestran cromatogramas de un homogenizado de gusanos
registrados a las dos longitudes de onda, donde se pueden observar picos
correspondientes a los derivados derivatizados de los distintos marcadores de
oxidacion lipidica. Los resultados se expresan como ug de producto por mg de

proteinas de gusano.

Tabla IV.2.1. Caracteristicas cromatograficas y espectrales de los productos de peroxidacién
lipidica analizados.

Pico Producto Rt A max lon pseudomolecular del producto
(min) (nm) derivatizado [M-H] (m/z)
1 Malondialdehido 16.2 306 233
2 4-Hidroxinonenal 23.5 380 335
3 Hexenal 26.8 380 277
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Figura 1V.2.6. Espectros UV-vis (izquierda) y de masas (derecha) de (A) malondialdehido, (B)
hexenal y (C) 4-hidroxinonenal.
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FiguraIV.2.7. Cromatograma de productos de peroxidacidn lipidica registrado a 310 nm. El
pico 1 corresponde a malondialdehido.
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Figura 1V.2.8. Cromatograma de productos de peroxidacion lipidica registrado a 380 nm. Los
picos 2 y 3 corresponden a 4-hidroxinonenal y hexenal respectivamente.

Los resultados obtenidos se recogen en las Figuras 1V.2.9, Ay B, donde, como se
puede comprobar, los gusanos tratados con EC mostraban niveles mas bajos de los
productos de oxidacion lipidica respecto a los gusanos control en ambos dias de
ensayo, aunque el descenso solo fue significativo en el caso del MDA. Es de destacar
que, al igual que las proteinas carboniladas, el aumento de los niveles de ROS en
gusanos tratados con EC (Figuras IV.2.3 y IV.2.4) no supone un aumento de los

productos de peroxidacién lipidica, seglin los marcadores analizados.
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Figura 1V.2.9. Niveles de productos de peroxidacion lipidica en C. elegans cultivados en
presencia y ausencia de EC (200 uM) sometidos a estrés térmico (5 h, 35 °C) en los dias 10 (A) y
17 de adulto (B). En cada caso, se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados
representan la media + SEM. La significacion estadistica se calculé6 mediante ANOVA de un
factor (* p <0,05).

Los productos terminales de oxidacién lipidica se han relacionado con la
produccién de dafo oxidativo en células. En particular, se ha visto que el 4-hidroxi-2-
nonenal (4-HNE) es un potencial agente alquilante de proteinas, capaz de inducir la
produccién de perdxido intracelular y producir la deplecién del glutatién intracelular
(GSH), conduciendo al estrés oxidativo de las células (Uchida et al., 1999). El 4-HNE es
asimismo un activador especifico de quinasas de la superfamilia MAP (mitogen-
activated proteins), como las JNK (Jun N-terminal kinases) y p38 MAP kinases, que
inducen eventos de fosforilacion que conducen a la activacion de factores de

transcripcion, como c-Jun, implicados en rutas de sefializacién asociadas a procesos de
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crecimiento celular, excitacion neuronal y estrés celular. Se ha observado que la
expresion de c-Jun asociada a 4-HNE conduce a la activacion de AP-1 (Activator
Protein-1) y consecuente aumento en la actividad ligante a ADN, lo que podria estar
relacionado con el potencial mutagénico y genotdxico de este aldehido (Uchida et al.,
1999). De este modo, la reduccion de los niveles de los productos de la peroxidacion
lipidica asociada al tratamiento con EC podria contribuir a explicar los efectos
observados en C. elegans con relaciébn a mayor resistencia a estrés oxidativo y

aumento de la duracion maxima de vida.

A la vista de los resultados obtenidos, tanto en los ensayos de peroxidacidn
lipidica como en los de proteinas carboniladas, parece concluirse que la exposicién
crénica a EC supone una proteccion frente a dafio oxidativo, que seria todavia evidente
en etapas avanzadas de la vida de C. elegans, como sugieren las observaciones
realizadas en los ensayos de longevidad. De este modo, se podria suponer que el
aumento moderado en los niveles de ROS provocado por el tratamiento con EC en C.
elegans conduce a una respuesta compensatoria, induciendo mecanismos de

proteccion, que darian como resultado una mayor resistencia al estrés oxidativo.

Resultados similares fueron observados en diversos estudios dénde se
analizaban los efectos beneficiosos de MCLK1 (una enzima mitocondrial necesaria para
la biosintesis de ubiquinona) sobre el estrés oxidativo mitocondrial. La inactivacién
parcial por mutacion de clk-1 en C. elegans y la parcial inactivacién de Mclkl en
ratones, pese a la presencia de un alto estrés oxidativo, conducian a la prolongacién de
la vida media y maxima de estos organismos, y mostraban una atenuacidn significativa
de los biomarcadores de envejecimiento (proteinas oxidadas, productos de
peroxidacion lipidica y dafio oxidativo en el ADN) (Wong et al., 1995; Liu et al., 2005;
Lapointe et al., 2009). Posteriormente Lapointe y Hekimi (2010) explicaron estos
resultados paraddjicos por un posible proceso de hormesis. En toxicologia la hormesis
se define como un proceso en el que la exposicion a dosis bajas de un agente quimico
o ambiental que a dosis mas altas es perjudicial conduce a efecto adaptativo
beneficioso sobre la célula o el organismo. Este concepto cada vez se aplica mas en las
investigaciones sobre envejecimiento, y relaciona una exposicién a dosis bajas de

agentes de otra manera perjudiciales, como la irradiacion, el estrés térmico o la
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generacion de ROS, con una variedad de efectos anti-envejecimiento y longevidad
(Gems et al., 2008). Incluso ha sido propuesto el término “mitohormesis” para
describir los efectos de un alto pero subletal nivel de ROS mitocondrial que podria
inducir efectos celulares beneficiosos, citoproteccion transitoria o aumento de la
longevidad del organismo (Schulz et al., 2007; Ristow y Schmeisser, 2014). Xiong et al.
(2018) explicaron sus resultados en gusanos tratados con EGCG por un posible efecto
de mitohormesis. Estos autores vieron que EGCG proporcionaba un aumento de la vida
media mediante una respuesta dependiente de la dosis en forma de U invertida, que
fue asociado a un incremento transitorio de las ROS que producian una activacién de la
respuesta antioxidante y otros mecanismos de proteccién, en parte gracias a la

modulacidn de la sefializacion AAK-2/AMPK, SIR-2.1/SIRT1 y DAF-16/FOXO.

Sin embargo, en la actualidad, el papel de las ROS en el proceso de
envejecimiento sigue siendo un tema controvertido, y sigue sin esclarecerse si su
elevacidon es una causa o una consecuencia del mismo (Sanz, 2016). Lo que parece
claro es que las ROS pueden funcionar como moléculas de sefializacién promotores de
diferentes mecanismos que inducirian una respuesta adaptativa y que en ultima
instancia promocionarian la salud, extenderian la esperanza de vida y aumentarian las
tasas de supervivencia y resistencia al estrés (Schulz et al., 2007; Ristow y Schmeisser,
2014). Hekimi et al. (2016) consideran que el incremento de las ROS produce una
mayor longevidad debido a cambios globales, incluidos cambios en patrones
transcripcionales que conducen a la homeostasis. Entre otros mecanismos, las ROS
actuarian en diferentes vias de sefalizacién como las rutas especialmente involucradas
en responder a estrés celular, reparacion de dafio e incluso rutas como la sefializacion
apoptética intrinseca, la cual contribuye a la homeostasis del organismo al eliminar

células defectuosas o no deseadas.
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4.2.3 Estudio de los mecanismos moleculares implicados en los efectos biolégicos de

epicatequina

4.2.3.1 Influencia de epicatequina en genes relacionados con resistencia al estrés y
de la ruta de la insulina. Ensayos con mutantes y cuantificacion de la expresion de

ARNm mediante RT-qPCR

Actualmente la idea de que los flavonoides no actudan en el organismo solo como
antioxidantes convencionales, sino que también pueden modular multiples rutas
celulares esta ganando fuerza (Mansuri et al., 2014). La ruta de la insulina contribuye a
la longevidad y a la respuesta al estrés oxidativo o por choque térmico y comprende
componentes altamente conservados desde los nematodos a los mamiferos, incluidos
los humanos (Murphy et al., 2003). Varios autores han observado que varias clases de
flavonoides parecen influir en esta ruta de sefializacién (Abbas y Wink, 2010; Martorell
et al., 2011; Bonomo et al., 2014). Sin embargo, aunque hay muchos trabajos sobre los
efectos beneficiosos de diferentes flavan-3-oles y de extractos ricos en flavan-3-oles en
diferentes organismos, incluidos los humanos, los mecanismos moleculares implicados
en tales efectos no estan suficientemente esclarecidos. Con el objeto de contribuir a la
comprensién de esos mecanismos, en este trabajo, se ha evaluado la capacidad de la
EC para modular la resistencia a estrés térmico en mutantes con pérdida de funcién en
diferentes genes de la ruta de la insulina y en genes relevantes en la resistencia al
estrés. La premisa para la realizacién de los ensayos fue que el tratamiento con EC no
podria aumentar la supervivencia de nematodos mutantes que carecieran de los genes
especificos que fueran necesarios para la proteccion frente al dafio oxidativo inducido
mediante estrés térmico. Todos los ensayos con mutantes se han llevado a cabo al
mismo tiempo en gusanos mutantes tratados con 200 uM de EC y sin tratamiento (solo
con 0,1 % de DMSO en el medio de cultivo; mutantes control) y adicionalmente en
gusanos silvestres N2 sin tratamiento (solo con 0,1 % de DMSO; control N2). Con el fin
de simplificar las graficas de los mutantes, no se recogen los datos del control N2,
aunque fueron de utilidad como control metodolégico del experimento. Para
comprobar si los resultados podian ser diferentes seglin la etapa de desarrollo, la
resistencia al estrés se evalud en gusanos mutantes adultos jovenes en edad

reproductiva (dia 2) y adultos mas envejecidos, en edad post-reproductiva (dia 9).
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Paralelamente, también se estudid el efecto de la EC sobre la expresién de algunos de
estos genes mediante RT-gPCR en gusanos N2 tratados con EC en condiciones

normales de crecimiento y tras someterlos a estrés térmico (5 h, 35 °C).

Como se ha comentado brevemente en la introduccion de esta tesis, la
activacion y consecuente fosforilacion de DAF-2, un receptor tirosina quinasa
homodlogo del receptor de insulina/IGF-1 en C. elegans, conduce a la activacion AGE-1,
lo que conlleva el aumento en la concentracién de PIP3. Las sefiales proporcionadas
por PIP3 activan la cascada de sefializacion a través de diferentes quinasas, formadas
por PDK-1, AKT-1, AKT-2 y SGK-1. Dicho proceso culmina con la fosforilacién vy, por
tanto, la inactivacion del factor de transcripcion DAF-16/FOXO, que queda secuestrado

en el citoplasma (Figura 11.16) (Altintas et al., 2016).

Para conocer la posible implicacion de esta ruta en el mecanismo de accién de EC
en C. elegans, en este trabajo se estudid la influencia de los componentes principales
gue promueven la ruta IIS (coloreados en rojo en la Figura 11.16) en la resistencia al
estrés térmico tras el tratamiento con EC. Concretamente se estudio la resistencia a
estrés inducido térmicamente en diferentes cepas mutantes con pérdida de funcién:
age-1(hx546), akt-1{mg306), daf-2(e1370) y el doble mutante akt-2(tm812);sgk-
1(ft15). Los resultados mostraron que el tratamiento con el flavonoide no producia
una mejora significativa en la resistencia al estrés en ninguna de estas cepas mutantes
(Figura 1V.2.10). Se obtuvieron resultados similares tanto en los adultos jovenes (dia 2)
como en los gusanos mayores (dia 9) (Figura IV.2.10, A.1-A.2, B.1-B.2, C.1-C.2, D.1-D.2)
Estos resultados sugieren que estos genes podrian ser necesarios para explicar los
mecanismos implicados en los efectos de EC en la mejora de la resistencia al estrés
térmico/oxidativo en C. elegans, asi como que la resistencia al estrés mediado por EC
implica la via lIS. Sin embargo, también es necesario tener en cuenta que estos
mutantes son de por si mas longevos y mas resistentes al estrés que los gusanos de
tipo silvestre, lo que podria enmascarar un posible aumento en la supervivencia de los

