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I. Interés y Obijetivos

Diversos estudios epidemiolégicos han establecido una relacién entre la
ingesta de alimentos ricos en compuestos fendlicos y una menor incidencia de
distintas patologias cronicas. Sin embargo, la contribucién real de estos
compuestos en el mantenimiento de la salud y los mecanismos subyacentes a
su actividad biologica siguen sin esclarecerse. Los efectos sistémicos de los
compuestos fenodlicos se han relacionado tradicionalmente con sus propiedades
antioxidantes, es decir atribuible a su capacidad reductora y captadora de
radicales libres. Sin embargo, a medida que se ha avanzado en el conocimiento
de su biodisponibilidad y metabolismo han surgido interrogantes sobre cuéles
son los mecanismos de accion realmente implicados en la actividad biolégica in

vivo de estos compuestos (Williamson, 2017).

En general, la absorcion de los compuestos fendlicos en el intestino
delgado es baja, por lo que llegan practicamente inalterados al colon, en donde
son transformados por la microbiota, originando metabolitos de bajo peso
molecular (acidos fendlicos principalmente), que pueden ser parcialmente
absorbidos en el intestino grueso. Los compuestos captados, ya sea en el
intestino delgado o en el colon, son adicionalmente biotransformados en los
enterocitos y/o en el higado hacia formas conjugadas (glucurénidos, sulfatos y
derivados metilados) (Cardona et al., 2013). Las bajas concentraciones de estos
metabolitos que pueden alcanzarse tanto a nivel plasmatico como tisular (de
orden nanomolar), unido al hecho de que las formas conjugadas poseen menor
capacidad antioxidante que los compuestos originales, ponen en duda que el
efecto antioxidante directo pueda jugar un papel destacado en la actividad in vivo
de los compuestos fendlicos (Kawabata et al., 2019). Los estudios mas recientes
apuntan a que, al menos en el caso de los flavonoides, los efectos antioxidantes
in vivo podrian estar mas relacionados con mecanismos de accion indirecta,
especialmente con su capacidad para modular la actividad de enzimas
enddgenas, tanto de naturaleza antioxidante (catalasa, glutatibn peroxidasa,
glutation reductasa, superéxido dismutasa) como oxidante (xantino-oxidasa,
cliclooxigenasa, lipooxigenasa, NADPH oxidasa), junto con la posibilidad de
intervenir en procesos de sefializacion celular regulando la expresion génica a

diferentes niveles (Gonzéalez-Paramas et al., 2019).



I. Interés y Obijetivos

Para intentar responder a algunos de estos interrogantes, en el presente
trabajo se han realizado una serie de estudios utilizando el organismo modelo
Caenorhabditis elegans. Este nematodo es el organismo multicelular mejor
caracterizado a nivel gendmico, embriolégico, neurobioldgico y celular, y fue el
primero de los eucariotas multicelulares para los que se secuencio
completamente el genoma. Su facil manejo, su bajo coste y su ciclo de vida corto
permiten la rapidez y facilidad de trabajo de un microorganismo, pero con las
ventajas de un modelo animal. Por estas razones, en los dltimos afos, se ha
venido utilizando para estudiar la relacion existente entre diferentes compuestos
fendlicos y el estrés oxidativo, el metabolismo calérico y la longevidad (Koch et
al., 2014; Shen, P. et al., 2018). En particular, en este trabajo se han explorado
los efectos sobre el gusano de diversos acidos fendlicos, identificados como
metabolitos de la degradacién de polifenoles por la microbiota intestinal, asi
como la implicacién de algunos genes relacionados con longevidad y resistencia
a estrés oxidativo en los efectos observados. Ademas, se han iniciado los
estudios para la preparacion de derivados conjugados de &cidos fendlicos, ya
que los mismos podrian representar una fraccion relevante de los metabolitos
circulantes en plasma tras el consumo de productos ricos en compuestos
fendlicos y, por tanto, contribuir a sus efectos en el organismo. Este tipo de
metabolitos no estan disponibles comercialmente y disponer de los mismos es

importante para poder evaluar su actividad biolégica en sistemas modelo.



I. Interés y Obijetivos

OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es profundizar en la implicacion

de los metabolitos fendlicos microbianos en los mecanismos subyacentes a la

actividad biologica de los compuestos fendlicos de los alimentos, utilizando C.

elegans como modelo.

Los objetivos especificos que se proponen con esta finalidad son los

siguientes:

1.

Evaluar la influencia de diversos acidos fendlicos identificados como
metabolitos de la degradacion de polifenoles por la microbiota intestinal
sobre la resistencia de C. elegans al dafio oxidativo.

Evaluar la influencia de algunos de estos &cidos fendlicos sobre la
longevidad en C. elegans.

Estudiar la capacidad de los acidos fendlicos para modular los niveles de

especies reactivas de oxigeno en C. elegans.

Explorar la implicacion de genes y factores de transcripcion relacionados
con longevidad y resistencia a estrés en la respuesta al tratamiento de C.
elegans con &cidos fendlicos.

Avanzar en la preparacion de derivados conjugados de acidos fendlicos
gue puedan encontrarse como metabolitos circulantes en el organismo

humano.
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2.1 Compuestos fenélicos

2.1.1 Descripcion y caracteristicas generales

Los compuestos fendlicos o polifenoles existen en la naturaleza como
metabolitos secundarios en el reino vegetal. Son sintetizados por las rutas del
acido shikimico/fenilpropanoide, del acetato/malonato o combinacién de ambas
y estan involucrados en diferentes funciones de la ecofisiologia vegetal.
Participan en mecanismos de proteccion frente a situaciones de estrés como son
la agresion de patdégenos o predadores y la radiacion de luz ultravioleta. Ademas,
funcionan como agentes atrayentes para polinizadores y animales que dispersan
semillas, y son moléculas de sefalizacion en la fijacién de nitrégeno (Del Rio et
al., 2013).

Se han descrito alrededor de 10.000 compuestos fendlicos y aunque
pueden ser muy diferentes en su estructura, se caracterizan por poseer al menos
un anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilo unidos (Poti et al., 2019).
Pueden variar desde moléculas simples, como los acidos fendlicos, hasta
compuestos altamente polimerizados, como los taninos condensados (Bravo,
1998). En la Tabla 1.1 se recogen los principales grupos de compuestos

fendlicos.

Los compuestos fendlicos en la naturaleza se pueden encontrar de forma
libre (aglicones) o como derivados glicosilados, acilados o prenilados. En tejidos
vegetales y alimentos, los &cidos fendlicos forman habitualmente combinaciones
con polioles, como glucosa o acido quinico, mientras que flavonoides, al igual
que lignanos o estilbenos, existen principalmente en forma glicosilada, excepto
en el caso de los flavan-3-oles, que suelen encontrarse como aglicones. Los
azucares se unen al flavonoide normalmente a través de enlaces éter entre los
grupos hidroxilo, aunque en algunos casos también pueden estar enlazados a
un atomo de carbono aromatico. El azucar mas habitual es glucosa, pero también
son comunes ramnosa, galactosa y arabinosa, y los disacaridos neohesperidosa
(a-1-ramnopiranosil-(1—2)-B-d-glucopiranosa) y rutinosa (a-l-ramnopiranosil-
(1—6)-B-d-glucopiranosa). Los azlcares pueden estar adicionalmente

esterificados con acidos alifaticos (p.ej., acidos maldnico o acético) o aromaticos
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(p.ej., acidos p-cumarico, cafeico o ferulico) (Santos-Buelga y Gonzalez-
Paramas, 2014).

Los compuestos fendlicos constituyen una parte importante de la dieta
humana por su ubicuidad en los alimentos de origen vegetal. Estan presentes en
distintas concentraciones en estos y son en gran parte responsables de las
caracteristicas organolépticas de los alimentos que los contienen (Bravo, 1998).
Sin embargo, su importancia va mas alla de estas cualidades. Existe cada vez
mas evidencia de que la ingesta moderada de estos compuestos a largo plazo
puede tener beneficios para la salud humana en la prevencién o reduccion del

riesgo de diferentes enfermedades cronicas (Jaganath y Crozier, 2010; Fraga et

al., 2019).

Tabla Il.1. Principales grupos de compuestos fendlicos.
Fuente: Modificado de Zhou et al. (2016).

e Ejemplos inci
Clasificacion jemplos Prmmpales_fuentes
representativos en la dieta
L Bayas, uvas
, Cianidina, delfinidina, yas, u '
Antocianos - cerezas, ciruelas,
malvidina
granadas
Epicatequina, Manzanas, peras,
Flavan-3-oles epigalocatequina, legumbres, té,
proantOCianidinas cacao, vino tinto
Hesperidina, .
) Flavanonas P ) Frutas citricas
Flavonoides naringenina
. : Perejil, apio
Apigenina, luteolina, S
Flavonas Pig . naranjas, miel,
crisina ;
especias
Quercetina, kaempferol, Cebolla, bayas,
Flavonoles miricetina, manzanas, brécoli,
isoramnetina, galangina té
Isoflavonas Genisteina, daidzeina Soja
Acidos Acido galico, acido Granadas, uvas,
. . . elagico, bayas, nueces,
.- hidroxibenzoicos L A . .
Acidos acido protocatéquico vino, té verde
fenolicos Acidos Acido clorogénico,
. A acido ferulico, acido Café, cereales
hidroxicinamicos .
cafeico
. Sesamina, Semillas de lino,
Lignanos ; S .
secoisolariciresinol sésamo
, Uvas, bayas, vino
Estilbenos Resveratrol ay
tinto
Alcoholes fendlicos Tirosol, hidroxitirosol Aceite de oliva
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2.1.2 Clasificacion, estructura y presencia en los alimentos

De acuerdo a sus caracteristicas estructurales los compuestos fendlicos
se clasifican como flavonoides y no flavonoides. Dentro del grupo de los no
flavonoides se encuentran los acidos fendlicos, los estilbenos, los lignanos y los
alcoholes fendlicos (Tabla 11.1) (Parkinson y Cicerale, 2016). Los flavonoides y
los acidos fendlicos son los grupos mas abundantes de compuestos fendlicos en
la naturaleza, representando el 60 % y el 30 % de ellos respectivamente (Zhou
et al., 2016).

2.1.2.1 Flavonoides

La estructura basica de los flavonoides estd compuesta por 15 atomos de
carbono que forman dos anillos aroméaticos (anillos A y B), unidos por un
esqueleto de tres atomos de carbono (C6-C3-C6) que en la mayoria de las
subclases estad formando un tercer anillo heterociclico (anillo C) (Figura 11.1)
(Jaganath y Crozier, 2010). Asi, de acuerdo con el patron de sustitucion que
presenten en el anillo C se pueden dividir en flavonoles, flavonas, flavan-3-oles,
antocianos, flavanonas e isoflavonas, principalmente (Figura 11.2). Otros grupos
de flavonoides que se encuentran en menor proporcion en la dieta son calconas,
dihidrocalconas, dihidroflavonoles, flavan-3,4-dioles, cumarinas, y auronas (Del
Rio et al., 2013).

Figura Il.1. Estructura general de un flavonoide.

Los flavonoides se encuentran diversamente hidroxilados, siendo las
posiciones mas habituales 3, 5, 7, 3’, 4’ 0 5’. La mayoria de estos compuestos
existen naturalmente en forma glicosilada (O-glicésidos y C-glicésidos), aunque

también pueden aparecer como aglicones libres y en formas conjugadas

11
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(metilados, acetilados, prenilados o sulfatados). Algunos flavonoides se
encuentran formando estructuras oligdmeras o polimeras, como es el caso de
los taninos condensados (0 proantocianidinas) compuestos por la union de un
namero variable de unidades flavan-3-ol (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas,
2014).

Los flavonoides estan ampliamente distribuidos en alimentos y bebidas de
origen vegetal, por lo que constituyen una parte muy importante de la dieta. Se
encuentran especialmente en frutas, legumbres, cereales, verduras y productos
derivados, como té, chocolate, zumos, vino o cerveza (Jaganath y Crozier, 2010).
El té verde y negro, el vino tinto y el chocolate representan los productos con
contenido relevante de flavonoides mas consumidos a nivel mundial (Santos-

Buelga y Gonzéalez-Paramas, 2016).

Flavonoles Flavonas Flavan-3-oles
_ O
: |
0 0
S
0
/
OH
0
Antocianos Flavanonas Isoflavonas

Figura I1.2. Estructuras basicas de los principales grupos de flavonoides.