animales estresados producido por EC.
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Figura 1V.2.10. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 8
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes de vida larga de la ruta de la insulina:
daf-2(e1370), age-1(hx546), akt-1{mg306) y akt-2(tm812);sgk-1(ft15), cultivadas en ausencia
(controles) y en presencia de EC (200 uM). En cada caso, se realizaron tres experimentos
independientes. Los resultados representan la media + SD. La significacion estadistica se
calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p <0.05).
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DAF-16, HSF-1 y SKN-1 son factores de transcripcion clave regulados por la ruta
[IS que contribuyen a la longevidad y regulan la resistencia a diferentes tipos estrés
(Altintas et al., 2016). DAF-18 regula negativamente la ruta de la insulina ya que se
encarga de desfosforilar e inhibir a AGE-1 vy, por lo tanto, previene la fosforilacién de
DAF-16 mediante la regulacién de las quinasas de la 1IS (Ogg y Ruvkun, 1998). Por ello,
la regulacion adecuada de IIS es crucial para la proteccién de C. elegans frente a
cualquier estresor interno o externo (Altintas et al., 2016). En este trabajo también fue
estudiada la influencia de EC en los componentes de la ruta que antagonizan o son
antagonizados por la IIS (coloreados en verde en la Figura 11.16). Concretamente se
evalud la resistencia al estrés oxidativo en los mutantes con pérdida de funcién daf-
16(mu8), hsf-1(sy441), skn-(zu67)y daf-18(e1375). Los resultados obtenidos mostraron
gue el tratamiento con EC no aumentaba la supervivencia de estos mutantes (Figura
IV.2.11), lo que sugiere que estos genes también son necesarios para la mejora de
resistencia al estrés térmico mediada por EC en C. elegans. En este caso, los resultados
fueron nuevamente similares en gusanos jévenes (dia 2) y mayores (dia 9) (Figura
IV.2.11, A.1-A.2, B.1-B.2, C.1-C.2, D.1-D.2), no observando ningin cambio significativo
en el patrén de la influencia de EC en los mutantes seleccionados entre las dos etapas

de desarrollo del gusano.
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Figura IV.2.11. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 2C, 6
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes: daf-16(mu86), hsf-1(sy441), skn-
1(zu67) y daf-18(e1375), cultivadas en ausencia (controles) y en presencia de EC (200 uM). En
cada caso, se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados representan la
media £ SD. La significacion estadistica se calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p <0.05).
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En un estudio donde se realizaban aproximaciones similares a las nuestras Saul et
al. (2009) encontraron, al contrario que en nuestras observaciones, que el tratamiento
con 200 uM de catequina prolongaba significativamente la vida media en mutantes de
age-1y daf-16, lo que indicaria que AGE-1 y DAF-16 no serian necesarios para producir
el efecto extensor de la vida de este flavan-3-ol. Sin embargo, no observaron un
aumento de la vida media en mutantes akt-2, lo que sugiere que AKT-2 estd al menos
parcialmente implicado en el aumento de longevidad mediado por catequina. Estos
autores concluyeron que la ruta IIS no es necesaria para ejercer el efecto de extension
de la vida producido por el tratamiento con catequina, y que los resultados obtenidos
para AKT-2 podrian explicarse debido a una posible funcidn de AKT-2 independiente de
[IS. Por el contrario, Cai et al. (2011) observaron que el efecto de extensidon de vida
inducido por el flavonol icariside Il dependia de la via IIS, ya que los mutantes con
pérdida de funcidn daf-16 y daf-2 no mostraban ninguna extensién de vida después del

tratamiento con el compuesto.

daf-16 codifica un factor de transcripcion que es el Unico homdélogo FOXO en C.
elegans. DAF-16 influye en la tasa de envejecimiento en respuesta a la sefializacion de
la ruta IIS, regulando positivamente una amplia variedad de genes involucrados en la
respuesta a estrés celular, longevidad, respuesta antimicrobiana y metabolismo

(Murphy et al., 2003).

Como se discutidé anteriormente, el tratamiento con EC no produjo una mejora
en la resistencia al estrés térmico en gusanos mutantes daf-16(mu86), ni a dia 2 ni a
dia 9 de adulto (Figura IV.2.11, A.1y A.2), seifalando que DAF-16 estaba involucrado en
la actividad de EC. Con el fin de corroborar esta suposicién, se estudié el efecto de EC
sobre la expresion de daf-16 mediante RT-qPCR en la cepa N2 de C. elegans cultivada
en condiciones normales de crecimiento y luego sometida o no a estrés térmico. Los
resultados mostraron un aumento en los niveles de ARNm de daf-16 en gusanos
cultivados en presencia de 200 uM de EC, tanto en los nematodos sometidos a estrés
térmico como en los que no lo fueron, aunque este aumento solo fue significativo en
gusanos no sometidos a estrés (Figura IV.2.12, A y B). Estos resultados apoyaron el

posible papel clave de daf-16 en los efectos producidos por EC en los gusanos.
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Figura IV.2.12. Efecto de EC sobre la expresidn de los genes daf-16, hsf-1, skn-1, daf-18 y hsp-
16.2 en C. elegans N2 cultivados en ausencia (controles) y presencia de EC (200 uM), en
gusanos no sometidos (A) y tras ser sometidos a estrés térmico (35 °C, 5 h) (B). El nivel de
expresion fue determinado por RT-gPCR, empleando act-1 como control interno. En cada caso,
se realizaron nueve experimentos independientes. Los resultados representan la media £ SEM.
La significacién estadistica se calculé mediante ANOVA de un factor (* p <0,05).

HSF-1 codifica al factor de transcripcion de choque térmico de C. elegans y
funciona como un regulador transcripcional de la expresién de genes inducidos por
estrés, cuya actividad es necesaria para regular la respuesta al choque térmico y la
proteotoxicidad, ademas, también influye en el envejecimiento, la inmunidad innata y

el desarrollo larvario (Hsu et al., 2003). Al igual que daf-16, la expresiéon de hsf-1 se
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cuantificd mediante RT-qPCR en gusanos N2 en condiciones normales de crecimiento y
luego sometidos o no a estrés térmico. Los resultados mostraron un aumento en la
expresion de este factor de transcripcién en ambos casos, aunque el aumento era solo
significativo cuando se aplicaba estrés térmico (Figura 1V.2.12 A y B). Estos resultados,
junto con el hecho de que EC no aumentaba la resistencia al estrés térmico de
mutantes hsf-1 (Figura 1V.2.11, B.1 y B.2), podrian indicar que hsf-1 también esta

involucrado en los efectos de EC.

Las chaperonas moleculares, a las que pertenece la proteina de choque térmico-
16.2 (HSP-16.2), son dianas transcripcionales de HSF-1 (Morley y Morimoto, 2004), por
lo que también se procedid a cuantificar la expresién de hsp-16.2 mediante RT-qPCR
en condiciones similares a las descritas anteriormente (Figura 1V.2.12 A y B).
Adicionalmente se evalud la resistencia a estrés oxidativo inducido térmicamente en la

cepa mutante hsp-16.2(gk249) tras el tratamiento con el flavonoide (Figura 1V.2.13 ).

Aunque no se puede apreciar en la figura, ya que los resultados de ARNm estén
normalizados a su respectivo control, se observé un aumento de la expresion de hsp-
16.2 de mas de 1000 veces comparando los gusanos sometidos a estrés y los no
estresados. Esta observacion puede indicar que el fuerte estrés térmico al que fueron
sometidos estos gusanos es suficiente para provocar un aumento muy considerable de
la expresién de hsp-16.2 y dificulta la observacidn de posibles diferencias inducidas por
el tratamiento con EC. Aun asi, los resultados mostraron un aumento de la expresion
de hsp-16.2 en todos los gusanos tratados con el flavonoide aunque el aumento solo
era significativo en los no sometidos a estrés. Ademas, los efectos beneficiosos de EC
en la cepa silvestre dejaron de ser observados en los gusanos mutantes hsp-16.2,
corroborando la implicacion de dicho gen en el mecanismo de accién implicado en los

efectos del flavonoide.
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Figura IV.2.13. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 4
h) los dias 2 y 9 de adulto en la cepa mutante hsp-16.2(gk249), cultivados en ausencia
(controles) y en presencia de EC (200 uM). En cada caso, se realizaron tres experimentos
independientes. Los resultados representan la media + SD. La significaciéon estadistica se
calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p <0.05).

Se llevaron a cabo estudios similares con SKN-1, homdlogo del factor de
transcripcion Nrf-2, que promueve la resistencia a estrés oxidativo y la longevidad
mediante la movilizacién de la respuesta conservada de destoxificacion de fase Il (o
respuesta al estrés oxidativo de fase Il). Ademas, actualmente se considera que SKN-1
también mantiene la homeostasis de diversos procesos (Blackwell et al., 2015), como
la homeostasis proteica a través de la regulacion del proteasoma (Tullet et al., 2008 y
2017; Kahn et al.,, 2008). En este caso, los experimentos mediante RT-gqPCR
demostraron que el tratamiento con EC incrementaba significativamente la expresion
de skn-1 bajo condiciones de estrés, pero no cuando no era sometido a estrés (Figura

IV.2.12, Ay B).

En el caso del ensayo de la expresion de skn-1 en los gusanos no sometidos a
estrés, los resultados mostraron que no existian diferencias significativas entre la
expresion del ARNm entre los gusanos tratados con EC y los gusanos control. Sin
embargo, entre las 9 repeticiones realizadas se encontraron algunas diferencias en el
patréon de expresion entre los gusanos tratados y los no tratados con EC, por lo que se
planteé la posibilidad de si podria existir un comportamiento diferente en la expresion
de skn-1 segun la etapa de desarrollo del nematodo. Por ello, se procedié a analizar las

diferencias en la expresion de skn-1 los dias 2, 5,9, 12 y 16, tanto en gusanos tratados
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con EC como en cultivados en ausencia del flavan-3-ol (individuos control). Los
resultados encontrados (Figura 1V.2.14) fueron los mismos que los obtenidos
previamente, concluyendo que la expresion de skn-1 no se veia afectada por el
tratamiento con EC en condiciones normales de crecimiento y en ausencia de estrés.
Sin embargo, el aumento significativo en la expresiéon de skn-1 en los gusanos
sometidos a estrés, junto con los ensayos de resistencia a estrés térmico realizados en
mutantes, donde no se observaba un aumento significativo en la supervivencia de los
mutantes skn-1(zu67) tratados con EC comparados con los gusanos control (Figura
IV.2.11, C1 y C2), apuntaban a la participacion de SKN-1 en los efectos protectores de
EC.
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Figura 1V.2.14. Efecto de EC sobre la expresidn del gen skn-1 en C. elegans N2 cultivados en
ausencia (controles) y presencia de EC (200 uM) y no sometidos a estrés. El nivel de expresion
se determind por RT-gPCR, empleando act-1 como control interno. En cada caso, se realizaron
tres experimentos independientes. Los resultados representan la media + SEM. La significacién
estadistica se calculé mediante ANOVA de un factor (* p <0,05).

Por dltimo, se estudioé la implicacion del gen daf-18, que codifica una fosfatasa
lipidica homdloga al supresor humano tumoral PTEN que contrarresta la actividad de
AGE-1, de manera que regula negativamente la ruta IIS mediada por DAF-2 y AGE-1 v,
por lo tanto, también desempefia un papel en metabolismo, desarrollo y longevidad
(Ogg y Ruvkun, 1998). Ademas, la inhibicion de DAF-2 por un incremento de la
actividad DAF-18/PTEN produce translocacion desde el citoplasma al nucleo y

activacion de factores de transcripcidn que contribuyen a la longevidad, |a tolerancia al
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estrés, la respuesta a bacterias patdgenas y la supresion del plegamiento incorrecto de
proteinas (Antebi, 2007). La expresion de daf-18 fue también cuantificada en gusanos
cultivados en presencia de EC tras ser o no sometidos a estrés térmico. En este caso no
se encontrd un aumento en los niveles de expresidn del gen tras el tratamiento con EC
en ninguno de los dos supuestos (Figura IV.2.12, Ay B), a pesar de que en los estudios
con mutantes no se habia observado un aumento significativo de la resistencia a estrés
térmico en los mutantes daf-18 tratados con EC (Figura IV.2.11, D.1 y D.2), por lo que
quizds la anulacién de la mejora en la resistencia a estrés encontrada en los mutantes
podria ser mas un reflejo de la importancia de la implicacion de la ruta de la insulina
que la induccién de un aumento en la expresion de dicho gen, tal y como reflejan los

resultados obtenidos por RT-qPCR.

En conjunto, estos resultados indican que la mejora en la resistencia al estrés
producida por el tratamiento con EC implica la via IIS, regulando la expresion de los
genes age-1, akt-1, akt-2, sgk-1, daf-2, skn-1, daf-18, daf-16, hsf-1 y hsp-16.2 de

manera independiente de la edad del gusano.

Un estudio en C. elegans tratado con preparaciones de cacao enriquecidas en
flavonoides especificamente catequina, epicatequina y procianidinas mostré la
produccién de una mayor resistencia al estrés oxidativo y una mayor esperanza de vida
(Martorell et al., 2011). Estos efectos eran explicados por los autores por una
implicacion de la ruta de sefalizacion de insulina/IGF-1 y de las proteinas sirtuinas,
concretamente SIR-2.1. En aproximaciones similares trabajando con acido clorogénico,
Zheng et al. (2017) encontraron que el tratamiento con este polifenol producia
diferentes efectos relacionados con el envejecimiento, como un aumento en la
longevidad y en la resistencia a estrés oxidativo y retraso de la disminucion en el
movimiento relacionada con la edad. Para estudiar los mecanismos moleculares
implicados en estos efectos, estos autores recurrieron también a cepas mutantesy a la
cuantificacion de la expresién de genes, concluyendo que el tratamiento con 4cido
clorogénico activaba los factores de transcripcion DAF-16, HSF-1, SKN-1 y HIF-1,
aungue no SIR-2.1. Por el contrario, Saul et al. (2008) encontraron que el factor de
transcripcion DAF-16 no era esencial en los efectos de longevidad y en la resistencia al

estrés observado tras tratamiento de C. elegans con quercetina. Posteriormente, el
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mismo grupo de investigacion demostrd que el aumento de la longevidad asociado al
tratamiento con quercetina no dependia de la restriccion caldrica ni de la sirtuina sir-
2.1, sino que el mecanismo de accién estaba modulado por cuatro genes clave: age-1,
daf-2, unc-43 y sek-1 (Pietsch et al., 2009). Estas observaciones sugieren que diferentes
polifenoles podrian ejercer distintos mecanismos de accion en los efectos beneficiosos

observados sobre longevidad y resistencia al estrés.

4.2.3.2 Cuantificacion de la expresion génica mediante el uso de reporteros

fluorescentes en estirpes transgénicas de C. elegans

Con el fin de complementar el estudio sobre los mecanismos moleculares
implicados en la modulacién de estrés y la longevidad por parte de los flavonoides, se
estudié el efecto del tratamiento con EC en la expresion de genes especificos de
respuesta al estrés celular sod-3 (superdxido dismutasa), gst-4 (glutation-S-

transferasa), hsp-16.2 y hsp-70 (proteinas de choque térmico).

SOD-3 es una enzima antioxidante que protege del estrés oxidativo al catalizar la
eliminacidn de superdxido. Se cree que el gen sod-3 es una diana directa de DAF-16 ya
que el promotor de sod-3 contiene elementos de unién consenso DAF-16/FOXO (DAF-
16 binding elements, DBEs) (Furuyama et al., 2000; Zhang et al., 2013). La enzima GST-
4, por su parte, estd involucrada en la respuesta de destoxificaciéon de fase I,
desempeifiando un papel importante en la resistencia al estrés oxidativo, y su
expresion esta mediada por SKN-1 (Kahn et al., 2008). Las proteinas de choque térmico
(HSP) se inducen en respuesta a estrés térmico y otros tipos de estreses ambientales.
La expresion de los genes hsp estd regulada principalmente por el factor de
transcripcion de choque térmico (HSF-1) que también estd influenciado por la via IIS en
C. elegans (Koch et al., 2014). Hsu et al. (2003) proponen un mecanismo de accién en
el que HSF-1 junto con DAF-16 activarian la expresion de diferentes genes, ya que HSF-
1 y DAF-16 se unirian directamente a secuencias reguladoras de genes diana comunes,
entre ellos las sHSP (proteinas de choque térmico pequefias) y posiblemente en otros

genes.

Con el fin de evaluar la expresion de gst-4, sod-3, hsp-16.2 y hsp-70, se utilizaron

gusanos de cepas transgénicas que expresan GFP bajo el control de los promotores de
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gst-4, sod-3, hsp-16.2 y hsp-70, que fueron cultivados en presencia o ausencia de 200
UM de EC. Ademas, se utilizd una cepa transgénica que expresa una proteina de fusion
DAF-16::GFP para examinar si el tratamiento con EC activaba la translocacién nuclear

de DAF-16 en condiciones normales y de estrés.

Las medidas de la fluorescencia se llevaron a cabo en gusanos cultivados en
condiciones normales y posteriormente sometidos o no a un estrés térmico (35 °C, 1
h). Como se ha indicado en la seccién de Materiales y Métodos, en cada caso los dias
del ensayo se definian cuando se observaba una intensidad mas alta de fluorescencia
después de realizar un seguimiento a lo largo de toda la vida del gusano en las
diferentes cepas tratadas con el flavonoide. De esta manera, los reporteros de gst-4
fueron evaluados a dia 3 y los de hsp-70 a dia 5. En los casos en que no se apreciaba
aumento de la fluorescencia a lo largo de la vida del gusano, se analizaron gusanos
adultos jovenes (dia 2 de adulto) y adultos mayores (dia 9 de adulto), asi, las cepas
reporteras de hsp-16.2, sod-3 y DAF-16::GFP fueron analizadas los dias 2 y 9 de adulto.
En el caso de los reporteros de hsp-16.2 y hsp-70, después de ser sometidos a estrés,
los gusanos se dejaron recuperar a 20 °C durante 2 y 3 horas, respectivamente, antes
de proceder a la toma de fotografias para cuantificar su fluorescencia. Sin embargo,
tras los estudios previos con las cepas reporteras también se encontrd que en algunas
de ellas (sod-3 y gst-4) no se observaba aumento de la fluorescencia en los gusanos
control tras el choque térmico por lo que estas cepas reporteras solo fueron analizadas

en gusanos no sometidos a estrés.

Los resultados mostraron que el tratamiento con EC (200 uM) mejoraba
significativamente el nivel de expresién de gst-4, hsp-16.2 y hsp-70, mientras que no
existian diferencias en la expresion de sod-3 (Figura 1V.2.15). Para simplificar la figura,
en las cepas reporteras gst-4 y sod-3 se muestra la expresiéon de GFP en gusanos no
sometidos a estrés, mientras que para hsp-16.2 y hsp-70 se recoge tras ser sometidos a
choque térmico después del tiempo de recuperacién. En estas dos ultimas cepas
reporteras, la fluorescencia dificilmente se detectaba antes de someter los nematodos
a estrés térmico y no se observaron diferencias entre el control y los gusanos tratados

con EC en condiciones normales de cultivo.
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Figura 1V.2.15. Efecto de EC sobre la expresion de gst-4, hsp-16.2, hsp-70 y sod-3 en C.
elegans. (A) Imagenes de fluorescencia representativas de las cepas control y tratadas. (B)
Intensidad de fluorescencia relativa en gusanos transgénicos. La fluorescencia se cuantificd
utilizando el software Image J. Aproximadamente se examinaron 30 gusanos seleccionados
aleatoriamente de cada experimento. Los experimentos se realizaron de forma independiente
3 veces. Los resultados representan la media + SEM. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas a p<0,05 (*) y p<0,01 (**) y p<0,001 (***) mediante ANOVA de
un factor.

151



Resultados

Con respecto a DAF-16, el tratamiento con EC no produjo una mayor
translocacién al nucleo de DAF-16::GFP con relacion al control, ni en condiciones
nativas ni tras someter los gusanos a estrés térmico (Figura 1V.2.16). De todos modos,
un breve estrés térmico (35 °C, 1h) en la cepa reportera DAF-16::GFP ya es suficiente
para provocar la translocacién de DAF-16 al nucleo, lo que dificulta la observacién de

posibles diferencias inducidas por el tratamiento con EC.
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Figura IV.2.16. Efecto del tratamiento con EC en la localizacidon nuclear de DAF-16::GFP en
gusanos sometidos y no sometidos a estrés térmico (35 °C, 1 h). Los gusanos transgénicos que
expresan la proteina de fusion DAF-16::GFP se cultivaron en ausencia (controles) y presencia
de EC (200 uM) y se evaluaron el dia 2 de adulto. La distribucion subcelular de DAF-16::GFP fue
clasificada como citosdlica, intermedia y nuclear.
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Como se discutio previamente, el tratamiento con EC no producia un aumento
de la resistencia al estrés oxidativo en los nematodos mutantes daf-16(mu86), aunque
si aumentaba la expresion de ARNm de daf-16 en gusanos de tipo silvestre, sugiriendo
que los efectos protectores de EC frente al estrés térmico eran dependientes de DAF-
16. Por otro lado, el tratamiento con EC no incrementd la expresién Psod-3::gfp, una
de sus dianas moleculares, resultado coherente con el obtenido en un estudio previo
de nuestro grupo (Gonzdalez-Manzano et al., 2012), donde no se encontré aumento en

la actividad de SOD tras el tratamiento de los gusanos con EC.

Bonomo et al. (2014) obtuvieron resultados similares en gusanos tratados con un
extracto rico en polifenoles de Acai (Euterpe oleracea), ya que no observaron un
aumento de la resistencia a estrés oxidativo en gusanos mutantes daf-16(mu86), asi
como tampoco un aumento de la localizacion nuclear de DAF-16 tras el estrés respecto
al control, ni en la expresion de sod-3 en ausencia de estrés. Segun esos autores, esto
podria explicarse porque el extracto de polifenoles conduciria a un aumento en la
actividad transcripcional de la proteina DAF-16 pero no en su concentracién, de modo
que la activacion de DAF-16 en el nucleo conduciria a la regulacion de genes
especificos distintos de sod-3. De hecho, también observaron que el extracto
aumentaba la expresion de los genes ctl-1 (que codifica a una catalasa) y gst-7 de
manera dependiente de DAF-16. Similarmente, nuestros resultados sugieren que el
tratamiento con EC produce un efecto mas importante en otros genes diana de DAF-
16, como hsp-16.2 y hsp-70 que codifican proteinas de choque térmico. Se debe
sefialar que hay multiples rutas y proteinas que influyen en la actividad transcripcional
de DAF-16 (Oh et al., 2005; Lehtinen et al., 2006; Uno y Nishida, 2016) y que, por tanto,
también pueden contribuir a la seleccidén de genes activados por DAF-16 que median la

longevidad y la resistencia a diferentes tipos de estrés.

La expresidén de GFP en algunas de las cepas reporteras Phsp-16.2::gfp, Psod-
3::gfp y Pdaf-16::daf-16::gfp también fue estudiada en gusanos mas viejos (noveno dia
de edad adulta), para establecer si el modo de accidon de EC podia ser diferente
dependiendo de la edad del gusano. Los resultados obtenidos fueron similares a los
resultados de los gusanos mas jévenes, sin diferencias en la translocacidon nuclear de

DAF-16 (Figura IV.2.17) y en la expresion de sod-3 entre el control y los gusanos
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tratados con EC (Figura 1V.2.18). Sin embargo, el aumento en la expresion de hsp-16.2
producido por el tratamiento con EC en condiciones de estrés fue mas acentuado en
los gusanos mas viejos (Figura IV.2.18) que en los evaluados en el 22 dia de adulto
(Figura 1V.2.15). Concretamente, comparando el incremento producido en la expresién
de hsp-16.2 por el tratamiento con EC respecto al control, se observa un porcentaje de
aumento respecto al control de un 31,73 % a dia 2, mientras que es de un 45,81 % a
dia 9. Esta observacién es relevante, porque los gusanos envejecidos presentan
menores niveles de HSP lo que disminuye la proteccién frente a las proteinas mal
plegadas, por lo que los gusanos se vuelven mas sensibles al estrés, lo que produce

finalmente una mayor mortalidad (Abbas y Wink et al., 2010).
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Figura 1V.2.17. Efecto del tratamiento con EC en la localizacion nuclear de DAF-16::GFP
gusanos sometidos y no sometidos a estrés térmico (35 °C, 1 h). Los gusanos transgénicos que
expresan la proteina de fusién DAF-16::GFP se cultivaron en ausencia (controles) y presencia
de EC (200 uM) y se evaluaron el dia 9 de adulto. La distribucion subcelular de DAF-16::GFP fue
clasificada como citosélica, intermedia y nuclear.
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Figura IV.2.18. Efecto de EC sobre la expresidon de sod-3 y hsp-16.2 en C. elegans en gusanos de
avanzada edad (dia 9 de adulto). Los gusanos transgénicos se cultivaron en ausencia
(controles) y presencia de EC (200 uM). La fluorescencia se cuantificd utilizando el software
Image J. Aproximadamente se examinaron 30 gusanos seleccionados aleatoriamente de cada
experimento. Los experimentos se realizaron de forma independiente 3 veces. Los resultados
representan la media = SEM. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a
p<0,05 (*) y p<0,01 (**) y p<0,001 (***) mediante ANOVA de un factor.

Con todo, los resultados de este trabajo muestran un aumento significativo de la
expresion de gst-4, la pérdida de resistencia a estrés térmico en el mutante skn-
1(zu67) y el aumento de la expresion de skn-1 en gusanos tratados con EC, lo que
parece indicar que EC podria estar modulando la ruta SKN-1/ Nrf2. El factor de
transcripcion SKN-1, ortélogo de la proteina Nrf de mamiferos, induce la expresién de
enzimas destoxificantes de fase Il y proteinas antioxidantes, como SOD, GST, GPx o
NAD(P)H-quinona oxidorreductasa (NQO-1) y glutatién (Tullet et al., 2008; Koch et al.,
2014). El control de su expresion se produce gracias a que todos los genes que
codifican estas enzimas de fase Il y componentes antioxidantes presentan en su regién
promotora una regién especifica de unidn denominada “elementos de respuesta
antioxidante” (ARE). Varios genes que contienen ARE se han propuesto como dianas
moleculares de SKN-1, entre ellos gst-4 que actua conjugando la forma reducida de
glutation (GSH) a una variedad de sustratos téxicos, incluidos lipidos y proteinas
danados, disminuyendo asi su actividad y haciéndolos mas solubles en agua

favoreciendo su eliminacion (Kahn et al., 2008; Van Raamsdonk y Hekimi, 2010).
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El aumento de la actividad de SKN-1 podria explicar la disminucion de los
productos de peroxidacién lipidica y proteinas carboniladas en gusanos tratados con
EC respecto a no tratados. En un estudio previo, nuestro grupo de investigacion
también demostré que el tratamiento con EC producia un aumento significativo en los
niveles de GSH en C. elegans con respecto a los gusanos no tratados (Gonzdlez-
Manzano et al., 2012). Resultados similares fueron encontrados en ensayos llevados a
cabo en astrocitos (Bahia et al., 2008) y células HepG2 (Granado-Serrano et al., 2010),
donde el tratamiento con EC produjo la activacion de Nrf2 y aumentd los niveles de

GSH.