El subgrupo de flavonoides mas ubicuo en los alimentos es el de los
flavonoles, siendo quercetina el compuesto mas representativo. Derivados de
este flavonol se encuentran en altas concentraciones en la cebolla (200-1000
Hg/g de peso fresco) y en diferentes frutas y hortalizas como son fresa (40 ug/g),
espinaca (19 pg/g) o coliflor (18 pg/g), entre otros. Kaempferol y miricetina son
otros flavonoles bien representados en la dieta, estando presentes, por ejemplo,

en kiwis o en diferentes bayas, respectivamente. Ademas, las uvas de Vitis

12
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vinifera y productos derivados como los vinos contienen una amplia gama de

flavonoles, asi como el té y las manzanas (Jaganath y Crozier, 2010).

Las flavonas estan representadas principalmente por apigenina, luteolina
y crisina. A diferencia de los flavonoles, su distribucién es mas limitada, ya que
solo se han reportado concentraciones significativas en apio, perejil y en algunas

hierbas empleadas como condimentos (Del Rio et al., 2013).

Los flavan-3-oles representan el subgrupo de flavonoides mas
consumido en la dieta occidental. Su presencia en alimentos influye sobre
algunas propiedades organolépticas, como la astringencia, el amargor, la acidez,
o la definicién del color (Jaganath y Crozier, 2010). Los flavan-3-oles son la
subclase de flavonoides mas compleja ya que incluyen desde mondmeros
simples, como catequina y epicatequina, hasta compuestos oligobmeros vy
polimeros (proantocianidinas o taninos condensados). El tipo més abundante de
proantocianidinas son las procianidinas, que consisten exclusivamente en
unidades de (epi)catequina (Del Rio et al.,, 2013). Las prodelfinidinas, que
contienen unidades (epi)galocatequina, estan menos representadas en
alimentos, encontrdndose, por ejemplo, en uvas y vino tinto (Santos-Buelga y
Scalbert, 2000).

Los flavan-3-oles mondmeros se suelen nombrar genéricamente como
"catequinas" y se diferencian entre ellos segun la configuracién de los carbonos
asimétricos y el grado de hidroxilacion de su anillo B. Los principales flavan-3-
oles monémeros son catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina
y sus galoil derivados, (epi)catequina-3-O-galato y (epi)galocatequina-3-O-
galato (De Pascual-Teresa et al., 2010). Las catequinas se encuentran en
muchos tipos de frutas, como los albaricoques, que pueden contener 250 mg/kg
de peso fresco. También estan presentes en el vino tinto con hasta 300 mg/L.
Sin embargo, el té verde y el chocolate son las fuentes dietéticas mas ricas de
estos compuestos, una infusibn de té verde contiene hasta 200 mg de
catequinas. El té negro contiene menos flavan-3-oles monoméricos, ya que estos
se oxidan durante la fermentacion de las hojas de té a compuestos fendlicos
condensados mas complejos conocidos como teaflavinas (dimeros) vy
tearubiginas (polimeros). Catequina y epicatequina son los principales flavan-3-

oles en frutas, mientras que galocatequina, epigalocatequina y galato de

13
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epigalocatequina se encuentran en ciertas plantas leguminosas, en uvas y en té.
A diferencia de otras clases de flavonoides, los flavan-3-oles no estan

glicosilados en los alimentos (Santos-Buelga y Scalbert, 2000).

Las proantocianidinas son las principales responsables del caracter
astringente de las frutas (uvas, melocotones, kakis, manzanas, peras, bayas,
etc.) y bebidas (vino, sidra, té, cerveza, etc.) y contribuyen también al amargor
de productos como el chocolate, a través de la formacion de complejos con
proteinas salivales. Esta astringencia cambia a lo largo de la maduraciéon y a
menudo desaparece cuando la fruta alcanza la madurez, durante la cual

aumenta el grado de polimerizacién (Manach et al., 2004).

Los antocianos mas comunes son cianidina, delfinidina y malvidina, que
forman conjugados con azlcares y acidos organicos, generando compuestos de
diferentes colores, que van desde el naranja y rojo, hasta al azul y morado. Son
particularmente evidentes en frutas y flores (Del Rio et al., 2013). En la dieta
humana, los antocianos se encuentran de manera abundante en frutas, como las
bayas, a las que proporcionan sus colores distintivos. También estan presentes
en el vino tinto, en ciertas variedades de cereales y en algunas hortalizas, como
berenjenas, coles, cebollas o rdbanos. El contenido de estos compuestos en los
alimentos es generalmente proporcional a la intensidad del color, pudiendo
alcanzar valores de hasta 2-4 g/kg de peso fresco en grosellas negras o en
moras. El vino tinto puede contener desde 200 a mas de 500 mg/L de antocianos,
pudiéndose transformar en varias estructuras complejas a medida que el vino

envejece (Manach et al., 2004).

Las flavanonas estan representadas principalmente por naringenina,
hesperetina y eriodictiol, encontrandose fundamentalmente en frutas citricas.
Los zumos de pomelo y naranja contienen hasta 377 mg/L y entre 16-84 mg/L
de naringenina, respectivamente. En los citricos, las flavanonas se encuentran
unicamente en su forma glicosilada y se localizan especialmente en la cascara
(Jaganath y Crozier, 2010).

Las isoflavonas tienen una distribucion muy limitada. Se encuentran casi
exclusivamente en leguminosas y presentan una estructura similar a los

estrogenos. Tienen grupos hidroxilo en las posiciones 7 y 4' en una configuracién

14
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analoga a la de los grupos hidroxilos en la molécula de estradiol, cualidad que
les confiere propiedades pseudohormonales, incluida la capacidad de unirse a
los receptores de estrégeno, y en consecuencia se suelen clasificar como
fitoestrégenos. La soja y sus productos procesados son la principal fuente de
isoflavonas en la dieta humana. Siendo las moléculas mas comunes presentes

en estos, genisteina, daidzeina y gliciteina (Manach et al., 2004).

2.1.2.2 No flavonoides

a) Acidos fenolicos

Los acidos fendlicos se caracterizan estructuralmente por poseer un anillo
aromatico y un grupo carboxilo. Se distribuyen ampliamente en el reino vegetal
y Se encuentran en una gran variedad de frutas, como frambuesas, uvas, fresas,
arandanos y grosellas negras. En alimentos se encuentran principalmente dos
tipos de estos compuestos: los acidos hidroxibenzoicos (C6-C1) y los acidos
hidroxicinamicos (C6-C3) (Saibabu et al., 2015).

Los acidos hidroxibenzoicos estan representados principalmente por
los &cidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatéquico (PCA), vanilico (VA), elagico
y siringico (Figura 11.3). Estos compuestos se pueden encontrar como tales
acidos libres, unidos a azucares o acidos organicos o formando parte de
estructuras mas complejas como las ligninas y los taninos hidrolizables
(Jaganath y Crozier, 2010).

El acido galico es uno de los compuestos de este grupo mejor
representado en alimentos, siendo el té una fuente importante, que puede
contener hasta 4,5 g/kg de peso fresco (Manach et al., 2004). El zumo de
granada es rico en acido galagico, que es un analogo del &cido elagico que
contiene cuatro residuos de acido gdlico, y punicalagina, el principal tanino
hidrolizable, en el que el acido galagico forma un complejo con la glucosa
(Jaganath y Crozier, 2010).

El 4cido protocatéquico se encuentra de forma natural en cebollas, en
diferentes frutas como en ciruelas, grosellas, uvas y las frambuesas, asi como
en nueces. Esta también presente en distintas especias, como anis estrellado

(lllicium verum), toronjil (Melissa officinalis), y romero (Rosmarinus officinalis), y
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es un componente activo de algunas plantas medicinales, como las flores del
Hibiscus sabdariffa (Flor de hibisco o de Jamaica), Ginkgo biloba o Hypericum
perforatum. Constituye, asimismo, un metabolito importante de la degradacion

de flavonoides por la microbiota coldnica (Kakkar y Bais, 2014; Khan et al., 2015).

Los granos de diferentes cereales como, sorgo, mijo, cebada, trigo, arroz,
avena y centeno, contienen acidos fendlicos diversos como galico, PCA, p-

hidroxibenzoico, gentisico, salicilico, VA o siringico (Jaganath y Crozier, 2010).

OH

R—O

Acido protocatéquico, R = H;
Acido vanilico, R = OCH,

HO

Acido cafeico, R = H;
Acido clorogénico, R = 5-quinoil

R— o
2 /
OH

R—O H3;CO

Acido galico, R = H;
Acido siringico, R = OCH,

Acido ferulico

Acido elagico

OH

HO
H

Hidroxitirosol

Secoisolariciresinol

Figura I1.3. Estructura quimica de compuestos fendlicos no flavonoides.
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Los acidos hidroxicindmicos son mas comunes en la naturaleza que los
acidos hidroxibenzoicos. Dentro de este grupo destacan los acidos p-cumarico,
cafeico, ferulico y sinapico, que pueden encontrarse en forma libre o conjugada.
Los &cidos cafeico y quinico se combinan para formar &cido clorogénico (Figura
[1.3), que se encuentra en muchos tipos de fruta y en altas concentraciones en el
café (70-350 mg de acido clorogénico por taza). Los tipos de fruta que tienen el
mayor contenido de acidos hidroxicinamicos y derivados son arandanos, kiwis,
ciruelas, cerezas, peras y manzanas, donde pueden alcanzar valores de hasta
0,5-2 g/kg de peso fresco. El acido ferulico es el &cido fendlico mas abundante
en los granos de cereales, constituyendo su principal fuente dietética. El
contenido de &cido ferulico en el grano de trigo es de 0,8 a 2 g/kg de peso seco
(Manach et al., 2004).

b) Estilbenos

Los estilbenos tienen una estructura C6-C2-C6 y son fitoalexinas
producidas por las plantas en respuesta a enfermedades, lesiones y estrés. Su
principal representante es el resveratrol, que se puede presentar como isomeros
cis y trans (Figura 11.3), asi como en forma de distintos derivados conjugados. La
raiz lefiosa de Polygonum cuspidatum contiene niveles inusualmente altos de
trans-resveratrol y de su glucésido (piceido), con concentraciones de hasta 3,77
mg/g de peso seco (Del Rio et al., 2013). Sin embargo, este tipo de compuestos
se encuentran pobremente representados en la dieta humana, siendo sus
fuentes mas importantes uvas, mostos, vino tinto y cacahuetes (Cassidy et al.,
2000). En vino tinto se han descrito contenidos entre 0,3-7 mg de trans-

resveratol/L y hasta 15 mg de glucésidos/L (Manach et al., 2004).

c) Lignanos

La estructura basica de los lignanos es (C6-C2)2. La fuente dietética mas
rica de estos compuestos es la linaza, que contiene mayoritariamente
secoisolariciresinol (Figura 11.3) (hasta 3,7 g/kg de peso seco) y bajas cantidades
de matairesinol (Manach et al., 2004). Concentraciones menores se encuentran
también en otras semillas oleaginosas (soja, lentejas), salvado de cereales,

algas y algunas hortalizas (ajo, esparrago, zanahoria o brécoli) (Cassidy et al.,
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2000). En el organismo humano, los lignanos vegetales se metabolizan por la
microbiota intestinal a enterolignanos, (enterodiol y enterolactona), a los que se
atribuyen los efectos beneficiosos para la salud del consumo de lignanos
(Adlercreutz, 2007).

d) Alcoholes fendlicos

Los alcoholes fendlicos (C6-C2) estan principalmente representados por
el tirosol y el hidroxitirosol (Figura 11.3) y compuestos derivados como sus ésteres
con acido elenoico (p.ej., oleuropeina). Las aceitunas y el aceite de oliva son las
principales fuentes dietéticas de estos compuestos. En aceitunas negras
comerciales se han encontrado concentraciones de hidroxitirosol entre 9,4 y 40,9
mg/kg (Garcia et al.,, 2018). Contenidos de 40,2 y 3,8 mg/kg de tirosol e
hidroxitirosol, respectivamente, se han descrito en aceite de oliva por Cabrini et
al. (2001), mientras que Romero & Brenes (2012) determinaron niveles de
tirosol+hidroxitirosol de 100 a 400 mg/kg en aceites de oliva virgen extra de

origen espariol y de diferentes variedades.

2.1.3 Compuestos fenélicos y salud

Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2003), se
estima que el 80 % de las enfermedades cardiovasculares (ECV), el 90 % de la
diabetes tipo Il y un 30 % de los tipos de cancer se podrian evitar cambiando el
estilo de vida, que incluye la dieta. Son considerados factores de riesgo
significativos para estas enfermedades: el nivel de colesterol alto, la hipertensién
arterial, la obesidad y el consumo insuficiente de frutas y verduras. De este
modo, existe un interés creciente en el papel que no sélo los nutrientes sino
también determinados componentes no nutritivos de los alimentos, y entre ellos
los compuestos fendlicos, pueden tener en la prevencion de tales enfermedades
(Jaganath y Crozier, 2010).

Existe cada vez mas evidencia de que la ingesta moderada, continua y
prolongada de compuestos fendlicos puede estar asociada con un menor riesgo
de incidencia de enfermedades cronicas como son las ECV, las enfermedades
neurodegenerativas, la diabetes tipo Il y el cancer, asi como inflamacién de bajo

grado y sintomas asociados con el envejecimiento (Pinto y Santos, 2017).
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Ademas, debido a la variedad de actividades biol6gicas atribuidas a los
compuestos fenolicos, como son la capacidad antioxidante, antiinflamatoria,
estrogénica, antimicrobiana, antiproliferativa o antitumoral, se consideran
compuestos prometedores para el desarrollo de nuevos medicamentos (Santos-
Buelga y Gonzélez-Paramas, 2016).

2.1.3.1 Consumo de compuestos fendlicos en la dieta

Una primera estimacion del consumo de compuestos fendlicos fue
realizada por Kihnau (1976), quien estimd una ingesta diaria promedio de
flavonoides de alrededor de 1 g en los Estados Unidos. Mas recientemente otros
autores han realizado calculos mas precisos utilizando estudios de dieta total
combinados con datos sobre contenidos de compuestos fendlicos incluidos en
distintas bases de datos que se han ido elaborando en los Ultimos afios. Los
valores calculados difieren segun la poblacion considerada y la metodologia
usada para la evaluacién, oscilando desde unos cientos de mg hasta casi 2 g por
dia (Pérez-Jiménez et al., 2011; Vogiatzoglou et al., 2015; Zamora-Ros et al.,
2016; Morand et al., 2019).

Una ingesta diaria de compuestos fendlicos de 863 mg en adultos fue
estimada en Finlandia por Ovaskainen et al. (2008), constituyendo los derivados
de acidos fendlicos el principal grupo de compuestos consumidos (75 % del total
ingerido), seguidos por proantocianidinas (14 %) y antocianos y otros flavonoides
(10 %). Pérez-Jiménez et al. (2011) calcularon un consumo medio de
compuestos fendlicos de 1193 + 510 mg/dia en la dieta francesa, siendo los
ésteres de acidos hidroxicinamicos y las proantocianidinas los tipos de
compuestos fendlicos mejor representados. Ingestas de compuesto fendlicos de
1756,5 + 695,8 mg/dia, con una contribucién similar de flavonoides (897 mg/dia)
y acidos fendlicos (800 mg/dia) fueron obtenidas por Grosso et al. (2014) en
adultos polacos. Un estudio mas amplio fue realizado por Zamora-Ros et al.
(2016) en el marco del estudio EPIC (European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition) conducido en 10 paises europeos (Dinamarca, Francia,
Alemania, Grecia, Italia, Noruega, Espafa, Suecia, Paises bajos y Reino Unido),
donde se obtuvieron ingestas medias de compuestos fendlicos totales en el

intervalo entre 584-744 mg/dia para Grecia (consumo mas bajo) y 1626-1786
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mg/dia en Dinamarca (el mas elevado). De manera general, los derivados de
acidos fenolicos, sobre todo acidos clorogénicos, constituian la clase de
compuestos fenodlicos mejor representados (52,5-56,9 %), excepto en paises
mediterraneos donde lo eran los flavonoides (49,1-61,7 %), especialmente las

proantocianidinas.

2.1.3.2 El rol de los compuestos fendlicos en la salud humana

En la medicina tradicional se han utilizado ciertas plantas que contienen
compuestos fendlicos durante miles de afos, por lo que es posible que los
efectos beneficiosos de estos fitoquimicos se conocieran mucho antes de que

fueran aislados como compuestos activos.

En la década de 1930, Szent-Gyorgyi y colaboradores (Rusznyak y Szent-
Gyorgyi, 1936; Benthsath et al.,1936 y 1937) propusieron considerar los
flavonoides como vitaminas, bajo la denominacién de “vitamina P” (por
permeabilidad), al observar que preparaciones de zumo de limén y de pimenton
ricas en estos compuestos eran capaces de restaurar la permeabilidad y
resistencia de los capilares y prevenir la hemorragia asociada a la deficiencia de
acido ascorbico en el hombre, sugiriendo que el escorbuto podria estar causado
por una deficiencia de ambas vitaminas, C y P. La denominacion de vitamina P
fue mantenida durante unos afos, aunque finalmente la consideracién de los
flavonoides como vitaminas fue rechazada al no poder demostrarse su
esencialidad (Anémino, 1950). No obstante, en ese tiempo se publicaron
diversos estudios donde se mostraban efectos protectores de estos compuestos
en el sistema vascular, como el trabajo de Drezner et al. (1955) donde se
describe el efecto de la hesperidina y la vitamina C en el manteniendo de la
integridad vascular en pacientes con fragilidad capilar.

En la década de 1990 se renovo el interés por estos compuestos a raiz de
las observaciones epidemiolégicas de Hertog y colaboradores (Hertog et al.,
1993 y 1995), donde se encontraba una asociacion inversa entre la ingesta
dietética de flavonoides (flavonas y flavonoles) y la incidencia y mortalidad por
ECV. Los compuestos fenolicos se clasificaron como antioxidantes generales
(Serafini et al., 1994) y originalmente se pensdé que esta actividad podia ser

usada para explicar su mecanismo de accién global. Sin embargo, la realidad es
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mucho mas compleja y actualmente se piensa que los efectos biolégicos de los
compuestos fendlicos implican interacciones bioquimicas especificas a nivel
celular y molecular, hipétesis en la que se ha avanzado mucho en las ultimas
dos décadas. Aunque los compuestos fendlicos quimicamente se comportan
como antioxidantes, esto no necesariamente se transfiere a la actividad
bioldgica, porque cualquier accion in vivo depende tanto de la biodisponibilidad

del fitoquimico como del objetivo molecular en las células.

El efecto general de estos compuestos en la reduccion del riesgo de
enfermedades esta respaldado por observaciones epidemioldgicas, donde se
concluye que los alimentos y bebidas ricos en compuestos fendlicos protegen
contra el desarrollo de algunas enfermedades crénicas (Williamson, 2017). En
los ultimos afios se han llevado a cabo numerosos estudios de este tipo, aunque
no todos son suficientemente rigurosos, por carecer de controles adecuados, no
considerar de forma detallada la composicion de los alimentos estudiados o no
ser representativa la poblacion considerada. Por lo que es necesario que se
realicen mas estudios bien controlados y monitorizados y utilizando los
marcadores adecuados para establecer el grado de implicacion de estos
compuestos en la salud (Del Rio et al., 2013). Ademas de esto, la incompleta
informacion disponible sobre la farmacocinética (absorcion y metabolismo)
podria centrar la observacion sobre compuestos que no son realmente
biodisponibles (Poti et al., 2019).

Los estudios epidemioldgicos deben estar adicionalmente reforzados por
ensayos en animales, evaluacion de mecanismos en modelos in vitro y, sobre
todo, estudios de intervencion en voluntarios humanos, sanos y en situacion de
riesgo (Williamson, 2017). En el momento actual, aunque existe ya un notable
conocimiento sobre la bioactividad de los compuestos fendlicos, el conocimiento
de los mecanismos detrds de su actividad in vivo es aun limitado y esta en

discusion.

2.1.3.3 Compuestos fendlicos y salud cardiovascular

A nivel mundial, las ECV son la principal causa de morbilidad y mortalidad,
ya que representan el 32 % de todas las causas y el 44 % de las muertes por

enfermedades no transmisibles (Poti et al., 2019). Existen numerosas evidencias
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de que el consumo de una dieta rica en compuestos fenélicos se asocia a una
menor incidencia de ECV, lo que se atribuye a un papel de los mismos en la
modulacién de factores de riesgo relacionados con esta enfermedad, como son
la hipertension, la disfuncion endotelial, el metabolismo lipidico, la intolerancia a
la glucosa y la actividad plaquetaria. La proteccidon cardiovascular que ejercen
los compuestos fendlicos se ha relacionado, entre otros, con el consumo de
bayas, citricos, café, granada o nueces, y sobre todo con alimentos ricos en
flavan-3-oles, como té, vino tinto y cacao (Del Rio et al., 2013). Diversos estudios
han relacionado el consumo de alimentos ricos en estos fitoquimicos 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; Brull et
al., 2015), asi como con una mejora en la vasodilatacién dependiente de
endotelio, que se asocia con una mayor biodisponibilidad de 6xido nitrico (Diebolt
et al., 2001; Yang et al., 2004; Balzer et al., 2008; Hooper et al., 2012; Choi et
al., 2015). Ademas, existen ensayos que relacionan el consumo de alimentos
que contienen compuestos fendlicos con una mejora en los perfiles de colesterol
plasmatico, es decir, aumento de colesterol unido a lipoproteinas de alta
densidad (HDL) y disminucién del colesterol asociado a lipoproteinas de baja
densidad (LDL) (Shrime et al., 2011; Argani et al., 2016; Morand et al., 2019).

En Espafa, en el estudio epidemiolégico denominado PREDIMED
(Prevencion con Dieta Mediterranea) se evalud la relacion entre la dieta
mediterranea y el riesgo cardiovascular en personas de entre 55 y 80 afios con
alto riesgo cardiovascular, pero que no padecian enfermedades de esta clase al
comienzo del estudio. La dieta mediterrdnea tradicional se caracteriza por un alto
consumo de alimentos ricos en compuestos fendlicos como aceite de oliva,
frutas, nueces, verduras y cereales; una ingesta moderada de pescado y aves
de corral; una ingesta baja de productos lacteos, carnes rojas, carnes
procesadas y dulces, y el consumo moderado de vino, también rico en
compuestos fendlicos. Los resultados mostraron que el seguimiento de una 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)

en personas con riesgo de padecerlos (Estruch et al., 2013). Sin embargo, es
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importante mencionar que algunos resultados del estudio PREDIMED han sido
cuestionados por algunas deficiencias en el disefio estadistico en los grupos de
ensayo (Calisle, 2017). Aunque algunos aspectos han sido revisados y re-
evaluados por los autores, que llegaron a publicar una retraccion (Estruch et al.,
2018a), las conclusiones generales del estudio PREDIMED se siguen
considerando validas, apoyadas en la nueva informacion corregida aportada
(Estruch et al., 2018b).

2.1.3.4 Compuestos fendlicos y salud neuronal

Los avances en la medicina y la mejora en la alimentacion han conducido
en los ultimos afios a un aumento significativo en la esperanza de vida,
especialmente en los paises desarrollados. Como consecuencia de esto, el
envejecimiento de la poblacién lleva a una mayor incidencia de enfermedades
asociadas con la edad y, especialmente, las enfermedades neurodegenerativas
(Jaul y Barron, 2017). La neurodegeneracion es un trastorno comun compartido
por varias enfermedades, como la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad
de Huntington, la enfermedad de Alzheimer, la demencia frontotemporal o la
enfermedad de Parkinson. Su etiologia es multifactorial y atn esta lejos de ser
plenamente entendida. Entre los diversos factores involucrados se enumeran la
neuroinflamacion crénica, la senescencia celular, la inestabilidad genémica y la
pérdida de proteostasis. Los tratamientos actuales para detener el deterioro
cognitivo se limitan a contrarrestar los sintomas de manera transitoria, sin tener
en cuenta la patologia subyacente. En este escenario, el desarrollo de
estrategias alternativas para prevenir o retardar la neurodegeneracion es una
necesidad urgente. Asi, en ultimos afios, el papel de la dieta como herramienta
preventiva para el deterioro cognitivo ha sido un objeto de investigacion intensiva
(Poti et al., 2019).

En este sentido, muchos estudios epidemiolégicos y de intervencién
sugieren una relacion entre el consumo de productos ricos en compuestos
fendlicos y una mejora en el rendimiento cognitivo (Bell et al., 2015; Cicero et al.,
2018; Haller et al., 2018; Pervin et al., 2018). Los mecanismos que podrian estar
relacionados con los beneficios a nivel neurolégico de estos compuestos

incluyen su capacidad para interactuar con la sefializacién intracelular neuronal
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y glial, para influir en el flujo sanguineo periférico y cerebrovascular, y para
reducir el dafio neuronal (Del Rio et al., 2013). Sin embargo, no todos los
estudios realizados han arrojado resultados positivos en la mejora cognitiva de
manera inequivoca (Yang et al., 2016; Radd-Vagenas et al., 2018; Roozbeh et
al., 2018).