Ademas, también es conocido que la ruta Nrf2-ARE se activa por especies
reactivas de oxigeno (Chen et al., 2014; Miranda-Vizuete y Veal, 2017), por lo tanto, el
aumento moderado de los niveles de ROS observados en los gusanos tratados con EC
(Figuras IV.2.3 y IV.2.4) podria conducir a la activacién de esta ruta, induciendo
finalmente la proteccidon antioxidante endégena y confiriendo una gran proteccién

contra el dafo oxidativo.

Recientemente se ha propuesto que los efectos de SKN-1 sobre la resistencia al
estrés oxidativo y la longevidad pueden estar disociados (es decir, que SKN-1
promueve la longevidad por un mecanismo diferente a la proteccion frente al dafio
oxidativo). Ademads, también se ha establecido que la expresién de skn-1 puede ser
activada por el factor de transcripcién DAF-16/FOX0O. Concretamente, SKN-1 seria
necesario en la resistencia al estrés oxidativo, pero no para aumentar la longevidad
como resultado de la sobreexpresidn de daf-16. Ademas, la sobreexpresién de daf-16
rescata la corta vida de los mutantes skn-1 pero no su hipersensibilidad al estrés
oxidativo (Tullet et al., 2008 y 2017). Esta doble funcién podria explicar los efectos de
la EC observados en este trabajo en C. elegans, donde los gusanos tratados con este
flavanoide mostraban mayor resistencia al estrés térmico, pero no un aumento en su
vida media, indicando quiza que la mayor expresién de daf-16 pueda conducir a una

activacion de skn-1 y de sus genes diana.

Por otra parte, los altos niveles de HSP promueven la longevidad y estan
relacionados con la capacidad de soportar el estrés térmico (Rea et al., 2005; Zhang et

al., 2009). Hsu et al. (2003) sugirieron que HSF-1 y DAF-16 activan juntos la expresion
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de genes especificos, incluidos los genes que codifican HSP, que a su vez promueven la
longevidad. Las HSP actuan como chaperonas y proteasas moleculares previniendo la
acumulacién de proteinas agregadas en respuesta al estrés térmico y otros tipos de
estrés. Esta actividad puede evitar que las proteinas oxidadas o dafiadas se agreguen
antes de que puedan replegarse o degradarse (Hsu et al., 2003). Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron que EC regula positivamente la expresidn de hsp-
16.2 y hsp-70 en C. elegans, lo que podria explicar el aumento significativo en la vida
maxima y de la supervivencia de C. elegans frente a estrés térmico inducido por el
tratamiento con el flavonoide. Otros autores también han relacionado el aumento de
la longevidad y de la resistencia al estrés térmico en C. elegans provocadas por el
tratamiento con diferentes polifenoles con la capacidad de regular positivamente hsp y
otros genes asociados a la resistencia al estrés (Zhang et al., 2009; Upadhyay et al.,

2013; Asthana et al., 2016).

4.2.4 Comentarios finales

A la vista de los resultados obtenidos, parece que el tratamiento de C. elegans
con EC conduce a un efecto protector frente al dafio oxidativo, como se reflejaba en
una mayor supervivencia del gusano en condiciones de estrés y un descenso de los
biomarcadores de productos de peroxidacion lipidica y la carbonilacién de proteinas.
Los mecanismos moleculares por los que los diferentes flavonoides ejercen sus efectos
beneficiosos siguen sin esclarecerse, sin embargo, los resultados aqui obtenidos
parecen apuntar que el tratamiento con EC produce una elevacién moderada de los
niveles de ROS que podria conducir a una respuesta compensatoria aumentando los
mecanismos de proteccién enddgenos, como por ejemplo la ruta SKN-1/Nrf-2, que
darian como resultado una mayor resistencia al estrés oxidativo y un aumento de la

vida maxima.

Ademads, los ensayos de resistencia a estrés oxidativo inducido térmicamente con
varios mutantes relevantes de la ruta IIS mostraron que el fenotipo termorresistente
que les proporcionaba el tratamiento con EC no se encontraba en los mutantes daf-2,
age-1, akt-1, akt-2, sgk-1, daf-16, daf-18, skn-1 y hsf-1, por lo que los efectos

beneficiosos observados tras el tratamiento con EC parecen estar mediados por la
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regulacion de la ruta de sefializacion de la insulina/IGF-1, donde DAF-16 actiia como un
regulador central y que junto con los factores de transcripcion HSF-1 y SKN-1
regularian la expresién de una amplia variedad de genes con diversas funciones que
actuan en la respuesta al estrés y en la modulaciéon de la duracion de la vida. En
concreto, el tratamiento con EC produjo un aumento de la regulacion de enzimas de
destoxificacion de fase Il (GST-4) y de la expresién de chaperonas (HSP-16.2 y HSP-70)

gue mejorarian la capacidad para degradar las proteinas dafiadas.

Por Gltimo, basandonos en los datos de este estudio, el mecanismo de accidn
implicado en el tratamiento con EC no parece verse modificado por la edad del gusano,
si bien es cierto que a la vista de los efectos beneficiosos en gusanos envejecidos
puede concluirse que la exposicion crénica a EC confiere proteccién frente a dafio
oxidativo, todavia observable en gusanos de mayor edad. Si es relevante el acentuado
aumento observado en la expresidon de HSP-16.2 en gusanos envejecidos respecto a los
mas jovenes, ya que las HSP disminuyen en condiciones fisioldgicas a causa del
envejecimiento, lo que hace que los gusanos sean mds sensibles al estrés y

experimenten una mayor mortalidad con la edad.
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4.3 Estudio de los mecanismos moleculares implicados en los efectos bioldgicos de

quercetina

4.3.1 Introduccion

Quercetina (Q) es el flavonol mas abundante de la dieta humana ya que se
encuentra en una amplia variedad de plantas cultivadas y alimentos derivados, como
nueces, uvas, cebollas, brécoli, manzanas y té negro. En verduras se encuentran por
debajo de 10 mg/kg, pero alcanza hasta 40 mg/kg en judias y manzanas y hasta 100
mg/kg en cebollas (Boots et al., 2008). El consumo de Q en la dieta se ha asociado con
la proteccidon frente diversas enfermedades, incluidas patologias cardiovasculares,
cancer y trastornos neurodegenerativos, y se le atribuyen caracteristicas beneficiosas,
como actividad antioxidante, efectos antiinflamatorios y proteccion frente al
envejecimiento (Kaliora y Dedoussis, 2007; Boots et al., 2008; Darband et al., 2018).
Dichas acciones han sido explicadas, al menos en parte, por sus efectos antioxidantes y
por sus propiedades de captacion de radicales libres (Cos et al., 1998; Middleton et al.,
2000), aunque los mecanismos precisos a través de los cuales la quercetina y otros
flavonoides ejercen su actividad bioldgica todavia estan bajo discusién. Por ello, es
importante entender los mecanismos moleculares por los que Q puede ejercer sus
efectos, con el fin de desarrollar estrategias para modular los cambios fisiolégicos

asociados al envejecimiento y degeneraciones que conducen a enfermedades crénicas.

Aunque en los ultimos anos han aumentado los estudios de Q en modelos in
vivo, la mayoria del conocimiento de flavonoides ha sido originado en estudios in vitro,
mientras que los datos en los que se tiene en cuenta la interaccion compleja de
diversos procesos como la como absorcidon, metabolismo e interaccidn en érganos y
tejidos son mas limitados (Williamson y Manach, 2005). La implicacién de algunas
rutas clave, con relevancia en mamiferos, se ha explorado empleando el organismo
modelo C. elegans, ya que aunque nematodos y humanos estan separados por casi mil
millones de afios de evolucién, se ha identificado que entre el 60-80 % de genes en C.
elegans son homoélogos de genes humanos, y muchos procesos bioldgicos, entre los
gue se incluyen apoptosis, sefalizacion celular, ciclo celular, polaridad celular,

metabolismo o envejecimiento, estan conservados entre C. elegans y mamiferos
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(Kyriakakis et al., 2015). Realmente C. elegans ofrece prometedoras posibilidades para
estudiar los efectos y mecanismos de accidon de compuestos secundarios de alimentos
y plantas, como los flavonoides, debido a su sencillez de manejo, conservacion de vias
metabdlicas y la posibilidad de manipular las rutas de sefializacion celular por métodos

biotecnoldgicos.

En estudios previos de nuestro grupo de investigacién (Surco-Laos et al., 2011) se
investigaron los efectos de Q y sus metabolitos metilados isoramnetina (3’-O-
metilquercetina) y tamarixetina (4’-O-metilquercetina) sobre las caracteristicas
fenotipicas, resistencia al estrés oxidativo y térmico y longevidad en C. elegans,
crecidos en presencia de concentraciones de 200 uM de los flavonoles en el medio de
cultivo. Los tres compuestos estudiados aumentaban significativamente la resistencia
al estrés térmico (35 °C, 8h), ejercido en los dias 1 y 6 de adulto, aunque con distinto
resultado segun el flavonol considerado. Asi, Q era el compuesto que mostraba mayor
efecto protector en el primer dia adulto (aumento en la tasa de supervivencia de un 17
% respecto al control), mientras que tamarixetina lo era en el 6° dia (aumento del 39
%). En todo caso, para todos los flavonoles estudiados el efecto protector siempre era
mayor en los gusanos sometidos a estrés en el 6° dia de adulto que en los sometidos el
primer dia; en definitiva, en los expuestos durante mas tiempo a los compuestos. En
ensayos de estrés oxidativo inducido quimicamente con juglona (150 uM, 24h), un
prooxidante capaz de convertir el oxigeno al aniéon radical superéxido, era Q el flavonol
gue producia mayor proteccion en los dos estados de desarrollo, elevando la tasa de
supervivencia en un 12 % y un 15 % con relacién al control, el primer y 6° dia de adulto,
respectivamente (Surco-Laos et al., 2011). Con el objeto de confirmar si los flavonoles
ensayados modificaban el estatus oxidativo de C. elegans, se realizaron también
analisis empleando el test OxyBlot, que evalta la oxidacién de proteinas mediante
inmunodeteccién de los grupos carbonilos. Los resultados mostraron una disminucién
de la oxidacién de proteinas en los animales tratados con los flavonoles respecto a los
no tratados, especialmente marcada en el caso del tratamiento con Q. En cuanto a
caracteristicas fenotipicas, Q era el unico flavonol que inducia algunos cambios,
aumentando significativamente la longitud del gusano un 11 % y la capacidad

reproductiva un 9 %. Por ultimo, en estudios de longevidad todos los tratamientos
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aumentaban significativamente (p<0,05) la vida media y maxima (calculada como la
duracién de vida del 10 % de la poblacién mads longeva) de los gusanos (Figura 1V.3.1).
En este caso el flavonol que aportaba una mayor extensiéon media y maxima de la vida
era isoramnetina, con aproximadamente un 16 % de extension de la vida media
respecto al control, mientras que Q alargaba la vida media alrededor de un 11 %

(Surco-Laos et al., 2011).
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Figura IV.3.1. Curvas de supervivencia de C. elegans cultivados en presencia y ausencia
(control) de flavonoles. Fuente: Adaptada de Surco-Laos et al. (2011).

Estos estudios demostraban que la Q posee una actividad bioldgica relevante en
un sistema in vivo, que redunda en una mayor proteccion frente a procesos oxidativos
y mejora su tasa de supervivencia, tanto en condiciones normales de desarrollo como
de estrés. Resultados similares con relaciéon a los efectos de Q fueron también
obtenidos por otros autores (Kampkotter et al., 2008; Saul et al., 2008; Pietsch et al.,
2009; Xue et al., 2011; Griinz et al., 2012; Duenas et al., 2013). En todos los casos se
encontraba un aumento de la vida media del gusano cultivado en presencia de
concentraciones de Q entre 70 y 200 puM. Sin embargo, Pietsch et al. (2011) no
observaban efectos en la extensién de la vida para concentraciones fuera de ese
intervalo, tanto inferiores (50 uM) como superiores (250 uM). El tratamiento con Q
también conducia a una mejora en la resistencia al estrés térmico y oxidativo inducido
por juglona o paraquat, asi como a una reduccién de los niveles intracelulares de ROS,

tanto en condiciones normales como en condiciones de estrés térmico (Kampkotter et
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al., 2007b; Pietsch et al., 2009 y 2011; Grinz et al.,, 2012). No obstante, los
mecanismos moleculares a través de los que producen estos efectos siguen sin
esclarecerse y, de hecho, las conclusiones al respecto obtenidas por distintos autores
(Kampkotter et al., 2007b y 2008; Saul et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Xue et al.,
2011; Grinz et al., 2012) son diferentes e incluso, en ocasiones, aparentemente

contradictorias, como luego se comentara en la discusién.