2.1.3.5 Compuestos fendlicos y cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo y
su tratamiento principal es la quimioterapia. Sin embargo, debido a los efectos
secundarios negativos que puede tener se estan buscando alternativas para
prevenir y tratar esta familia de enfermedades (Saibabu et al., 2015). En las
tltimas dos décadas, los efectos anticancerigenos de los compuestos fendlicos
se han convertido en un tema importante de estudio, siendo candidatos
potenciales para el descubrimiento de farmacos contra el cancer (Zhou et al.,
2016).

Existen muchos estudios in vitro y en modelos animales, asi como de
intervencién en humanos con estos fitoquimicos que sugieren su posible
actividad anticarcinogénica. Entre las propiedades que se les atribuye se
encuentran el proteger los componentes celulares (ADN, proteinas y lipidos) de
las lesiones oxidativas, e inhibir la proliferacién e inducir la apoptosis de las
células cancerigenas (Saibabu et al., 2015). Se ha demostrado que flavonoides,
como antocianos, catequinas, flavonoles, flavonas, flavanonas o isoflavonas,
pueden disminuir el riesgo de cancer al inhibir el crecimiento celular en los
tumores (Wang, S. et al., 2014). Las observaciones disponibles sugieren efectos
beneficiosos de los compuestos fendlicos en la prevencion y desarrollo de cancer
de pulmédn, estdbmago, colon, prostata, epitelial, endometrial y de mama (Boullata
y Hudson, 2012; Christensen et al., 2012; Zamora-Ros et al., 2013; Guo et al.,
2014; Woo et al., 2014; Fujiki et al., 2015; Zhang et al., 2016; Zhou et al., 2016).
Sin embargo, existen también estudios epidemiologicos donde no se encuentra
relacion entre el consumo de productos ricos en compuestos fendlicos y una
menor incidencia del desarrollo de diferentes tipos de cancer (Chen, M. et al.,
2014; Petrick et al., 2015; Nimptsch et al., 2016; Wang, Y. et al., 2014).
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Por ultimo, es importante sefalar que las implicaciones para la salud de
los compuestos fendlicos dependen en gran medida de la composicion de los
alimentos, la cantidad consumida y de su biodisponibilidad. Estos fitoquimicos
se modifican durante la absorcion en el intestino delgado, a través del
metabolismo y la conjugacion, y en el intestino grueso, principalmente por accién
de la microflora colénica, asi como por el metabolismo hepético posterior.
Muchos de estos aspectos estan determinados por factores genéticos y
ambientales, lo que podria trasladarse a efectos diferentes segun los individuos
(Jaganath y Crozier, 2010; Poti et al., 2019).

2.1.4 Biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos

La biodisponibilidad se puede definir como "la tasa y el grado en que un
ingrediente activo o una fraccién activa es absorbido desde una matriz y llega a
estar disponible en el sitio de accion". En base a esto, los parametros mas
importantes para que un compuesto fendlico pueda ser efectivo dentro de un
sistema bioldgico son la tasa de absorcion y la disponibilidad en el sitio de accién

(Gonzalez-Paramas et al., 2019).

En los alimentos, la mayoria de los compuestos fendélicos se encuentran
glicosilados, aunque también se pueden encontrar esterificados o como
polimeros. Una vez ingeridos, son reconocidos por el cuerpo humano como
xenobidticos, y su biodisponibilidad es relativamente baja en comparacion con
los micro y macronutrientes. Ademas, dependiendo de su grado de complejidad
estructural, estos compuestos pueden absorberse en el intestino delgado (se ha
estimado que por término medio podria ser un 5-10 % de los compuestos
fenolicos consumidos) o alcanzar el colon casi sin cambios (Clifford, 2004). En
el intestino grueso, la interaccién con la microbiota es responsable de una
extensa biotransformacion de los compuestos fendlicos originales hacia una
serie de metabolitos fendlicos de bajo peso molecular (Cardona et al., 2013), que
también podrian ser absorbidos y ser adicionalmente conjugados, ya sea en la
pared intestinal, el higado o en tejidos periféricos. Por lo tanto, los compuestos
gue pueden alcanzar las dianas metabdlicas son quimicamente y, en muchos
casos, funcionalmente distintos de las formas originales, y tales caracteristicas

subyacen a su bioactividad (Kroon et al., 2004).
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2.1.4.1 Absorcion y metabolismo

Para que los compuestos fendlicos glicosilados puedan ser absorbidos
por el organismo es necesaria una hidrolisis previa para liberar el aglicon. Esta
desglicolisacion se produce fundamentalmente en el intestino, pero puede
comenzar en la cavidad oral, por la actividad de enzimas [3-glucosidasas de la
saliva o de la microbiota oral (Requena et al., 2010). La hidrdlisis de los
compuestos fendlicos en el intestino ocurre en intestino delgado o grueso de
forma dependiente del tipo de sustituyente de azlcar y también de la complejidad
del compuesto. En el intestino delgado, algunos monoglicésidos, como la
guercetina-3-O-glucoésido, pueden ser hidrolizados en el epitelio intestinal por la
enzima lactasa-floricin hidrolasa (LPH), liberando el aglicdn, que puede ingresar
al enterocito por difusion pasiva debido a su mayor lipofilicidad. Por otro lado,
existe controversia acerca de la posibilidad de un transporte activo de algunos
glicésidos, como quercetina-4’-O-glucosido, a las células epiteliales por el
transportador de glucosa dependiente de sodio (SGLT1) y la posterior hidrolisis
de estos en las células por accion de una B-glucosidasa citosolica (CBG) (Day et
al., 2003; Németh et al., 2003).

Los flavan-3-oles, en su mayoria, pasan inalterados al intestino grueso
donde pueden ser metabolizados por la flora colénica. Sin embargo, existen
algunos flavan-3-oles monémeros (8-17 % aproximadamente) que pueden ser
absorbidos en los enterocitos del intestino delgado sin hidrolisis previa
(Santhakumar et al., 2018). Los compuestos con gran peso molecular, como las
proantocianidinas poliméricas no pueden absorberse en el intestino delgado,
mientras que las proantocianidinas oligoméricas también es poco probable que
puedan absorberse sin una degradacion previa a compuestos de menor peso
molecular. Por otro lado, los &cidos hidroxicinamicos comiunmente se encuentran
esterificados con azlcares, acidos organicos y lipidos, y no existen esterasas en
los humanos capaces de romper estos enlaces éster, por lo que el principal sitio
para su metabolismo es en el colon por la accion de la microbiota colénica (Marin
et al., 2015).

Una vez que los compuestos fendlicos son absorbidos en el intestino
delgado interactian con las enzimas de fase Il (catecol-O-metiltransferasas

(COMT), uridin-5’-difosfato glucuronosiltransferasas (UGTSs) y sulfotransferasas
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(SULT) ya en el propio enterocito y posteriormente en el higado y los tejidos
periféricos. Como resultado de esta interaccion se producen metabolitos
conjugados (glucurénidos, sulfatos y derivados metilados) que se encontraran
circulando en el plasma. Excepto en los casos de algunos flavonoides
particulares, como ciertas catequinas o isoflavonas, los aglicones no se
encuentran circulando como tales en sangre. Se ha sugerido que, si bien la
metilacion y la glucuronidacién se producen tanto en las células intestinales
como en el higado, la sulfatacion se produce principalmente en el higado
(Rechner et al. 2002). La conjugacion representa un proceso de desintoxicacion
metabdlica comun a muchos compuestos Xxenobidticos, que facilita su
eliminacién biliar y urinaria mediante un aumento de la solubilidad y un mayor

peso molecular (D'Archivio et al., 2010).

Después de las conversiones en el higado se produce el transporte
enterohepatico via biliar y algunos metabolitos pueden volver al intestino
delgado, pudiendo posteriormente ser reabsorbidos. Ademds, algunos
metabolitos conjugados, especialmente los derivados glucurénidos, pueden ser
bombeados al interior de la luz intestinal mediante transportadores de membrana
ABC (ATP-Binding Cassette), como las proteinas de resistencia a mdultiples
farmacos (Multidrug Resistance Proteins, MRP) y la proteina de resistencia al
cancer de mama (Breast Cancer Resistant Protein, BCRP), para participar en el
reciclado local y entérico (Gonzalez-Paramas et al., 2019).

Los compuestos fendlicos que no son absorbidos en el intestino delgado
(estimado en el 90-95 % de los compuestos fendlicos consumidos) y las formas
conjugadas que llegan al intestino a través de la bilis, cruzan el tracto intestinal
y alcanzan el intestino grueso. En este sitio experimentan una biotransformacioén
por accion de enzimas microbianas, capaces de catalizar una amplia variedad
de reacciones, como deshidroxilacién, desmetilacion, descarboxilacién, hidrélisis
de los glucurénidos, sulfatos y glicésidos o ruptura de anillos, conduciendo a la
formacion de diferentes moléculas de bajo peso molecular (Aura, 2008; Stevens
y Maie, 2016). Los metabolitos producidos pueden ser absorbidos y, a través de
circulaciéon portal, llegar al higado, donde también se pueden someter a un

metabolismo adicional de fase Il antes de ser distribuidos por circulacion
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sistémica a los tejidos periféricos o ser excretados por los rifiones (Santhakumar

et al., 2018). Un esquema de estos procesos se recoge en la Figura I1.4.

Debido a este extenso proceso metabdlico, la concentracion final de
compuestos fendlicos y metabolitos en el plasma humano puede alcanzar
niveles de rango nanomolar a micromolar en unas pocas horas para

posteriormente casi desaparecer a las 24 h (Kawabata et al., 2019).
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Figura Il.4. Esquema de metabolismos y absorcion de los compuestos fendlicos.

Fuente: Modificado de Kemperman et al. (2010).
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2.1.4.2 Transformacion de los compuestos fendlicos por la microbiota intestinal

El tracto buco-gastrointestinal humano esta colonizado por un amplio
espectro de especies bacterianas, que se han asignado a mas de 1000 especies
y se encuentra dominado por bacterias anaerobias (Williamson y Clifford, 2017).
Cada porcion de este tracto (boca, eséfago, estbmago, intestino delgado e
intestino grueso) tiene una flora distintiva, pero la mayoria de los organismos se
encuentran en el intestino grueso, donde la concentraciéon puede alcanzar 10*!-
10%? bacterias/g, representando alrededor del 35-50 % del contenido total
(Williamson y Clifford, 2010). La placa dental contiene alrededor de 10
bacterias/g, y la saliva en torno a 108-10° bacterias/mL (Duefias et al., 2015).
Los tres filos bacterianos mas dominantes en el colon son Firmicutes,
Bacteroidetes y Actinobacteria, siendo Proteobacteria y Verrucomicrobia
generalmente menos abundantes (Williamson y Clifford, 2017). Sin embargo,
solo unas pocas especies bacterianas (p.ej., Escherichia coli, Bifidobacterium
sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp.) catalizan el
metabolismo de los compuestos fendlicos (Cardona et al., 2013). En la Tabla I1.2
se puede observar una relacion entre los principales metabolitos microbianos
derivados de los compuestos fendlicos y las bacterias involucradas en su

transformacion.

Las bacterias nativas se adquieren principalmente al nacer y durante el
primer afio de vida, mientras que las bacterias transitorias se ingieren
continuamente a través de los alimentos, las bebidas y el medio ambiente. La
composicién filogenética de la microbiota intestinal se considera especifica y
estable en el tiempo para cada individuo, variando mucho entre cada persona
(Duenas et al., 2015). En consecuencia, aparte de las variaciones cuali- y
cuantitativas en la ingesta diaria de compuestos fendlicos, las diferencias
interindividuales en la composicién de la microbiota intestinal pueden llevar a
diferencias en la biodisponibilidad y bioeficacia de los compuestos fendlicos y
sus metabolitos (Cardona et al., 2013).
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Tabla 11.2. Principales metabolitos derivados de flavonoides y bacterias identificadas

involucradas en su transformacién. Fuente: Marin et al. (2015). (1) Romo-Vaquero et al.

(2015), Li et al. (2016); (2) Peirotén et al., (2019).

Principales metabolitos

Acidos cindmicos

Precursores identificados Bacterias
. Clostridium orbiscidens
Acidos fenilacéticos ) .
. ) o Eubacterium oxidoreducens
Flavonoles Acidos fenilpropioénicos _
L . Eubacterium ramulus
Acido protocatéquico )
Enterococcus casseliflavus
Acidos fenilpropionicos Clostridium spp.
Flavanonas

Eubacterium ramulus

Flavan-3-oles

Fenilvalerolactonas
Acidos fenilvaléricos
Acidos fenilacéticos
Acidos fenilpropionicos
Acidos benzoicos

Clostridium coccoides
Bifidobacterium spp.