Con el fin de contribuir a esclarecer los mecanismos de accion implicados en los
efectos de los flavonoles, en esta tesis se ha estudiado su influencia sobre la ruta de la
insulina (11S), ya que controla muchos procesos bioldgicos importantes, entre los que
se incluyen desarrollo, reproduccién, metabolismo, mantenimiento somdtico y
resistencia a estrés (Lapierre et al., 2012). Concretamente se ha evaluado la influencia
sobre la resistencia al estrés inducido térmicamente empleando los mutantes
principales de la ruta de la insulina (daf-2, age-1, daf-16, akt-1, akt-2; sgk-1, hsf-1, skn-
1y daf-18). Ademas, se ha estudiado la expresion de algunos genes relacionados con
resistencia al estrés, como daf-16, skn-1, hsf-1, hsp-16.2, hsp-70, sod-3 y gst-4,
mediante RT-gPCR o empleando reporteros fluorescentes en estirpes transgénicas de

C. elegans.

4.3.2. Influencia de quercetina en genes relacionados con resistencia al estrés y de la
ruta de la insulina. Ensayos con mutantes y cuantificacion de la expresion de ARNm

mediante RT-qPCR

En C. elegans la repuesta a estrés oxidativo estd regulada a través de varias rutas,
entre las que se incluyen las de la insulina/IGF-1 (IIS), JNK (quinasas c-Jun N-terminal),
y la ruta de sefializacion p38 MAPK (proteinas quinasas activadas por mitégenos) (Oh
et al., 2005; Troemel et al., 2006; Altintas et al., 2016). Por otra parte, algunos autores
han observado que los flavonoides pueden ejercen acciones moduladoras en sistemas
celulares actuando directamente sobre varias rutas de sefalizacion y modular la
expresion de distintos genes a través de la activacién de varios factores de
transcripcion (Mansuri et al., 2014). Teniendo en cuenta estos antecedentes y las
observaciones previas realizadas por nuestro grupo acerca de los efectos de Q sobre

longevidad y proteccidon frente al dafio oxidativo en C. elegans (Surco-Laos et al.,
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2011), en esta tesis doctoral se ha procedido a evaluar la posible implicacién en estos
procesos de genes seleccionados relacionados con respuesta a estrés o
envejecimiento, principalmente de la ruta de sefalizacion de la insulina/IGF-1 (lIS).
Inicialmente se plantearon ensayos en cepas mutantes con pérdida de funcién de
diversos genes relevantes de la ruta IIS, con el objeto de determinar si la quercetina
podia aumentar en los mismos la resistencia a estrés oxidativo. Los ensayos se
realizaron aplicando un choque térmico (35 °C, 4-8 h) en dos momentos diferentes de
la vida del nematodo, concretamente en los dias 2 y 9 de adulto, para establecer si
podian existir diferentes modos de actuacion segun el estado desarrollo del gusano.
Todos los ensayos se llevaron a cabo simultdneamente en gusanos mutantes
cultivados en presencia de Q (200 uM en 0,1 % de DMSQO) y no tratados (0,1 % de
DMSO, control), asi como en la cepa silvestre N2 sin tratamiento (0,1 % de DMSO,
control N2). Para simplificar la observacién de los resultados, los datos del control N2
no se recogen en las gréaficas, pero fueron de utilidad como control metodolégico del
experimento. Ademas, se cuantificé la expresion de algunos de estos genes mediante
RT-gPCR en gusanos de la cepa silvestre tratados con Q, en condiciones normales de

crecimiento y tras someterlos a estrés térmico (5 h, 35 °C).

Inicialmente, se investigd el efecto de Q en los componentes activadores de la
ruta 1IS (marcados en rojo en la Figura 11.16). Concretamente, se evalué el efecto sobre
la resistencia al estrés térmico en los mutantes con pérdida de funcién age-1(hx546),
akt-1{mg306), daf-2(e1370) y el doble mutante akt-2(tm812);sgk-1(ft15), todos ellos
de vida larga y que presentan mayor resistencia al estrés que la cepa silvestre. Los
resultados obtenidos mostraron que en todos estos mutantes no se producia un
aumento en la resistencia al estrés tras tratamiento con quercetina (Figura 1V.3.2).
Ademas, al igual que a dia 2, tampoco se observé una mejora de la resistencia en los
mutantes tratados con Q cuando el estrés térmico era aplicado en el dia 9 (comparar
A.1-A.2, B.1-B.2, C.1-C.2, D.1-D.2 en Figura IV.3.2). Estos resultados sugieren que age-
1, akt-1, akt-2, sgk-1y daf-2 son necesarios para mediar la resistencia a estrés inducida
por Q en C. elegans. Al igual que ocurria con los resultados encontrados en gusanos
tratados con EC, la pregunta era si el hecho de trabajar con mutantes longevos y con

mecanismos de estrés robustos podria estar enmascarando el posible efecto de Q, ya
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que estos mutantes presentan de por si longevidad y resistencia al estrés superiores a
las de la poblacién silvestre. Sin embargo, en la bibliografia se encuentran estudios
donde diferentes compuestos siguen produciendo un aumento en la resistencia al
estrés o la duracidn de vida en gusanos longevos mutantes de la ruta IIS. Por ejemplo,
Yu et al. (2014) observaron que el tratamiento con 20 uM de curcumina producia un
aumento significativo en la supervivencia de mutantes daf-2 en ensayos de resistencia
a estrés oxidativo inducido con juglona. Igualmente, Pietsch et al. (2011) encontraron
que el tratamiento con 300 uM de acido cafeico inducia un aumento significativo de la

longevidad en los mutantes age-1y daf-2.

Los efectos del tratamiento con Q también fueron estudiados en algunos de
estos mutantes por Pietsch et al. (2009). Coincidiendo con nuestros resultados, esos
autores observaron que el tratamiento con Q 200 uM requeria de daf-2 y age-1 para
mediar la longevidad y la resistencia al estrés, ya que no encontraban una mejora en la
supervivencia frente a estrés térmico ni un aumento en la vida media de esos
mutantes al ser tratados con el flavonol. Ademas, estudiaron el efecto de Q en el
mutante akt-2, encontrando que Q producia un aumento en la vida media de dicho
mutante. Este resultado parecia dificilmente explicable, ya que akt-2 se encuentra
regulado por DAF-2 y AGE-1 en la ruta IIS. Sin embargo, los autores proponian como
posible explicacidn que SGK-1 es un factor de control critico en la respuesta al estrés y
en longevidad controlado por la ruta IS mas que por el complejo AKT/PKB y que,
mientras SGK-1 es mediador en la respuesta al estrés, AKT/PKB seria mas importante
para la formacién de larvas dauer. Como se ha comentado anteriormente y se puede
ver en la Figura IV.3.2, en el presente estudio se ha encontrado que trabajando con el
doble mutante akt-2;sgk-1 no se producia un aumento de supervivencia en gusanos
estresados térmicamente tratados con el flavonol, lo que apoyaria la propuesta de
Pietsch et al. (2009). Ademads, en nuestro estudio también se trabajé con mutantes
akt-1, gen que codifica un ortdlogo de la quinasa serina/treonina AKT/PKB e interactua
con la ruta IS, para el que tampoco se encontré aumento en la supervivencia de dichos
mutantes tras ser tratados con Q. Estos resultados indicaban que esta quinasa también
es necesaria para el aumento inducido por el tratamiento con Q en la resistencia a

estrés oxidativo en C. elegans.
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Figura IV.3.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 8
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes de vida larga de la ruta de la insulina:
daf-2(e1370), age-1(hx546), akt-1(mg306) y akt-2(tm812);sgk-1(ft15) cultivadas en ausencia
(controles) y en presencia de quercetina (200 pM). En cada caso, se realizaron tres
experimentos independientes. Los resultados representan la media + SD. La significacion
estadistica se calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p <0.05).
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Se estudid también la posible influencia en los efectos de Q de los factores de
transcripciéon DAF-16, HSF-1 y SKN-1, que producen cambios en la expresidon de genes
en respuesta a una inhibicidn de la ruta IIS. Los genes regulados por estos factores de
transcripciéon son funcionalmente significativos, incluyendo genes de respuesta a
estrés, como catalasas, glutatidon-S-transferasas y metalotioneinas, y genes que
codifican péptidos antimicrobianos, chaperonas, apolipoproteinas y lipasas (Kenyon,
2010). Concretamente se evalud la resistencia a estrés térmico en los mutantes con
pérdida de funciéon de daf-16(mu8), hsf-1(sy441), skn-(zu67) y daf-18(e1375). Los
resultados obtenidos se recogen en la Figura IV.3.3. Se observé que el tratamiento con
Q no mejoraba la supervivencia de los mutantes de daf-18 y skn-1, lo que sugiere que
estos genes serian necesarios para explicar el aumento de la supervivencia en gusanos
tratados con Q expuestos a estrés térmico. Sin embargo, el tratamiento con Q seguia
produciendo una mejora en la resistencia al estrés térmico en los mutantes daf-16 y
hsf-1, indicando que el efecto de Q en C. elegans es independiente de los genes daf-16
y hsf-1. Ademas, en la Figura 1V.3.3 también se puede observar que la influencia de Q
en los mutantes estudiados fue similar en adultos jovenes y mayores (comparar A.1-

A.2,B.1-B.2, C.1-C.2, D.1-D.2).
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Figura IV.3.3. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 6
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes: daf-16(mu86), hsf-1(sy441), skn-
1(zu67) y daf-18(e1375), cultivadas en ausencia (controles) y en presencia de Q (200 uM). En
cada caso se realizaron tres experimentos independientes por triplicado. Los resultados

representan la media + SD. La significacién estadistica se calculé usando la Prueba Chi

Cuadrado (*p <0.05).
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Como se indicd anteriormente, el factor de transcripcién DAF-16/FOXO de la ruta
de la insulina, considerado un regulador clave de diferentes procesos bioldgicos, no
parece mediar los efectos inducidos por el tratamiento con Q con relacién a resistencia
a estrés térmico en C. elegans, ya que los mutantes daf-16(mu8) siguen mostrando un
aumento de la resistencia a estrés térmico tanto a dia 2 como a dia 9 de adulto (Figura
IV.3.3, A.1y A.2). Con el fin de confirmar este supuesto, se llevaron a cabo estudios de
expresion de daf-16 mediante RT-qPCR en gusanos de la cepa silvestre N2 sometidos y
no sometidos a estrés. Los resultados mostraron que el tratamiento con Q no producia
un cambio en la expresidon de daf-6 sino incluso, si acaso, un descenso no significativo
en su expresion en los gusanos estresados (Figura 1V.3.4, A y B). Estos resultados junto
a los obtenidos en los mutantes parecen confirmar que los efectos de Q sobre la

resistencia a estrés serian independientes de daf-16.

Otros autores también han estudiado el efecto de Q en gusanos mutantes daf-16
(Saul et al., 2008; Pietsch et al., 2009; Griinz et al., 2012), observando, en consonancia
con nuestros resultados, que los gusanos mutantes tratados con Q seguian mostrando
una mejora en la resistencia a estrés térmico (Saul et al., 2008). Ademas, estos autores
comprobaron que en los mismos la Q también seguia produciendo un aumento de la
longevidad y en la resistencia a estrés oxidativo inducido mediante perdxido de
hidrégeno. Los resultados obtenidos por Saul et al. (2008), Pietsch et al. (2009) y Griinz
et al. (2012) en estudios de longevidad, realizados en condiciones normales de cultivo,
apoyarian los resultados aqui obtenidos en los andlisis de RT-gPCR, donde no se
observa un aumento de la expresidén de daf-16 en condiciones normales de desarrollo.
Por lo tanto, nuestros datos, apoyados por los de otros autores, parecen confirmar que
DAF-16 no es imprescindible en los efectos de Q, ni en condiciones normales de

crecimiento ni cuando los gusanos son sometidos a algun tipo de estrés.

En esta Tesis también se estudié la influencia del tratamiento con Q sobre el
factor de transcripcién de choque térmico de C. elegans, HSF-1. Para ello se cuantificd
la expresidn de hsf-1 mediante RT-gPCR en gusanos N2 cultivados en presencia de Q,
en condiciones normales de crecimiento y tras someterlos a estrés térmico. En la
Figura IV.3.4, A y B se puede observar que el tratamiento con Q no modificé la

expresion de hsf-1 ni en ausencia ni en presencia de estrés térmico (35 °C, 5 h). Estos
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resultados apoyan los obtenidos en los estudios con mutantes, donde la Q seguia
aumentando la supervivencia en las cepas de gusanos que carecian de funciéon del hsf-
1 (Figura IV.3.3, B.1 y B.2), confirmando que los efectos de Q también parecen ser

independientes de este gen.
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Figura IV.3.4. Efecto de Q sobre la expresion de los genes daf-16, hsf-1, skn-1, daf-18 y hsp-
16.2 en la cepa silvestre N2 de C. elegans cultivada en ausencia (controles) y presencia de Q
(200 uM), en gusanos no sometidos (A) o sometidos a estrés térmico (35 °C, 5 h) (B). El nivel de
expresion fue determinado por RT-gPCR, empleando act-1 como control interno. En cada caso,
se realizaron nueve experimentos independientes. Los resultados representan la media £ SEM.
La significacion estadistica se calculé mediante ANOVA de un factor (* p <0,05).