Acido protocatéquico
Acido siringico
Acido vanilico

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus casei

hidroxicinamicos

Antocianos ]

Acido propi6nico Lactobacillus acidophilus

Catecol Bifidobacterium lactis

Pirogalol

Acidos fenilpropiénicos Clostridium orbiscindens

Flavonas i s .

Acidos cinamicos Enterococcus avium
Bacteroides ovatus
Streptococcus intermedius

(S)-Equol )

) ) Ruminococcus productus
O-Demetilangolensina
) ) ] ) Eggerthella sp.
Isoflavonas 6’-Hidroxi-O-desmetilangolensina .
o Enterococcus faecium
Daidzeina )
o Lactobacillus mucosae

Genisteina ) )
Finegoldia magna
Clostridium spp.

Acidos fenilpropiénicos Escherichia coli

Acidos Acidos benzoicos

Bifidobacterium lactis

Lignanos (2)

Enterolactona

Vainillina Lactobacillus gasseri
< . L. Gordonibacter spp.
Acido elagico y Urolitinas PP
elagitaninos (1) Akkermansia muciniphila
Ruminococcus spp.
Enterodiol Eggertela lenta

Bifidobacterium spp.

Lactobacillus spp.
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Los catabolitos predominantes generados por la microbiota a partir de los
compuestos fendlicos son los acidos aromaticos y fendlicos con hasta tres
hidroxilos aromaticos, o sus analogos mono o di-metoxilados, que poseen una
cadena lateral de uno a cinco carbonos que podrian tener un hidroxilo alifatico
(Williamson y Clifford, 2017). Los flavonoles se degradan principalmente en
acidos fenilacéticos, las flavonas y flavanonas en &cidos cinamicos vy
fenilpropidnicos, y los flavan-3-oles producen principalmente fenilvalerolactonas
y acidos fenilpropionicos; todos estos 4cidos se metabolizan aiin méas a &cidos
benzoicos y derivados (Manach et al., 2004). Asimismo, los antocianos se
degradan principalmente a derivados del acido benzoico (Aura, 2008) (Figura
I1.5).

HO—{ fo_0 HO OH 0
OH
v /v HO 6 O
- o
= VI
OH 0" OH OH
OH
OH
HO OH OH
OH

HO HO
HO
HO
. -
: XI
VIl VI o= / o
OH
o oH o” om /
X1
o” o

X1V
0O OH

XIIx

OH

Figura I.5. Estructuras de compuestos fendlicos y de sus catabolitos microbianos
representativos. Se muestran las estructuras tipicas para los flavan-3-oles (catequinas)
(I); flavanonas (ll); flavonas (lll); acidos clorogénicos (conjugados cindmicos) (IV);
acidos cinamicos (C6—C3) (V); antocianos (VI); acidos fenilvaléricos (C6—C5-y-OH) (VII);
acidos fenilpropiénicos (C6—-C3) (VIII, Xll); acidos fenilacéticos (C6—-C2) (IX, XIII);
flavonoles (X); acidos benzoicos (XI, XIV). Fuente: Modificado de Williamson y Clifford
(2010).
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En estudios en seres humanos in vivo y de fermentacion in vitro con
microbiota intestinal se ha visto que al menos algunos de estos acidos fendlicos
C6-C1 y posiblemente C6-C2 pueden ser adicionalmente descarboxilados
produciendo los correspondientes fenoles (C6) o metilfenoles (C6-C1),
respectivamente. Existen, ademas, algunos catabolitos como, por ejemplo, los
acidos mandélico y fenilhidracrilico, cuyo origen sigue siendo incierto (Williamson
y Clifford, 2017).

Para este trabajo nos hemos centrado en el estudio de 6 metabolitos
fendlicos microbianos: acido protocatéquico (acido 3,4-dihidroxibenzoico, PCA),
acido vanilico (acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico, VA), acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DHPAA), acido 3-(4-hidroxifenil)-propionico (3-4HPA),
acido dihidrocafeico (acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-propidnico, DHCA) y &cido
cafeico (4cido 3,4-dihidroxicinAmico, CA). Estos metabolitos se encuentran
ampliamente disponibles después del consumo de compuestos fendlicos

abundantes en la dieta.

Como se menciond anteriormente, una vez que los flavonoides se han
metabolizado en sus aglicones, se degradan ampliamente por la accién de la
microbiota colonica, generando compuestos mas simples derivados del
metabolismo de los anillos A y B, después de la escision del anillo C. Los
compuestos aromaticos hidroxilados se forman a partir del anillo A y los acidos
fendlicos del anillo B. El patron de hidroxilacion de los anillos A y B afecta, por lo

tanto, al tipo de compuestos fendlicos producidos (Aura, 2008).

En el caso de los flavonoles, la escision del anillo C puede tener lugar en
diferentes posiciones (entre las posiciones C1y C2, entre C3y C4, o entre C4y
C10) dando lugar a un alto niumero de compuestos fendlicos simples. Después
de la fision del anillo C, se produce la deshidroxilacion en los dos anillos fendlicos
libres restantes. En el caso de la quercetina, por ejemplo, como resultado de todo

este proceso se obtienen dos metabolitos principales que son DHPAA y PCA.

La degradacion de las flavanonas por la microbiota colonica es similar a
la observada en los flavonoles, siendo la diferencia principal la escision del anillo
C solo entre las posiciones C1y C2 o entre C4 y C10 (Marin et al., 2015). Las

flavanonas se degradan principalmente a derivados del &cido fenilpropiénico,
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como es el 3-4HPA (Aura, 2008). En el caso de las flavonas, después de la
fision del anillo C, son degradadas principalmente a DHCA, 3-4HPA, acido 3-(3-

hidroxifenil)-propiénico y acido 4-hidroxicinamico (Marin et al., 2015).

En lo que respecta a los flavan-3-oles, los aglicones sufren la apertura
del anillo C seguida de diferentes reacciones como la lactonizacion,
descarboxilacion, deshidroxilacion u oxidacién. Los acidos fenilvaléricos y las
fenil-y-valerolactonas resultantes se han descrito como metabolitos microbianos
exclusivos de flavan-3-oles. Estos acidos son posteriormente transformados por
la pérdida sucesiva de atomos de carbono para dar lugar a diferentes acidos
fenilacéticos, fenilpropidnicos y benzoicos, y en menor extension a los acidos
hipurico, VA y homovanilico mediante conjugacion adicional (Gonzalez-Paramas
et al., 2019).

Los aglicones de los antocianos se descomponen por escision del anillo
C en la posicion C3, metabolizandose en diferentes acidos fendlicos vy
constituyentes aldehidicos (Santhakumar et al., 2018). Algunos de estos son
PCA, acido siringico (acido 3,4-dimetoxibenzoico), VA y acido 4-hidroxibenzoico
(Marin et al., 2015).

Aungue la maxima absorcion de los &cidos fendlicos suceda a nivel del
intestino delgado (Santhakumar et al., 2018), se ha observado que alrededor del
70 % de é&cidos clorogénicos (cafeoilquinicos) consumidos en la dieta llega al
colon para ser degradados por la microbiota, ya que no existen esterasas
humanas capaces de hidrolizar estos acidos para liberar al CA (Manach et al.,
2004; Del Rio et al., 2013). Otro metabolito microbiano principal del &cido
clorogénico es el DHCA (Del Rio et al., 2013). Por otro lado, los metabolitos mas
frecuentes del acido ferulico producidos por la microbiota colonica son vainillina
y 3-4HPA (Marin et al., 2015).

2.1.4.3 Biodisponibilidad de los metabolitos fendlicos microbianos

Como se mencioné anteriormente, la mayoria de los compuestos
fendlicos que se ingieren en la dieta son poco absorbidos y en gran parte
biotransformados en el cuerpo humano, ya sea por las enzimas de las fases | y

Il del metabolismo o por la microbiota intestinal. Por lo que estos metabolitos
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representan las principales formas circulantes de compuestos fendlicos de la
dieta en el organismo y pueden ser los responsables de la bioactividad asociada
al consumo de los compuestos originales. Estudios recientes en humanos
indican que las concentraciones plasmaticas y las excreciones urinarias de los
metabolitos microbianos pueden exceder las de los compuestos originales

(Kemperman et al., 2010).

a) Acido protocatéquico (PCA)

El 4cido protocatéquico es uno de los metabolitos microbianos mas
abundantes en el intestino grueso, siendo producto principalmente del
metabolismo de distintos flavonoides, como antocianos, flavonoles o
procianidinas. Este metabolito y sus conjugados de fase Il se han detectado en
concentraciones relevantes en plasma, orina y heces, después del consumo de
dietas ricas en compuestos fenodlicos (Olthoff et al., 2003; Vitaglione et al., 2007;
Urpi-Sarda et al., 2009; Koli et al., 2010; Czank et al., 2013; De Ferrars et al.,
2014a; De Ferrars et al., 2014b; Pimpéao et al., 2014; McKay et al., 2015; Schén
et al., 2018).

Vitaglione et al. (2007) encontraron que el PCA constituia el principal
metabolito fendlico en plasma después de una ingesta aguda de glucosidos de
cianidina por personas sanas, representando el 44 % del total de metabolitos
detectados. Asimismo, Koli et al. (2010) investigaron la biodisponibilidad de los
compuestos fendlicos de diferentes bayas (837 mg de compuestos fendlicos al
dia, principalmente antocianos) consumidas durante 8 semanas por personas
sanas, y describieron un aumento significativo en los niveles de PCA plasmético
para el grupo que habia consumido bayas en comparacién del grupo control.
Czank et al. (2013) encontraron que los metabolitos mas abundantes en orina
después del consumo de 500 mg de cianidina-3-O-glucésido marcada con 13C
en humanos sanos eran los conjugados de fase Il (sulfatos, glucurénidos y
metilados) de PCA. El &cido protocatéquico alcanzaba concentraciones maximas
de 337 £ 117 nM en orina 1-2 h después de la ingesta de los antocianos. El acido
protocatéquico y sus sulfatos también se detectaban en heces con
recuperaciones maximas de 360,9 + 278,1 ug (PCA), 30,0 + 27,7 ug (PCA-3-
sulfato) y 23,0 £ 18,1 pg (PCA-4-sulfato) a las 6-24 h posteriores a la ingesta de
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500 mg de antocianos (De Ferrars et al.,, 2014b). De Ferrars et al. (2014a)
encontraron que los sulfatos del PCA constituian el grupo principal de
metabolitos fendlicos en plasma, representando el 28,31 % del total de
metabolitos detectados 3 h después de una ingesta aguda de 500 mg de extracto
de salco en mujeres postmenopausicas; mientras que el PCA constituia el 2 %.
Las concentraciones de sulfatos de PCA determinadas en plasma fueron de 358
nM a las 3 h y en orina de 2014 + 1765 nM/mM de creatinina a las 2-3 h
posteriores a la ingesta.

b) Acido vanilico (VA)

El VA se ha encontrado en niveles significativos en plasma, orina y heces,
después del consumo de dietas ricas en antocianos (Koli et al., 2010; Czank et
al., 2013; De Ferrars et al., 2014a,b; Pimpéao et al., 2014; McKay et al., 2015). De
Ferrars et al. (2014a) describieron que el acido vanilico se encontraba entre los
metabolitos fendlicos mas abundantes en orina detectados 3 h después de una
ingesta aguda de 500 mg de extracto de salico en mujeres postmenopausicas,
con una concentracion de 4345 + 3205 nM/mM de creatinina, representando el
12,88 % del total de metabolitos. En este mismo estudio se encontré una
concentracion maxima de VA en plasma de 62 nM (7,03 % del total de
metabolitos) a las 2 h. Estos mismos autores (De Ferrars et al.,, 2014b)
detectaron una concentracion maxima de VA de 1845 + 838 nM en plasma, con
un tmax de 12,5 + 11,5 h posterior a la ingesta de 500 mg de antocianos.
Asimismo, se detect6 en orina con una concentracion de 3412 + 312 nM (1-2 h)

y en heces con una recuperacion maxima de 54,7 + 1,6 ug a las 6-24 h.

McKay et al. (2015) también encontraron que entre los metabolitos mas
abundantes en plasma después de la ingesta aguda de 188,5 mg de antocianos
y flavonoles presentes en una bebida de arandanos, se encontraba el VA con
una concentracion de 1997,9 + 360,9 uM en plasma a las 0,7 £ 0,3 h. El acido
vanilico también ha sido identificado entre los principales metabolitos en orina
después de una dieta rica en flavan-3-oles, principalmente de proantocianidinas
(Rios et al., 2003; Urpi-Sarda et al., 2009). Urpi-Sarda et al. (2009) determinaron
niveles de VA de 6,78 = 3,56 umol/mg de creatinina en orina de 24 h después

del consumo agudo de cacao (40 g).
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c) Acido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA)

Diferente autores han descrito la presencia del DHPAA en
concentraciones relevantes en plasma, orina y heces después del consumo de
dietas ricas en compuestos fendlicos (Olthoff et al., 2003; Rios et al., 2003;
Jaganath et al., 2006; Urpi-Sarda et al., 2009; De Ferrars et al., 2014a,b; McKay
et al., 2015; Feliciano et al., 2017, Sasot et al., 2017).