De igual manera, se llevaron a cabo estudios para evaluar la influencia de Q en

SKN-1/Nrf-2, otro co-regulador transcripcional de DAF-16. Los resultados, aunque no
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significativos, mostraron un incremento en la expresiéon de skn-1 en gusanos N2
tratados con Q tras ser sometidos a estrés (Figura IV.3.4, B skn-1). Esta tendencia fue
observada de modo consistente en cada una de las nueve repeticiones del ensayo
realizadas. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la expresion media de skn-1
entre gusanos tratados y no tratados con Q cuando no eran sometidos a estrés (Figura
IV.3.4, A skn-1), aunque en este caso, los resultados obtenidos en los distintos ensayos
individuales no siempre presentaban la misma tendencia. Debido a esta variabilidad en
la expresion de skn-1, se decidid realizar un estudio de la expresion de skn-1 en
condiciones normales de crecimiento a lo largo de toda la vida del gusano, para
comprobar si el nivel de ARNm podia estar influido por el momento de la vida del
gusano. Concretamente se analizaron las diferencias en la expresion de skn-1 entre
gusanos tratados con Q y no tratados (individuos control) los dias 2, 5, 9, 12 y 16. Los
resultados obtenidos (Figura 1V.3.5) no revelaron la existencia de diferencias
significativas en la expresiéon de skn-1 a lo largo del tiempo como consecuencia del
tratamiento con Q, aunque si se observaban distintas tendencias en los niveles de
ARNm entre gusanos tratados y no tratados segun el dia de desarrollo, si bien nunca

de manera significativa.
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Figura IV.3.5. Efecto de Q sobre la expresion del gen skn-1 en C. elegans N2 cultivados en
ausencia (controles) y presencia de Q (200 uM) en condiciones normales de crecimiento. El
nivel de expresién fue determinado por RT-gPCR, empleando act-1 como control interno. En
cada caso se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados representan la
media + SEM. La significacidn estadistica se calculé mediante ANOVA de un factor (* p <0,05).
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El factor de transcripcion SKN-1/Nrf-2 regula la resistencia a estrés oxidativo y la
expresion de genes de destoxificacidon en respuesta a una sefial reducida de IIS, pero
extiende la vida media de manera independiente de DAF-16 (Tullet et al., 2008 y 2017).
Ademas, la localizacién nuclear de SKN-1 estd controlada por fosforilaciéon por la via
p38 MAPK, mientras que su regulacién negativa es controlada por la glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK-3), para prevenir que esto ocurra constitutivamente (An et al., 2005;
Inoue et al., 2005). Este mecanismo de accién podria apoyar los resultados aqui
obtenidos, que parecen indicar que skn-1 es un mediador necesario en los efectos
observados en gusanos tratados con Q y sometidos a estrés, como se deduce tanto por
la pérdida de mejora de resistencia al estrés en los mutantes skn-1, yaseaadia2 09,
como por el aumento en la expresion de skn-1 en condiciones de estrés. Sin embargo,
no parece que daf-16 esté involucrado en los efectos producidos en C. elegans por el
tratamiento con Q (Figuras IV.3.3 y 1V.3.4). Por otro lado, Pietsch et al. (2009)
estudiaron los efectos de quercetina sobre longevidad en mutantes skn-1 solamente
en condiciones normales de crecimiento, encontrando que el flavonol seguia
produciendo un aumento en la vida media en estos mutantes, por lo que concluian

gue Q puede aumentar la longevidad independientemente de ese gen.

Se evalué también la expresién de daf-18 mediante la cuantificacion de ARNm
por RT-qPCR en condiciones normales de cultivo y tras someter a los gusanos a estrés
térmico (35 °C, 5 h). Como se puede observar en la Figura IV.3.4, Ay B, el tratamiento
con Q no modificd de manera significativa la expresion de este gen en ninguna de las
dos condiciones. Sin embargo, los resultados obtenidos con los mutantes (Figura
IV.3.3, D.1 y D.2) si indicaban que los efectos protectores conferidos por quercetina
frente al estrés dependian de DAF-18. Una posible explicacién a esta aparente
contradiccién podria ser que los resultados obtenidos en los ensayos con mutantes
daf-18 pudieran estar reflejando la implicacién de la proteina con actividad quinasa
AGE-1, cuya influencia en los efectos de Q se ha discutido anteriormente, ya que la
proteina DAF-18/PTEN se encarga de desfosforilar e inhibir a AGE-1/PI3K,

contrarrestando asi su actividad (Lapierre y Hansen, 2012).

Por dltimo, utilizando la misma metodologia, se estudiaron las proteinas de

choque térmico HSP-16.2, cuya expresidon, como se indicd previamente, puede estar
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influida por los principales factores de transcripcion regulados por la IIS (DAF-16, HSF-1
y SKN-1). Para establecer la influencia del tratamiento con Q en las HSP-16.2, al igual
gue con el resto de mutantes, se evalud la resistencia a estrés oxidativo inducido
térmicamente en una cepa mutante, hsp-16.2(gk249) que habia sido cultivada en
presencia del flavonol. Los resultados obtenidos mostraron que los mutantes hsp-16.2
tratados con quercetina no presentaban mayor supervivencia que los gusanos control,
sino que, por el contrario, cuando el estrés se aplicaba en el dia 2 se producia incluso
un descenso significativo en la supervivencia de los gusanos tratados con Q respecto a

su control (Figura IV.3.6).
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Figura IV.3.6. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 4
h) en los dias 2 y 9 de adulto en la cepa mutante hsp-16.2(gk249), cultivada en ausencia
(controles) y en presencia de Q (200 puM). Se realizaron tres experimentos independientes. Los
resultados representan la media * SD. La significacion estadistica se calculé usando la Prueba
Chi Cuadrado (*p <0.05).

Para obtener mas informacién sobre la implicaciéon de estas proteinas en los
efectos de Q sobre la resistencia al estrés, se analizé también la expresién de hsp-16.2
mediante RT-qPCR en gusanos de la cepa silvestre N2 cultivados en condiciones
normales y sometidos o no a estrés térmico. Los resultados (Figura IV.3.4, A y B)
mostraron una clara induccién de la expresién de hsp-16.2 por el tratamiento con Q,
tanto tras estrés como en su ausencia. No obstante, las diferencias solo eran
estadisticamente significativas en ausencia de estrés, lo que posiblemente puede ser

explicado por la ya fuerte induccidn de las HSP-16.2 por las propias condiciones de
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estrés térmico, que haria menos relevante el efecto que adicionalmente estd

induciendo la Q.

El empleo de nematodos mutantes que carecen de la actividad de genes
importantes en rutas involucradas en la tolerancia al estrés y la longevidad, asi como la
cuantificacién de la expresion de dichos genes han sido aproximaciones utilizadas por
distintos autores para explorar los mecanismos de accion implicados en los efectos
observados tras el tratamiento con distintos compuestos de la familia de los

flavonoles, ademds de quercetina.

Por ejemplo, el efecto de la extension de la vida media de C. elegans por el
tratamiento con quercetina-3-0O-diglucésido fue explicado por Xue et al. (2011) por un
incremento en la expresién de los genes daf-2, old-1 (codifica un receptor tirosina
guinasa y tiene un papel en resistencia al estrés y en la regulacion de la longevidad, ya
que esta influenciado por el gen daf-2; Murphy et al., 2003), osr-1 (media la
supervivencia en ambientes hiperosmoticos; Solomon et al., 2004) y sek-1 (MAP2K;
Kim et al., 2002). Sin embargo, este flavonol no modificaba la expresion de daf-16,
age-1vy sir-2.1, todos ellos evaluados mediante RT-gPCR (Xue et al., 2011). Paiva et al.
(2015) también estudiaron los mecanismos subyacentes a la mejora de la resistencia a
estrés oxidativo inducido por el tratamiento con un extracto rico en flavonoles
obtenido de la planta Baccharis trimera mediante el uso de diferentes mutantes.
Concretamente, vieron que el aumento de la resistencia al estrés era independiente de
skn-1vy daf-16, asi como de los genes nsy-1, pmk-1, sek-1, jnk-1, osr-1, unc-43 y mpk-1,
todos ellos relacionados con las rutas de sefialacidn altamente conservadas MAPK p38,
JNKy ERK MAPK, que pueden activar diferentes factores de transcripcion entre los que
se incluyen SKN-1 y DAF-16. De la misma manera, para comprobar si la reduccién de
ROS observada al tratar nematodos N2 de miricetina, kaempferol o quercetina era la
causa de la extension de longevidad, Griinz et al. (2012) midieron los niveles de ROS en
mutantes mev-1, que presentan una mutacién en un gen del citocromo b de la
succinato deshidrogenasa, que hace que estos animales presenten niveles elevados de
especies reactivas (Ishii et al.,, 1998). Los resultados mostraron que los flavonoles
seguian produciendo un descenso de los niveles de ROS independientemente de la

concentracion inicial de ROS en los gusanos. Sin embargo, pese a que en la cepa N2 el
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aumento de longevidad se producia con los tres flavonoles, solo miricetina era capaz
de aumentar la longevidad en los mutantes mev-1, sugiriendo que la capacidad de los
flavonoles para reducir los niveles de ROS no era por si misma motivo suficiente para
prolongar la longevidad. Ademds, comprobaron que tanto miricetina como quercetina
seguian provocando un aumento de la longevidad en mutantes daf-16, por lo que
concluyeron que la extension de la longevidad inducida por los flavonoles era

independiente de DAF-16 (Griinz et al., 2012).

Como conclusién de los estudios realizados en individuos mutantes y de
expresion génica descritos en este apartado, teniendo en cuenta el conjunto de
resultados obtenidos, parece que, al menos en parte, la ruta IS estaria implicada en la
mejora de la supervivencia a estrés oxidativo inducido térmicamente producida por el
tratamiento con Q. Concretamente el efecto de mejora en las propiedades de
termotolerancia seria dependiente de los genes age-1, akt-1, akt-2, sgk-1, daf-2, skn-1
y hsp-16.2 e independiente de daf-16 y hsf-1. Ademas, este mecanismo no parece ser

modificado por la edad del gusano.

4.3.3 Cuantificacion de la expresion génica mediante el uso de reporteros

fluorescentes en estirpes transgénicas de C. elegans

Con el objeto de contribuir a elucidar los mecanismos de accidn relacionados con
los efectos de extensién de la vida media y la mejora en la resistencia al estrés
observados tras el tratamiento con Q en C. elegans, se estudio la expresion de varios
genes relacionados con la respuesta a estrés, concretamente de las proteinas de
choque térmico HSP-16.2 y HSP-70 y de las enzimas SOD-3 y GST-4. Como se ha
indicado anteriormente, la ruta IIS transmite sefiales que dependen de las condiciones
ambientales que pueden cambiar la expresidn de estos y otros genes relacionados con
estrés y longevidad y que en conjunto regulan procesos tan importantes como

envejecimiento, formacidn del estado de resistencia dauer o metabolismo.

Para este trabajo, gusanos de cepas transgénicas que expresan GFP bajo el
control de los promotores de gst-4, sod-3, hsp-16.2 y hsp-70 fueron estudiados tras ser
cultivados en presencia o ausencia de Q (200 pM). También, se utilizd una cepa

transgénica que expresa una proteina de fusion DAF-16::GFP para examinar si el
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tratamiento con Q activaba la translocacién nuclear de DAF-16 en condiciones

normales y de estrés.

Los reporteros de gst-4 se evaluaron a dia 3 de desarrollo del gusano adulto y los
hsp-70 a dia 5. Los dias de ensayo se escogieron en funcién de cuando se observaba
una mayor intensidad de fluorescencia tras realizar un seguimiento inicial a lo largo de
toda la vida del gusano en las diferentes cepas tratadas con el flavonoide. En los casos
en los que no se apreciaba un aumento de fluorescencia llamativo a lo largo del
tiempo, como era el caso de las cepas reporteras de hsp-16.2, sod-3 y DAF-16::GFP, se
estudiaron gusanos adultos jévenes (dia 2 de adulto) y mayores (dia 9 de adulto),
como se habia realizado previamente en los ensayos con mutantes. Todas las cepas se
estudiaron en condiciones normales de crecimiento y tras someter a los gusanos a
estrés térmico (35 °C, 1 h). Para la correcta visualizacidon de la fluorescencia de los
reporteros de hsp-16.2 y hsp-70 era necesario que éstos se recuperaran a 20 °C
durante 2 y 3 horas respectivamente tras el estrés térmico. Para las cepas reporteras
de sod-3 y gst-4 no se observd induccidn de la fluorescencia tras estrés térmico, por lo

gue solo se evaluaron en condiciones nativas.

Los resultados de estos ensayos se recogen en la Figura 1V.3.7, donde se puede
comprobar que el tratamiento con Q no producia un aumento significativo en la
expresion de ninguno de los genes estudiados (gst-4, sod-3, hsp-16.2 y hsp-70), incluso
se aprecia un descenso significativo en la expresiéon de hsp-70 en los gusanos tratados
con Q. Para facilitar la comparacién, en la Figura 1V.3.7 se muestran los resultados en
forma de grafico de barras, recogiendo la expresidn de GFP en las cepas reporteras de
gst-4 y sod-3 en condiciones normales de crecimiento, y de hsp-16.2 y hsp-70 tras ser
sometidas a estrés (35 °C, 1 h) y recuperadas a 20 °C durante 2 h y 3 h,
respectivamente, ya que su intensidad de fluorescencia dificilmente se detectaba

antes de someter los nematodos a estrés.

Alguno de los genes de respuesta al estrés y destoxificaciéon xenobidtica
regulados por la ruta IIS ya habian sido estudiados por otros autores mediante el uso
de cepas reporteras, para explorar la respuesta al tratamiento con Q, concretamente
GST-4 y SOD-3. Los resultados de los efectos de Q en el reportero de sod-3 son

controvertidos, mientras que (Kampkotter et al., 2008) observaban un descenso de la
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expresion de sod-3 (100 uM tras 72h de incubacion), Griinz et al. (2012) encontraron
que el tratamiento con 100 uM durante 48 h de Q producia un aumento significativo
de sod-3. En nuestro caso no se detectaron cambios significativos en la expresion de
sod-3 tras el tratamiento con Q. Por otro lado, Kampkdtter et al. (2007b) observaron
que la expresion de gst-4 no se modificaba por el tratamiento con Q (100 uM) en
condiciones normales de desarrollo. Sin embargo, al estudiar la expresion de gst-4 tras
someter a los gusanos a estrés oxidativo con juglona 20 uM encontraron que la Q
producia un descenso en los niveles de GST-4 respecto al control (Kampkdtter et al.,
2007b). Estos resultados estarian de acuerdo con los obtenidos en nuestros estudios,
donde tampoco se observé un aumento de la expresidon de la enzima antioxidante

destoxificante GST-4 en condiciones normales de crecimiento.

Por ultimo, no se vio que el tratamiento con Q produjera una mayor
translocacidon de DAF-16 al nucleo respecto a los gusanos control, ni en condiciones
nativas ni tras someter a los gusanos a estrés térmico (35 °C, 1 h) (Figura 1V.3.8). En
todo caso, hay que sefialar que el propio estrés térmico ya induce de por si una fuerte
translocacién de DAF-16 al nucleo, préxima a la maxima observable, lo que dificulta la
discriminacion de las posibles diferencias inducidas por el tratamiento con Q en

nematodos DAF-16::GFP.
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Figura IV.3.7. Efecto de Q sobre la expresidn de gst-4, hsp-16.2, hsp-70 y sod-3 en C. elegans.
(A) Imagenes de fluorescencia representativas de las cepas control y tratadas. (B) Intensidad
de fluorescencia relativa en gusanos transgénicos. La fluorescencia se cuantificé utilizando el
software Image J. Aproximadamente se examinaron 30 gusanos seleccionados aleatoriamente
de cada experimento. Los experimentos se realizaron de forma independiente 3 veces. Los
resultados representan la media £ SEM. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a p<0,05 (*) y p<0,01 (**) y p<0,001 (***) mediante ANOVA de un factor.
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Figura 1V.3.8. Efecto de Q en la localizacidn nuclear de DAF-16::GFP en gusanos no sometidos y
sometidos a estrés térmico (35 °C, 1 h). Los gusanos transgénicos que expresan la proteina de
fusion DAF-16::GFP se cultivaron en ausencia (controles) y presencia de Q (200 pM) y se
evaluaron el dia 2 de adulto. La distribucién subcelular de DAF-16::GFP fue clasificada como
citosodlica, intermedia y nuclear.

Como se habia comentado anteriormente, en los ensayos realizados en cepas
mutantes daf-16(mu86) se habia encontrado que el tratamiento con Q seguia
produciendo un aumento significativo de la resistencia a estrés térmico y también que

no producia cambios significativos en la expresién de daf-16, ni en condiciones
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normales ni tras aplicacion de estrés térmico. Esto llevaba a concluir que el efecto de
este flavonol en la mejora de la resistencia a estrés parecia ser independiente de este
gen, lo que también fue sugerido por otros autores (Saul et al., 2008; Pietsch et al.,

2009; Griinz et al., 2012).

Los estudios de expresion de la localizaciéon subcelular de DAF-16 tampoco
mostraron una implicaciéon de dicho factor de transcripcidn, ya que no se observaba
una mayor localizacién nuclear de DAF-16 en los gusanos tratados con Q, ni en
condiciones normales ni tras someterlos a choque térmico, si bien dicho choque ya
produce la casi totalidad de translocacién de DAF-16 desde el citoplasma al nucleo,
dificultando ver posibles diferencias debidas al tratamiento en condiciones de estrés.
Otros autores, sin embargo, si han encontrado mayor translocacién de DAF-16 al
nucleo tras el tratamiento con Q en gusanos no sometidos a estrés (Kampkotter et al.,
2007b y 2008; Griinz et al., 2012). En relacion con ello, Saul et al. (2008) sugirieron que
la translocacion de DAF-16 al nucleo en respuesta a quercetina podria ser mas un
efecto circunstancial que una prueba de un mecanismo de longevidad subyacente.
Aunque DAF-16 es un factor clave en el control de la respuesta al estrés y en
longevidad (Kenyon et al., 1993; Oh et al., 2005; Tullet, 2015), también se ha sefialado
que la translocacién de DAF-16 al nucleo no garantiza una vida mas larga. Por ejemplo,
Hekimi et al. (2001) observaron que la translocacién de DAF-16 al nucleo no es
suficiente para aumentar la longevidad, ya que, aunque los mutantes longevos daf-2
presentan una acumulacién aumentada de DAF-16 en el nucleo, cuando se realizan
mutaciones en akt (lo que evita la fosforilacion de DAF-16 y por lo tanto provoca que
DAF-16 se encuentre constitutivamente en el nucleo) solo se produce un ligero
aumento de la longevidad. Por ello, estos autores proponen que daf-2 tiene efectos en
DAF-16 adicionales a su fosforilacion o, cuando menos, que daf-2 actua sobre otra
diana molecular. Uno y Nishida (2016), también sefialaron que, aunque DAF-16 tiene
un papel fundamental en la regulacion de la longevidad, la localizacién nuclear de DAF-
16, que es necesaria para su actividad transcripcional, no es suficiente para aumentar
la longevidad y que la sobreexpresion de daf-16 en N2 solo producia un ligero

aumento de la longevidad, por lo que el incremento de DAF-16 por si solo no es
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suficiente para extender la vida significativamente. Todas estas evidencias sugieren

que DAF-16 no actuaria necesariamente solo en la regulacion de la longevidad.

Existen otros factores que ayudan a la activacion de genes particulares por DAF-
16 en un determinado contexto, como por ejemplo la actuacién de las quinasas JNK-1
y CST-1, que regulan la actividad de DAF-16 mediante modificaciones
postranscripcionales (Oh et al., 2005; Lehtinen et al., 2006). Otras proteinas como SIR-
2.1, LIN-14, PRMT-1, RLE-1 y AAK-2 también estan involucradas en regular la actividad
transcripcional de DAF-16 después de la localizacidn nuclear (Berdichevsky et al., 2006;
Greer et al., 2007; Li et al., 2007; Saul et al., 2008; Takahashi et al., 2011). Por lo tanto,
estos reguladores también serian responsables de la activacién de la expresion de
genes concretos influenciados por DAF-16 y los consecuentes fenotipos. Todo ello
pone a su vez de manifiesto la compleja regulacion de la longevidad, resistencia al

estrés y otros efectos por la ruta lIS.

Segun nuestros resultados, los efectos de Q parecen ser independientes de daf-
16 pero dependientes daf-2 y de otros componentes de la IIS, como akt-1, age-1 y akt-
2, junto con sgk-1, lo cual podria resultar sorprendente. Sin embargo, Hekime et al.
(2001) y Lin et al. (2001) sefialan que cuando la ruta IIS es inhibida en respuesta a
diferentes sefiales medioambientales, ademds de la regulacién de genes de resistencia
frente al estrés, son muy importantes sefiales aln no identificadas que también son
reguladas en daf-2 pero no son dependientes de daf-16 y que son esenciales para la

extensién de la longevidad observada en mutantes daf-2.
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Figura IV.3.9. Efecto de Q en la localizacién nuclear de DAF-16::GFP en gusanos no sometidos y
sometidos a estrés térmico (35 °C, 1 h). Los gusanos transgénicos que expresan la proteina de
fusion DAF-16::GFP se cultivaron en ausencia (controles) y presencia de Q (200 uM) y se
evaluaron el dia 9 de adulto. La distribucidn subcelular de DAF-16::GFP fue clasificada como
citosdlica, intermedia y nuclear.

Al igual que en los estudios con EC, se quiso comprobar si la expresiéon de GFP
era diferente en algunas cepas reporteras de hsp-16.2, sod-3 y DAF-16::GFP en gusanos
adultos jévenes (dia 2 de adulto) y en gusanos mas mayores (dia 9), que presentan
diferentes momentos reproductivos, con el fin de establecer si el mecanismo de accién
subyacente del tratamiento con Q dependia del estado de desarrollo del gusano. En la
Figura 1V.3.9 se puede observar que el resultado en la translocacion nuclear de DAF-16
a dia 9 era similar al encontrado para los gusanos a dia 2 (Figura 1V.3.8). De la misma
manera, los resultados de la expresion de sod-3 fueron similares a los obtenidos en
gusanos mas jovenes, no encontrando diferencias en su expresion debido al

tratamiento con Q (Figura IV.3.10).

Sin embargo, cuando se analizd la expresion de hsp-16.2 en los individuos a dia 9
de adulto (Figura IV.3.10) se observé un aumento significativo en la expresion de los
genes que codifican proteinas de choque térmico debido al tratamiento con Q que no
era observado a dia 2 (Figura IV.3.7). Concretamente, la expresién de hsp-16.2 por el
tratamiento con Q respecto al control a dia 2 mostraba un porcentaje de aumento de
4,13 % no significativo respecto al control, mientras que a dia 9 el aumento era

significativo alcanzando el 18,76 %. Esta observaciéon puede ser importante para
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entender los efectos de aumento de vida media y de mayor resistencia al estrés
inducidos por Q en C. elegans, ya que muchas proteinas de choque térmico se pueden
regular positivamente al comienzo de la vida adulta, para luego sufrir una disminucién
a lo largo de la vida, descenso que parece compensarse por efecto del tratamiento con
Q. Ademas, bajos niveles de HSP en edades avanzadas pueden conducir al aumento
creciente de proteinas mal plegadas y, por tanto, a la pérdida de homeostasis y a la
senescencia del organismo (Lund et al., 2002; Braeckman y Vanfleteren, 2007).
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Figura 1V.3.10. Efecto de Q sobre la expresion de sod-3 y hsp-16.2 en C. elegans en gusanos de
avanzada edad (dia 9 de adulto). Los gusanos transgénicos se cultivaron en ausencia
(controles) y presencia de Q (200 uM). La fluorescencia se cuantificé utilizando el software
Image J. Aproximadamente se examinaron 30 gusanos seleccionados aleatoriamente de cada
experimento. Los experimentos se realizaron de forma independiente 3 veces. Los resultados
representan la media £ SEM. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas a
p<0,05 (*) y p<0,01 (**) y p<0,001 (***) mediante ANOVA de un factor.

Algunos autores han explicado la mayor longevidad y termotolerancia
observadas en determinados mutantes, como los age-1 de vida larga, por un aumento
de la regulacién y la acumulacion de HSP-16 (Walker et al., 2001). Estas afirmaciones
parecen ser coherentes con nuestros resultados, ya que el aumento de la expresién de
hsp-16.2 encontrado en los estudios de RT-qPCR (Figura 1V.3.4) se podria ver reflejado
en la mayor expresion del reportero de hsp-16.2 a dia 9 de adulto (Figura IV.3.10).
Ademas, cuando se observa la curva de longevidad de Q (Figura IV.3.1), se puede

comprobar que pasa a situarse por encima de la curva de los gusanos control a partir
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de aproximadamente el dia 8, para ya mantener esa tendencia hasta el final de la vida
de C. elegans; ello coincidiria con el momento en que segln los resultados de la
expresion de hsp-16.2 estarian aumentadas las HSP. Aparentemente contradictorios
con este supuesto son los resultados obtenidos con las otras proteinas de choque
térmico estudiadas en este trabajo, las HSP-70, ya que los resultados mostraron una
disminucion significativa del reportero de hsp-70 en los gusanos tratados con Q (Figura
IV.3.7). En todo caso, estas proteinas no fueron estudiadas en individuos a dia 9, por lo
que se desconoce la tendencia en su expresion, que podria verse modificada a lo largo

del desarrollo del gusano, como se intuye para las proteinas HSP-16.2.