De Ferrars et al. (2014a,b), identificaron este compuesto entre los
metabolitos fendlicos presentes en orina y en heces tras una ingesta aguda de
antocianos. Rios et al. (2003) describieron un aumento significativo en la
excrecion urinaria de DHPAA (38,8 + 12,3 nmol/mg de creatinina) en humanos
sanos durante las 24 h posteriores al consumo agudo de chocolate rico en flavan-
3-oles. Similarmente, Urpi-Sarda et al. (2009) encontraron un incremento en los
niveles de DHPAA en orina después de un consumo agudo de cacao en polvo

en voluntarios sanos.

El acido 3,4-dihidroxifenilacético ha sido descrito como uno de los
metabolitos fendlicos microbianos mas abundante de los flavonoles. Olthoff et al.
(2003) detectaron un incremento significativo en los niveles de este metabolito
(52 = 6 umol, 0-24 h) en la orina de personas sanas después de la ingesta de
guercetin-3-rutindsido (660 umol/dia) respecto al grupo placebo. Jaganath et al.
(2006) describieron que la cantidad total de acidos fenilacéticos, entre ellos el
DHPAA, excretados por voluntarios sanos (39,4 mmol) correspondia al 22 % de
la ingesta de quercetin-3-rutindsido (176 mmol presente en 300 ml de zumo de

tomate).

d) Acido 3-(4-hidroxifenil)-propiénico (3-4HPA)

El 3-4HPA ha sido identificado en orina y plasma tras el consumo de dietas
ricas en distintos compuestos fendlicos, como antocianos, flavonoles, flavan-3-
oles y proantocianidinas (Rios et al., 2003; Feliciano et al., 2017; Pereira-Caro et
al.,, 2017; Sasot et al., 2017). Pereira-Caro et al. (2017) investigaron los
metabolitos fendlicos presentes en la orina después de una ingesta aguda de
teaflavina (1 g, 1014 umol) en personas sanas y encontraron que el principal
producto urinario detectado era el 3-4HPA, con una recoleccion total de 166 + 91

pmol de 0-30 h posterior a la ingesta. Ademas, el 3-4HPA ha sido identificado
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como el metabolito fendlico mas abundante en plasma tras el consumo agudo
de un zumo de arandanos que contenia 409 mg de compuestos fendlicos,
presentando una concentracion maxima de 312,629 = 174,539 uM con un tmax
de 10,0 = 2,8 h (Feliciano et al., 2017).

e) Acido dihidrocafeico (DHCA)

El DHCA es uno de los metabolitos microbianos mas importantes de los
acidos clorogénicos, alcanzando concentraciones maximas en plasma 5-10 h
después de la ingesta de estos acidos (Renouf et al., 2010, 2014; Stalmach et
al., 2009). Este metabolito tiene una vida media larga en el organismo, ya que
se ha encontrado en la orina 48 h después del consumo de una dosis Unica de
café seguido de una dieta posterior sin compuestos fendlicos (Duarte y Farah,
2011).

El DHCA también ha sido identificado en orina de voluntarios después de
la ingesta de una dieta rica en antocianos y proantocianidinas (Rios et al., 2003;
Pimpéo et al., 2014; Sasot et al., 2017). Olthoff et al. (2003) encontraron un
aumento significativo en los niveles de DHCA en la orina de voluntarios sanos
después de la ingesta de suplementos ricos en acidos clorogénicos (2 g, 5,5
mmol/d) y extractos secos de té negro (4 g, 4,3 mmol de compuestos fendlicos
al dia) durante 7 dias, con una recoleccion total de 97 £ 16 umol y 5 + 1 umol de
compuestos fendlicos en 24 h después del consumo de los acidos clorogénicos
y el extracto de té, respectivamente.

f) Acido cafeico (CA)

El &cido cafeico puede ser encontrado en la naturaleza de forma
glicosilada o esterificado con acidos quinicos o tartaricos. Aunque, como &cido
se absorbe facilmente en el intestino delgado, su esterificacion, como en el acido
clorogénico, disminuye su absorcién y aumenta las cantidades que llegan al

colon para su transformacién por la microbiota (Gonthier et al., 2006).

Olthoff et al. (2003) encontraron un incremento significativo de CA (56 = 8
pmol/24 h) en orina en personas sanas despues de la ingesta de suplementos
ricos en acidos clorogénicos (2 g, 5,5 mmol/dia) durante una semana. El CA ha

sido también detectado en plasma, orina y heces después del consumo de dietas
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ricas en antocianos (Koli et al., 2010; De Ferrars et al., 2014a,b; Pimpao et al.,
2014; McKay et al., 2015). McKay et al. (2015) encontraron concentraciones
maximas de CA de 5,1 + 3,2 mM en plasma y de 0,72 = 1,11 mmol/mg de
creatinina en orina de voluntarios sanos, alas 8,2+ 1,5hyalas 4,8 + 1,5 h,
respectivamente, después de la ingesta aguda de 188,5 mg de antocianos y
flavonoles presentes en una bebida de arandanos. De Ferrars et al. (2014b)
también detectaron este metabolito en heces con recuperaciones maximas de
354,6 + 125,0 pg a las 24-48 h posterior a la ingesta de 500 mg de consumo de
antocianos. Sasot et al. (2017) identificaron la presencia de CA en orina después
de la ingesta de una bebida de orujo de uva rica en antocianos, flavonoles y
flavan-3-oles. Asimismo, Urpi et al. (2009) encontraron un aumento significativo
de metabolitos fendlicos en orina después de 24 h del consumo agudo de cacao
(40 @), incluyendo el CA con una concentracién de 2,16 + 0,72 pumol/mg de

creatinina.

2.1.4.4 Modulacion de la microbiota intestinal por los compuestos fendlicos de la

dieta

El intestino es un 6rgano del sistema inmunitario, en el cual se concentran
mas de la mitad de todas las células, incluyendo la microbiota, de este sistema
en el organismo. De este modo, la respuesta inmune en el intestino influye sobre
la patogenia de trastornos relacionados con la alimentacion, como la obesidad,
la diabetes, las alergias alimentarias o la enfermedad inflamatoria intestinal. En
la actualidad se reconoce que los cambios en la microbiota intestinal estan
relacionados no solo con la etiologia de enfermedades digestivas, sino también
de patologias como diabetes, aterosclerosis, enfermedades neuropsiquiatricas y
otras enfermedades sistémicas (Kawabata et al., 2019).

Los compuestos fendlicos de la dieta no sélo son transformados por la
microbiota intestinal, sino que tanto ellos como sus metabolitos pueden actuar
sobre la flora microbiana, afectando a la ecologia intestinal (Cardona et al.,
2013). En distintos estudios in vitro e in vivo se ha observado que los compuestos
fendlicos o sus catabolitos son capaces de aumentar la proporcion de
bifidobacterias y eubacterias sin inhibir las bacterias acido-lacticas. En animales

de experimentacion se ha encontrado que distintas sustancias fendélicas son
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capaces de disminuir la relacion Firmicutes/Bacteroidetes (Etxeberria et al.,
2015; Jinetal., 2018), lo que se ha relacionado con menores indices de obesidad
en humanos (Cox y Blaser, 2013). Se han descrito también efectos prebibticos
para distintos compuestos fendlicos, haciendo que aumente la abundancia de
especies bacterianas beneficiosas, como Bifidobacterium y Lactobacillus spp.
(Hervert-Hernandez et al., 2009; Pozuelo et al., 2012; Cardona et al., 2013), y
reduciendo los niveles de patdogenos como Clostridium perfringens, Clostridium
difficile, Salmonella Typhimurium o Listeria monocytogenes (Okubo et al., 1992;
Puupponen-Pimia et al., 2005; Lee et al., 2006). Todas estas modificaciones
pueden, ademas, tener influencia sobre la biodisponibilidad y metabolismo de los
compuestos fendlicos, provocando cambios en el perfil de metabolitos
producidos, lo que junto con las modificaciones en la funcionalidad de la
microbiota tendria efectos subsecuentes en la salud del huésped (Tomas-
Barberan et al., 2016; Cueva et al., 2017).

Actualmente se considera que parte de los efectos beneficiosos de los
compuestos fendlicos podrian estar relacionados con su capacidad para actuar
como prebidticos.

2.1.5 Actividad antioxidante

Durante el metabolismo normal se forman constantemente especies
reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS), como los radicales hidroxilo
(OH"), superoéxido (O27), 6xido nitrico (NO), diéxido de nitrégeno (NO2"), peroxilo
(ROO") y los radicales peroxilo lipidico (LOO). En década de 1950, Harman
propuso que los organismos envejecen como consecuencia de la acumulacién
del dafio oxidativo proveniente de las especies reactivas del oxigeno (Harman,
1956), y en el afio de 1985, Sies formuld la "teoria del estrés oxidativo", segun la
cual el origen de las principales enfermedades degenerativas podria explicarse
por un desequilibrio en el balance dinamico entre prooxidantes y antioxidantes
(Sies, 1985). Desde entonces se asumié que los antioxidantes podrian ayudar a
contrarrestar este dafio oxidativo, contribuyendo a la prevencion de las
enfermedades relacionadas con la edad. Un antioxidante se puede definir como
"cualquier sustancia gque retrasa, previene o elimina el dafio oxidativo en una

molécula diana" (Halliwell y Gutteridge, 1998). De este modo, durante afios la
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mayoria de los efectos beneficiosos para la salud de los compuestos fendlicos
se atribuyeron a sus capacidades antioxidantes y quelantes, ampliamente

demostradas en estudios in vitro.

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos se ha asociado a
su capacidad reductora y captadora de la mayoria de especies oxidantes, como
ROS y RNS, a través de mecanismos que implican la transferencia de un atomo
de H o de un solo electron a la estabilizacion radical, asi como a su actividad
guelante de metales, que pueden actuar como catalizadores en las reacciones

de oxidacion.

2.1.5.1 Captacion de ROS

Los compuestos fendlicos son capaces de captar radicales libres
directamente mediante la donacion de atomos de hidrégeno, una capacidad que
esta determinada principalmente por los grupos hidroxilo en su estructura y la
naturaleza de otros sustituyentes en el anillo aromético. Una buena actividad de
captacion de radicales libres depende de las siguientes caracteristicas: el
namero y la posicion de los grupos OH unidos al anillo aromético; la estructura
plana/no plana de los compuestos fendlicos, que permite la conjugacion y la
deslocalizacion electrénica, asi como los efectos de resonancia; y el nUmeroy la
posicion de los grupos funcionales adicionales, tales como cadenas de
hidrocarburos de alquilo, cadenas de alquilo que contienen dobles enlaces
carbono-carbono y grupos carbonilo C=0 (Losada-Barreiro y Bravo-Diaz, 2017).

En general, los compuestos fendlicos muestran mayor potencial
antioxidante cuando presentan mayor numero de sustituyentes hidroxilo,
aunque, como se mencioné anteriormente, la posicion que ocupen dichos grupos
dentro de la molécula también es determinante. La presencia de un grupo
catecol, en el anillo B para los flavonoides, es el determinante mas importante
para la eliminacion de ROS, debido a su capacidad para donar hidrégeno, dando
lugar a un radical derivado relativamente estable (radical aroxilo). Otros criterios
estructurales para la actividad de captacion de radicales Optima en los
flavonoides son la presencia de un doble enlace en C2-C3, conjugado con un
sustituyente 4-oxo (C=0 en posicién C4) en el anillo C y de los grupos hidroxilos

en posiciones 3y 5 (Figura 11.6), ya que proporcionan una amplia deslocalizacién
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de electrones sobre el sistema de tres anillos y confiere mayor estabilidad al
radical producido (Bors et al., 1990). Sin embargo, algunos autores han
cuestionado la estabilidad de los radicales aroxilo formados y han descrito su
conversion en radicales secundarios mas reactivos, como quinonas o
semiquinonas, que pueden dar lugar a efectos prooxidantes 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 Oz para formar un superéxido (Metodiewa et al., 1999).

OH
OH

OH

Figura 11.6. Requisitos estructurales asociados con la actividad antioxidante los

compuestos fendlicos. Fuente: Modificado de Fraga et al. (2010).