Pietsch et al. (2011) evaluaron la influencia de Q, acido cafeico y &acido
rosmarinico sobre la expresién de diferentes HSP (hsp-3, hsp-12.6, hsp-16.1, hsp-16.41,
hsp-17 y hsp-70) mediante RT-gPCR, observando que la Q producia un aumento en la
expresion de cuatro de las HSP y una disminucién significativa de las otras dos, en
particular hsp-70y hsp-17, lo que puede servir como apoyo a los resultados obtenidos
en el presente trabajo. Por otro lado, dos factores de transcripcidon clave en la
expresion de las HSP, DAF-16 y HSF-1 (Hsu et al., 2003) no estaban implicados en los
efectos que ejercia Q sobre C. elegans (Figuras 1V.3.3 y IV.3.4), como se ha discutido
anteriormente. En todo caso, la pregunta de si HSF-1 puede activar todas las HSP sigue
sin respuesta, aunque resultados recientes de Tang et al. (2016) apuntan a que no

seria asi.

Mertenskotter et al. (2013) mostraron la regulacién positiva en la expresién de
genes de chaperonas, biosintesis de proteinas y degradacidon de proteinas mediante la
ruta PMK-1 (SEK-1, PMK-1 y SKN-1) y establecieron la importancia de la contribucién
de dicha ruta en la tolerancia térmica en C. elegans. PMK-1 codifica una proteina
guinasa activada por mitégeno (MAPK), ortéloga a la MAPK humana p38, que es un
importante regulador de la inmunidad innata en C. elegans (Hoeven et al., 2011).
Ademas, la ruta de sefializacién MAPK p38 regula mediante fosforilacién la actividad
transcripcional y la localizacién subcelular de SKN-1/Nrf2 en el intestino, por lo que
también influye en la respuesta a estrés oxidativo (Tullet et al., 2008). PMK-1 esta
regulada por una cascada de fosforilacién que implica la activacién de un receptor

Toll/IL-1 (TIR-1), que conduce a la activacion de una MAP3K, llamada NSY-1, que
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posteriormente activa una MAP2K (SEK-1), que culmina en la fosforilacién de PMK-1
(Figura IV.3.11). Originalmente, esta ruta MAPK se habia caracterizado por
desempeiiar un papel en la determinacién de destino asimétrico de las células
neuronales. Actualmente se piensa que la fosforilacién del factor de transcripcién ATF-
7 por PMK-1 promoveria la expresion genes de la respuesta inmune innata, mientras
que SEK-1 seria necesario para la activaciéon de SKN-1 mediante estrés oxidativo
(Hoeven et al., 2011). Ademas, NYS-1 y SEK-1 también pueden actuar en respuesta a
UNC-43 (Figura 1V.3.11), que codifica una proteina quinasa dependiente de
Ca®*/Calmodulina tipo Il (CaMKII). La actividad de UNC-43 es necesaria para una serie
de procesos, incluida la locomocidn, la especificacion del destino de las células
neuronales y la regulacion de la densidad sindptica, la puesta de huevos, la defecacién

y la maduracién meiética, cuya activacidon depende de la actividad de la via de CaMKII.

Sefializacién por calcio
J

@Cawml

Infeccién ‘ . Estrés oxidativo

\
y NSV ) MAP3K

MAP2K

Activacién de genes Activacién de genes Influencia de la percepcion
de la respuesta dependientes de SKN-1 sensorial a través de
inmune innata de respuesta a estrés neuronas olfativas

Figura IV.3.11. Rutas genéticas controladas por rutas MAPK.
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Tanto sek-1 como unc-43 parecen estar también involucrados en el mecanismo
molecular de la respuesta a quercetina. Pietsch et al. (2009) proponen que las rutas
MAPK y Ca**/Calmodulina podrian intervenir en el aumento de longevidad al conducir
a una elevada respuesta inmune e influir en el control de la resistencia mediante SKN-
1, asi como en la percepcion sensorial a través de las neuronas olfatorias mediante el
receptor STR-2. Para profundizar en estos aspectos, Pietsch et al. (2012) realizaron un
estudio de los patrones transcripcionales globales de los nematodos tras el
tratamiento con Q, donde demostraron que el metaboloma y las rutas de seializacién
de TGF-B, que desempefian un papel fundamental en el desarrollo y la fisiologia de
diversas especies, la ruta de sefalizaciéon de la IIS y la ruta p38 MAPK, estaban
involucradas en el aumento de longevidad producido por quercetina. Otros autores
también concluyeron la implicacion de componentes de esta ruta en los efectos de
polifenoles. Por ejemplo, Bonomo et al. (2014) encontraron que el efecto de un
extracto rico en polifenoles de Acai en resistencia a estrés oxidativo era dependiente
de SEK-1, OSR-1 (implicado en la regulacion de la respuesta al estrés osmotico) y UNC-
43. Por su parte, Wilson et al. (2006) observaron que el aumento de longevidad
producido por el tratamiento con extractos de arandanos implicaba la ruta CaMKII. En
vista de estos resultados, las rutas MAPK podrian estar involucradas en los efectos
mediados por quercetina, lo que podria explicar al menos en parte la implicacién de

SKN-1 y la activacion de determinadas HSP.

4.3.4 Comentarios finales

El tratamiento de C. elegans con 200 uM de quercetina producia un efecto
protector que se reflejo en una mejora de la resistencia a estrés térmico y oxidativo y
un aumento de la vida media y maxima. En vista de los resultados obtenidos, parece
gue estos efectos podrian explicarse, al menos en parte, por la modulacidn de la ruta
de la sefializacion de la insulina. Concretamente, los genes age-1, akt-1, akt-2, daf-18,
sgk-1, daf-2, skn-1 y hsp-16.2 estarian implicados en la mejora de la resistencia a estrés
observada tras el tratamiento con Q. Sin embargo, este efecto seria independiente de
daf-16 y hsf-1. La implicacion de daf-2 y no de daf-16 en los efectos observados tras el

tratamiento con Q parece reforzar la idea de que existen sefales aln no identificadas

185



Resultados

gue también son reguladas por daf-2 pero son independientes de daf-16 y que son

esenciales para la extension de la longevidad y la resistencia al estrés.

El hecho de que el factor de transcripcidon SKN-1 promueva la longevidad por un
mecanismo diferente a la proteccion frente al daifo oxidativo, demostrado, por un
lado, porque los mutantes skn-1 dejaban de mostrar un aumento de la resistencia a
estrés térmico y, por otro, porque no se encontraba un cambio significativo en la
expresion del gen en condiciones normales de crecimiento, apoyados por el
mantenimiento de la longevidad en mutantes skn-1 tras tratamiento con Q observado
por Pietsch et al. (2009), parecen indicar que el gen skn-1 no estaria implicado en los
efectos de Q en condiciones normales, mientras si podria estarlo en los producidos en

situacion de estrés.

Los resultados de expresidon de genes mediante el uso de cepas transgénicas de
C. elegans mostraron que el tratamiento con quercetina no producia un aumento en la
expresion de las enzimas GST-4 y SOD-3 ni de las proteinas de choque térmico HSP-
16.2 y HSP-70. Ademas, en base a los resultados obtenidos en dos momentos de
desarrollo del gusano, el mecanismo de accién implicado en los efectos de Q no parece
verse modificado por la edad del gusano, salvo en el caso de las proteinas HSP-16.2,
gue presentaban un aumento significativo en su expresién en gusanos de mas edad
(dia 9 de adulto) que no era observado en individuos jévenes (dia 2). Este dato podria
ser importante para explicar, al menos en parte, los efectos de aumento de vida media
y mayor resistencia al estrés producidos por Q en C. elegans, ya que muchas proteinas
de choque térmico se regulan positivamente al comienzo de la vida adulta para luego

disminuir a lo largo de la vida.

Por ultimo, las rutas MAPK exploradas por otros autores también podrian
contribuir a explicar los datos obtenidos en este estudio debido a su implicacién para

activar SKN-1 y determinadas HSP.

A pesar de la enorme cantidad de informacién para entender los procesos
biolégicos que regulan el envejecimiento recopilada en los ultimos afos a través de
analisis gendémicos, definir qué genes son funcionalmente importantes para la

longevidad ha demostrado ser un desafio, y sigue siendo uno de los grandes misterios
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de la Biogerontologia. Por ello, el avance en los conocimientos en este campo puede
ser clave para entender los mecanismos de accién subyacentes de la actividad de los
flavonoides. Los estudios disponibles muestran que la red de rutas de sefializacion que
podrian ser moduladas por flavonoides es compleja, incluyendo las rutas IIS, p38 MAPK
y CaMKIl, asi como varias opciones de interaccién lo que dificulta la comprensidn de

los posibles mecanismos de accion.
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Conclusiones generales

Se ha observado que el tratamiento con extractos de subproductos de
vinificacion ricos en polifenoles, produce en el nematodo una respuesta de tipo
hormético, de manera que concentraciones fendlicas relativas bajas mejoran su
resistencia al estrés oxidativo inducido térmicamente, mientras que concentraciones
elevadas aumentan la mortalidad. El efecto beneficioso también se encuentra influido
por la composicidn fendlica cualitativa de los extractos y es mas acusado en gusanos

de mayor edad que en adultos jovenes.

El tratamiento de C. elegans con epicatequina conduce a un aumento en la
supervivencia del nematodo cuando se somete a estrés oxidativo inducido
térmicamente, asi como a un descenso en los niveles de peroxidacidon lipidica y de
proteinas carboniladas. Estos resultados sugieren un posible efecto protector de
epicatequina frente al dafio oxidativo, todavia observable en gusanos de mayor de
edad. Los niveles de especies reactivas de oxigeno muestran, sin embargo, diferente
comportamiento segun la fase de desarrollo del nematodo, ya que disminuyen por el
tratamiento con epicatequina en individuos jévenes, mientras aumentan en los de mas
edad. Aunque la influencia de los niveles de ROS sobre la supervivencia de C. elegans
esta todavia bajo discusidn, los resultados obtenidos en este estudio sugieren que este
aumento moderado de las mismas podria ser beneficioso, posiblemente por conducir a

una respuesta compensatoria estimulando los mecanismos enddgenos de proteccion.

Los efectos derivados del tratamiento con epicatequina parecen, al menos en
parte, estar mediados por la regulacidn de la ruta de sefalizacion de la insulina/IGF-1,
ya que una variedad de mutantes con pérdida de funcién en genes clave de esta ruta
(daf-2, age-1, akt-1, akt-2; sgk-1, daf-16, daf-18, skn-1 y hsf-1) no muestran el fenotipo
termorresistente que este flavonoide proporciona en los gusanos silvestres. Por otra
parte, la epicatequina también induce un aumento en la expresion de enzimas de fase
Il (GST-4) y de proteinas de choque térmico (HSP-16.2 y HSP-70), lo que mejoraria la
capacidad de destoxificacion y de eliminacidn de proteinas dafiadas en el gusano. Estos
mecanismos de accién no parecen verse modificados por la edad, aunque sus efectos
son mas acusados en etapas mas avanzadas de la vida de C. elegans, en las que, como
respuesta al tratamiento con epicatequina, se produce un acentuado aumento en la
expresion de HSP-16.2, que en condiciones fisiolégicas se encuentran disminuidas a

causa del envejecimiento.

191



Conclusiones generales

Al igual que en el caso de epicatequina, los genes age-1, akt-1, akt-2, daf-18, sgk-
1, daf-2, skn-1 y hsp-16.2 también parecen estar implicados en la mejora de la
resistencia al estrés observada tras el tratamiento con quercetina. Sin embargo, en
este caso el efecto es independiente de daf-16 y hsf-1. La implicacién de daf-2 y no de
daf-16 en los efectos de quercetina refuerza la idea de que existen sefales aun no
identificadas que también son reguladas por daf-2, aunque independientes de daf-16,

gue son esenciales para la extensiéon de la longevidad y la resistencia al estrés.

El mecanismo de accién implicado en los efectos de quercetina tampoco parece
verse modificado por la edad del gusano, aunque, como para epicatequina, el
tratamiento conduce a un aumento significativo en la expresién de las proteinas HSP-
16.2 en gusanos mayores no observado en individuos jovenes. Esta observacion podria
ser importante para explicar, al menos en parte, los efectos de aumento de vida media
y mayor resistencia al estrés producidos por quercetina en C. elegans, ya que muchas
proteinas de choque térmico se regulan positivamente al comienzo de la vida adulta

para luego disminuir a lo largo de la vida.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto que no se
puede asignar un mecanismo Unico de accion a los flavonoides, sino que pueden
existir mecanismos diferentes segun el compuesto, como denota el hecho de que
epicatequina y quercetina, aun compartiendo elementos comunes en su actividad,
ejercen distinta influencia sobre algunos de los componentes reguladores de la ruta de
la insulina/IGF-1. En definitiva, los mecanismos a través de los que los flavonoides y
otros compuestos fendlicos pueden llegar a ejercer su actividad bioldgica son
complejos y diversos, estando claro que van mas alla del mero papel que clasicamente
se les ha atribuido como antioxidantes. Es de esperar que en los préximos afios se
produzcan avances sustanciales en la elucidacidon de los mecanismos de accién de los
flavonoides y otros compuestos fendlicos, asi como en el conocimiento de los procesos
bioldgicos que regulan el envejecimiento y otros procesos con base en el estrés
oxidativo, favorecidos por el empleo de organismos modelo, como C. elegans, y de las

nuevas técnicas moleculares y genémicas disponibles.
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