Se ha indicado que la polimerizacién de los flavonoides, como ocurre en
los taninos condensados, aumenta alin mas la capacidad antioxidante debido al
mayor numero de grupos hidroxilo, mientras que la sustitucién de los hidroxilos
(p.€j., dglicosilacion o metilaciébn) generalmente disminuye el potencial
antioxidante en comparacion con las moléculas originales (Heim et al., 2002;
Duefias et al., 2010).

Como se ha mencionado, estructuralmente los acidos fendlicos son

fenoles que poseen un resto de acido carboxilico que se puede unir directamente
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al anillo aromético o a un sustituyente alquilo. Las variaciones en la posiciény la
naturaleza de los sustituyentes en estos esqueletos basicos influyen sobre el
potencial antioxidante. Entre los antioxidantes mas potentes y comunes se han
citado los &cidos protocatéquico, vanilico y galico, dentro de los acidos
benzoicos, y los acidos p-cumérico, cafeico, ferulico y sinapico, entre los

hidroxicinamicos (Losada-Barreiro y Bravo-Diaz, 2017).

2.1.5.2 Actividad quelante de metales

Otro mecanismo que puede contribuir a la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos es su capacidad para quelar iones metalicos activos redox,
como hierro, cobalto, manganeso o cobre, evitando asi las reacciones
catalizadas por estos iones gue llevan a la formacion de especies oxidantes que
pueden generar un dafio oxidativo a diferentes niveles celulares. El Fe?* cataliza,
en presencia de perdxido de hidrégeno, la formacion del radical hidroxilo OH® por
la reaccion de Fenton; mientras que la reaccion de Cu* con H202 conduce a la
formacion de los radicales OH' y O2" (Cherrak et al., 2016). Los compuestos
fendlicos presentan valores de pKa entre 6-9, por lo que in vivo, a pH fisiolégico,
se encuentran parcialmente desprotonados (Perron y Brumaghim, 2009). Asi,
estos compuestos pueden formar complejos metalicos estables a través de los
grupos OH y el resto carbonilo presentes, eliminando un factor causal para el
desarrollo de radicales libres (Leopoldini et al., 2011). Los antioxidantes que
contienen grupos catecol o galol pueden formar complejos con metales, pero no
aguellos con un solo grupo OH en su estructura (p.ej., acidos vanilico, siringico
o ferulico) (Losada-Barreiro y Bravo-Diaz, 2017). En el caso de los flavonoides,
los complejos quelantes con cationes divalentes pueden formarse entre los
grupos 3 0 5-OH y 4-oxo, o entre el 6 y 7-OH en el anillo A 0 3'-y 4-OH en el
anillo B (Figura 11.7) (Cheng y Breen, 2000; Pietta, 2000); este proceso no
necesariamente hace que el compuesto fendlico quede inactivo en cuanto a su
capacidad antioxidante, ya que el complejo puede retener la actividad de
captacion de ROS (Arora et al., 1998).
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Figura I11.7. Requisitos estructurales asociados con la actividad quelante de los
compuestos fendlicos. Fuente: Modificado de Fraga et al. (2010).

2.1.5.3 Capacidad para modular enzimas relacionadas con mecanismos de

actividad antioxidante

Otra funcion importante de los compuestos fendlicos es la activacion de
defensas enddgenas o la inhibicion de enzimas responsables de la produccion
de superéxido, como las oxidasas (Prochazkova et al., 2011).

Los compuestos fendlicos se han relacionado con una mayor expresion y
actividad de enzimas antioxidantes enddgenas, como glutation peroxidasa
(GPx), catalasa (CAT) o superoxido dismutasa (SOD) (Panchatcharam et al.,
2006; Shih et al., 2007; Gonzalez-Manzano et al., 2012; Szwajgier et al., 2017).
La SOD convierte el superédxido en H202, y la CAT o las peroxidasas (p.ej., GPx
0 peroxirredoxinas) posteriormente convierten H202 en agua (LU et al., 2010).
Los compuestos fendlicos también pueden inducir enzimas destoxificantes de
fase 1l (p.ej.,, NAD(P)H-quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), glutation-S-
transferasa (GST) y UDP-glucuronosil transferasa), que son la principal linea de
defensa enzimética contra toxicos electrofilicos, que son activadas a través de la
ruta Keap-Nrf2 (Shih et al., 2007). Se sabe que la mayoria de los genes de fase

Il generalmente contienen elementos reguladores, denominados elementos de
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respuesta antioxidante (ARE), o elementos de respuesta a electréfilos (EpRE).
La induccién de estos elementos puede tener su origen en la propia toxicidad de
los compuestos fendlicos en el organismo. Como se ha mencionado
anteriormente, los compuestos fendlicos pueden formar quinonas
potencialmente toxicas, que son, a su vez, sustratos de enzimas antioxidantes,
de manera que podrian activar estas enzimas para su propia desintoxicacion vy,
asi, inducir un refuerzo general de las defensas del organismo contra

xenobidticos potencialmente toxicos (Gonzélez-Paramés et al., 2019).

Los compuestos fendlicos también pueden disminuir las concentraciones
celulares de radicales libres mediante la inhibicion de la expresion o de la
actividad de enzimas generadoras de los mismos, como la nicotidamida adenin
dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa o la xantina oxidasa (XO). La NADPH
oxidasa es un grupo de enzimas asociado a la membrana plasmatica que
cataliza la produccién de O2° en neutréfilos activados. La xantina oxidasa es una
enzima involucrada en la formacion de acido Urico en el cuerpo, que cataliza la
oxidacion de hipoxantina y xantina a acido arico, dando lugar a la produccion de
02" y H202 y aumentando, asi, el nivel de oxidacién en el organismo (LU et al.,
2010).

La interferencia de los compuestos fendlicos con la actividad de la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) es otro mecanismo potencial para disminuir el dafio
oxidativo celular. EI NO*, producido por la oxidacién de L-arginina catalizada por
la NOS, interactia con los radicales libres, especialmente el 02", produciendo
peroxinitritos. Aunque aun no se comprende claramente cdmo los compuestos
fendlicos inhiben la induccién de la produccion de NOS y NO*, parece que éstos
tendrian la capacidad de eliminar directamente las moléculas de NO® y de
peroxinitrito una vez producidas. Ademas, los compuestos fendlicos podrian
impedir la reaccion de los radicales libres con el NO® gracias a su capacidad
captadora de radicales libres, lo que resulta en un menor dafio celular (Hertzog
y Tica, 2012).

2.1.5.4 Interaccidn con otros antioxidantes

Se ha propuesto la interaccion de los compuestos fendlicos con el a-

tocoferol (a-T), un importante antioxidante liposoluble en sangre, tejidos,
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membranas celulares y LDL, que tiene capacidad de captar especies reactivas
formando radicales tocoferoxilos (a-T°). Los compuestos fendlicos facilitarian la
regeneracion de a-T a partir de los radicales a-T* (Frank et al., 2006). Por otro
lado, para explicar las interacciones entre los compuestos fendlicos y otros
antioxidantes, también se ha propuesto el reciclaje de los radicales aroxilo
gracias a la interaccion con antioxidantes como el ascorbato, que a su vez seria
regenerado por el glutation (GSH) (Pietta, 2000).

A pesar de la abundante literatura sobre la capacidad antioxidante de los
compuestos fendlicos, es necesario considerar que son, en general, poco
biodisponibles y en gran parte biotransformados en el organismo, como se ha
mencionado anteriormente. Por lo tanto, sus niveles como tales en fluidos
corporales, tejidos y células son, por lo general, muy bajos y estan por debajo de
los de otros antioxidantes fisioldégicos, como a-tocoferol, ascorbato o GSH. Hoy
en dia, otras hipétesis, como la posibilidad de que los compuestos fendlicos
puedan actuar como moduladores potenciales de las cascadas de sefializacion
intracelular, vitales para la funcién celular, independientemente de su capacidad
antioxidante clasica, se consideran mas probables para explicar su actividad in

vivo (Gonzélez-Paramas et al., 2019).

2.1.6 Mecanismos moleculares implicados en envejecimiento y respuesta

a estrés

Los estudios con C. elegans han demostrado que existe un gran nimero
de genes y vias de sefalizacion, que regulan el envejecimiento y la respuesta al
estrés en este organismo, que estan altamente conservados en los mamiferos
(Shen, P. et al.,, 2018). En este sentido, existen numerosos trabajos que
describen la modulacién de mecanismos moleculares implicados en estos
factores por parte de los compuestos fendlicos en C. elegans, como los
recogidos en el apartado 2.2.5. A continuacion, se describen algunas de las rutas
mas importantes que controlan procesos biolégicos fundamentales, entre los que
se encuentran el desarrollo, el metabolismo, la reproduccion, el control del ciclo

celular, la resistencia al estrés y la longevidad.
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2.1.6.1 Ruta de sefializaciéon de la insulina/IGF-1

La ruta de sefializacion de la insulina/factor de crecimiento similar a
insulina tipo 1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor), conocida abreviadamente
como IS, es responsable de regular el envejecimiento y el metabolismo en
muchos organismos, desde invertebrados simples hasta mamiferos (Altintas et
al., 2016).

Lainsulinay el IGF-1 ejercen sus efectos biolégicos al unirse y activar los
receptores transmembranales de tirosina quinasa en la superficie celular. El
receptor activado es capaz de fosforilar una variedad de sustratos,
principalmente a miembros de la familia de proteinas IRS (sustratos del receptor
de insulina). Las proteinas IRS fosforiladas promueven el reclutamiento y la
activacion de componentes de las cascadas posteriores, como son las rutas de
la quinasa-3-OH fosfatidilinositol (PI3K)/Akt, Ras/MAPK (proteinas quinasas
activadas por mitogenos) y de mTOR. El papel de la IIS en la conexion de las
funciones de todo un organismo, desde crecimiento, reproduccion y
envejecimiento hasta el estado nutricional, esta ampliamente conservado en los
sistemas animales (Murphy y Hu, 2013). En la Figura 1.8 se recoge un esquema

de la ruta de sefializacién de la insulina (1I1S) en C. elegans.

PIPp ——> PIP3 —> PIP»

_/*\

Figura 11.8. Ruta de sefalizacion de la insulina (11S) en C. elegans.
Fuente: http://www.wormbook.org.
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Muchos componentes de la 1IS en C. elegans estdn conservados
evolutivamente, como daf-2 y age-1, que codifican el Unico receptor de
insulina/IGF-1 en el gusano y PI3K, respectivamente (Shen, P. et al., 2018). Las
sefales ambientales, como puede ser la disponibilidad de alimento, generan una
sefal nerviosa que resulta en la liberacion de uno o mas péptidos similares a
insulina (ILPs) (Braeckman y Vanfleteren, 2007). En el genoma de C. elegans se
han encontrado 40 genes que codifican ILPs (Lapierre y Hansen, 2012). Estos
péptidos pueden unirse al receptor DAF-2 que da como resultado el
reclutamiento y la activacion de AGE-1/PI3K. A su vez, se activan las
serina/treonina quinasas (PDK-1, AKT-1 y AKT-2), lo que resulta en la
fosforilacién del factor de transcripcion DAF-16. En C. elegans, daf-16 codifica
un factor de transcripcién ortélogo de FoxO (Forkhead box O) en mamiferos, que
desempefia un papel esencial en la mediacion de IIS en sentido descendente,
regulando procesos como crecimiento, metabolismo, respuesta a estrés, control
del ciclo celular o longevidad en muchos organismos. La fosforilacion de DAF-
16/FoxO determina sus interacciones con las proteinas homélogas de la familia
de proteinas 14-3-3 (PAR-5y FTT-2), que controlan la localizacién subcelular de
DAF-16/FoxO en el citoplasma. La fosfatasa lipidica DAF-18/PTEN vy la
serinal/treonina fosfatasa PPTR-1/PP2A contrarrestan la sefializacion AGE-
1/PI13K y AKT-1, respectivamente (Murphy y Hu, 2013). Se ha descrito que la
inhibicién o eliminacion tanto de daf-2 o age-1 amplia el tiempo de vida en C.
elegans a través de la activacion de DAF-16/FoxO, al aumentar su translocacion
del citoplasma al nucleo, lo que induce la expresion de genes que promueven la
longevidad (Altintas et al., 2016).

El andlisis genético indica que DAF-16/FoxO es el principal producto
transcripcional de IIS, sin embargo, otros factores de transcripcion que participan
en la regulacion de la expresiéon del gen diana de DAF-16/FoxO también estan
regulados por IS, como son HSF-1 y SKN-1. Los factores de transcripcion DAF-
16, HSF-1 y SKN-1 regulan la expresion de muchos genes diana relacionados
con la longevidad, la tolerancia al estrés y la supresion del plegamiento incorrecto
de proteinas, como, por ejemplo, el gen de la catalasa (ctl-1), de superéxido
dismutasa-3 (sod-3), o de chaperonas moleculares (p.ej., proteina pequefia de

choque térmico, hsp-16.2). Ademas, DAF-16/FoxO interactia con factores
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adicionales en el nucleo, como SIR-2.1 (Hsu et al., 2003; Murphy et al., 2003;
Antebi, 2007).

El factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF-1) controla la
expresion génica inducida por el estrés y también la homeostasis del
plegamiento de proteinas (Morley y Morimoto, 2004). Ademds, cuando se
sobreexpresa extiende la longevidad de manera dependiente de DAF-16/FoxO.
HSF-1 y DAF-16/FoxO promueven la longevidad mediante la union a HSEs
(elementos de choque térmico) y DBEs (elementos de union a DAF-16/FoxO) en
los promotores de genes que codifican proteinas de choque térmico pequefas
implicadas en la proteostasis (Hsu et al., 2003). La ruta de sefalizacién de la
insulina/IGF-1 regula la actividad de HSF-1 al promover la formacién de un
complejo multimolecular que contiene las proteinas conservadas DDL-1 y DDL-
2, que secuestran a HSF-1 en el citoplasma e inhiben su actividad (Chiang et al.,
2012).

Como se ha mencionado, el estrés oxidativo desempefia un papel
importante en el envejecimiento normal al causar dafio oxidativo perjudicial al
azar en una variedad de tejidos (Muller et al., 2007). En este sentido, las
proteinas Nrf/CNC de mamiferos (Nrfl, Nrf2, Nrf3 y p45 NF-E2) realizan una
amplia gama de funciones de proteccion y mantenimiento celular. La mas
descrita de estas proteinas, el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), es conocida por
ser un regulador de la defensa xenobioética y antioxidante (Blackwell et al., 2015).
Nrf2 regula la expresion de genes de enzimas destoxificantes de fase Il y
proteinas antioxidantes, como SOD, GST, GPx, NAD(P)H-quinona
oxidorreductasa (NQO-1) o GSH (Nguyen et al., 2009; Chen, J. et al., 2014). En
C. elegans, skn-1 codifica una secuencia y un ortdlogo funcional de las proteinas
Nrf/CNC. Bajo condiciones de estrés oxidativo, el SKN-1 se activa a través de la
translocacién al nucleo, lo que induce la expresion de los genes involucrados en
la respuesta al estrés oxidativo. Algunos de sus objetivos posteriores parecen
compartirse con DAF-16/FoxO (An et al., 2005). Como en el caso de HSF-1,
SKN-1 también contribuye al aumento de la longevidad en animales con IS
reducido. La ruta de sefializacion de la insulina/IGF-1 inhibe la actividad de SKN-
1 al promover su secuestro citoplasmico a través de un sustrato RXRxxS/T que

puede ser fosforilado directamente por Akt/PKB y quinasas relacionadas (Tullet
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et al., 2008). La mutacion en skn-1 conduce a una disminucion de la resistencia
al estrés oxidativo y acorta la longevidad, mientras que la sobreexpresion de
SKN-1 contribuye a aumentar la longevidad y la resistencia al estrés oxidativo
(Any Blackwell, 2003; An et al., 2005; Tullet et al., 2008).

2.1.6.2 Via de sefializacién SIR-2.1/SIRT1

Las sirtuinas pertenecen a una familia de proteinas desacetilasas que
actuan predominantemente de manera dependiente a la nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD). Esta familia de proteinas esta conservada evolutivamente
en muchos organismos (Shen, P. et al., 2018). En C. elegans, sir-2.1 codifica la
sirtuina homodloga de SIRT1 en mamiferos, y responde a los cambios
metabdlicos en el entorno celular, incluida la disponibilidad de nutrientes, energia
y estrés celular (Viswanathan y Tissenbaum, 2013). La sobreexpresion de SIR-
2.1 extiende la longevidad, lo que sugiere que sir-2.1 es un regulador conservado
del proceso de envejecimiento. En este sentido, los estudios en C. elegans
sugirieron por primera vez un papel para las sirtuinas en la regulacion de FoxO,
ya que se ha demostrado que el aumento de la expresion de sir-2.1 extiende la
longevidad de una manera dependiente de DAF-16/FoxO (Tissenbaum vy
Guarente, 2001). Las sirtuinas interactiian fisicamente con DAF-16 in vivo en C.
elegans (Berdichevsky et al., 2006) y con FoxO en células de mamiferos intactas
(Brunet et al., 2004; Daitoku et al., 2004; Motta et al., 2004; van der Horst et al.,
2004). Ademas, se ha descrito que, en respuesta al choque térmico, la
asociacion fisica de SIR-2.1 y DAF-16/FoxO requiere de las proteinas 14-3-3
(Berdichevsky et al., 2006). Esta informacion sugiere que SIR-2.1 puede
controlar el estado de acetilacién de DAF-16/FoxO de una manera analoga a la
regulacion de los factores de transcripcion de FoxO de mamiferos por SIRT1
(Brunet et al., 2004; Motta et al., 2004; van der Horst et al., 2004).
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2.2 Caenorhabditis elegans

2.2.1 Caracteristicas generales

Caenorhabditis elegans es un nematodo redondo de vida libre, de
pequefio tamafio, que vive en muchas partes del mundo y se alimenta de
microbios, principalmente bacterias como Escherichia coli o Bacillus subtilis
(Hope, 1999). C. elegans fue descrito por primera vez en 1900 como Rhabditis
elegans por Emile Maupas (Maupas, 1900). Este nematodo pertenece a la familia
Rhabditidae y su significado etimolégico es Caeno: nuevo, rhabditis: varilla,
elegans: bonito (Wood, 1988). En el afio de 1965 fue propuesto como un modelo
genético para comprender cuestiones de la biologia del desarrollo y la
neurobiologia por Sydney Brenner (Brenner, 1974). Posteriormente, este
investigador, junto con Robert Horvitz y John Sulston, fueron reconocidos con el
Premio Nobel en Fisiologia y Medicina de 2002 por sus trabajos sobre la
regulacion genética del desarrollo y muerte celular programada con este
nematodo (Corsi et al., 2015). La cepa mas utilizada en investigacién es la cepa
Bristol, que fue aislada en 1951 de detritos de hongos por Warwick Nicholas
durante un curso de nematologia organizado por L. N. Staniland en Bristol,
Inglaterra (Nigon y Félix, 2017). A partir de esta cepa Sydney Brenner obtuvo la
cepa N2 que es la cepa silvestre de referencia en la actualidad (Wood, 1988).
Desde entonces C. elegans se ha convertido en un organismo modelo importante
para la investigacion biolégica en diversos campos, como gendmica,

neurociencias, biologia celular y estudio del envejecimiento (Corsi et al.,2015).

Las larvas de C. elegans recién eclosionadas tienen una longitud de unos
0,25 mm y los adultos presentan un tamafo aproximado de 1 mm de longitud y
70-80 um de didmetro. Su pequefia dimensién y la transparencia de su cuerpo
permiten la observacion interna de sus células y sus 6rganos mediante el uso de
microscopios de diseccion (Figura 11.9), que generalmente permiten hasta 100
veces de aumento, 0 microscopios compuestos, que permiten hasta 1000 veces

de aumento (Corsi et al.,2015).
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Figura ll.9. C. elegans observado a través de un microscopio de diseccion.

Fuente: http://www.wormbook.org

Sus movimientos son ondas sinusoides en el eje dorso-ventral. Existen
dos formas sexuales, macho y hermafrodita autofertilizante, lo que hace posible
cultivarlos en el laboratorio en grandes cantidades, tanto en medio liquido como
en placas de Petri de agar. Ademas, Unicamente necesita un ambiente humedo,
temperatura ambiente entre 10 y 25 °C, oxigeno atmosférico y una fuente de

alimento, como son las cepas no patdgenas de la bacteria E. coli.

Caenorhabditis elegans se caracteriza por presentar eutelia, es decir, un
numero constante de células (el gusano macho presenta 1031 células somaticas
y el gusano hermafrodita 959). Ademas, posee un linaje celular practicamente
invariable (Sulston et al., 1983). Estas caracteristicas han sido claves para la
deteccién y obtencion fiable de fenotipos mutantes (Hope, 1999). En 1998, se
convirtié en el segundo eucariota, después de Saccharomyces cerevisiae, y el
primer organismo multicelular para el cual se obtuvo una secuencia completa del
genoma. Siendo el tamafio de su genoma de 100.258.171 pares de bases
(Hodgkin, 2005).
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2.2.2 Anatomia

2.2.2.1 Morfologia

En la Figura 11.10 se puede observar la anatomia general de C. elegans,
que al igual que otros nematodos tiene una forma de cuerpo cilindrico no
segmentado, que se estrecha en los extremos. El plano de su cuerpo esta
formado por un tubo exterior y un tubo interior separados entre si por un espacio
pseudoceldémico. El tubo externo consta de una cuticula de colageno que protege
al animal del medio ambiente, mantiene la forma del cuerpo y permite la motilidad

del nematodo actuando como un esqueleto externo (Riddle et al., 1997).

A anillo banda
Nervioso muscular
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transversal
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Figura 11.10. Diagrama de C. elegans. Principales caracteristicas anatomicas de un
hermafrodita (A) y un macho (B). (C) Seccion transversal de la parte posterior de C.
elegans. CND hace referencia al cordén nervioso dorsal y CNV al corddn nervioso

ventral. Fuente: http://www.wormatlas.org/.

A continuacion del tubo externo, se encuentra la epidermis y dentro de

ella se localizan las bandas musculares, que controlan el movimiento del
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organismo, asi como los cordones nerviosos ventral y dorsal que inervan los
musculos. El tubo interno esta formado por los sistemas digestivo, excretor y
reproductivo. Todos estos tejidos estan bajo una presion hidrostatica interna,
regulada por un sistema de osmorregulacion. Ademas, C. elegans tiene seis
células en la cavidad pseudocelomica, llamadas celomocitos, que se comportan
de forma similar a los macrofagos de los vertebrados, aunque tienen una

posicion fija dentro del animal (Grant y Sato, 2006).

2.2.2.2 Sistema nervioso

El sistema nervioso del gusano hermafrodita cuenta con 302 neuronas,
mientras que el del gusano de sexo masculino cuenta con 383 neuronas. Las
neuronas extras de los machos se encuentran localizadas en la cola masculina
especializada para la cOpula. La mayoria de las células del sistema nervioso
estan dispuestas en ganglios en la cabeza, en la médula ventral y en la cola. En
general, las neuronas tienen una estructura simple con una o dos neuritas que
salen del cuerpo celular. Sin embargo, algunas neuronas como las neuronas
mecanosensoriales, tienen neuritas elaboradamente ramificadas (Dong et al.,
2013). Las neuritas forman sinapsis entre si en cuatro areas principales: el anillo
nervioso que rodea a la faringe, el cordén nervioso ventral, el corddn nervioso
dorsal y el neurdpilo de la cola. Ademas de las neuronas, C. elegans tiene varias
células de soporte tipo glia, que se asocian principalmente con las neuronas
sensoriales, pero no son tan numerosas como en los vertebrados (Oikonomou y
Shaham, 2011).

2.2.2.3 Sistema inmune

Como se mencion6 anteriormente, dentro de la cavidad pseudocel6émica
del nematodo se encuentran los celomocitos. Estas células esféricas se
caracterizan porque tienen grandes inclusiones citoplasmaticas y vacuolas, y
funcionan como células depuradoras que endocitan diferentes macromoléculas
que clasifican y eliminan en la cavidad pseudocelomica del nematodo. Por lo
tanto, se ha sugerido que estas células comprenden un sistema inmune primitivo

en C. elegans (Grant y Sato, 2006).
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2.2.2.4 Sistema digestivo

El sistema digestivo se divide en el intestino anterior (estomodeo; cavidad
bucal y la faringe), el intestino medio y el intestino grueso (proctodeum; recto y
ano en hermafroditas y cloaca en los machos) y contiene un total de 127 células.
Se extiende de la cabeza a la cola y esta recubierto por una membrana basal

que lo separa del espacio pseudocelomico (Bird y Bird, 1991).

Los alimentos, generalmente bacterias, ingresan a la parte anterior del
nematodo y pasan a través de la faringe, una bomba neuromuscular de dos
I6bulos que tritura la comida antes de pasarla al intestino para su digestion. El
comportamiento de bombeo de los animales depende de la disponibilidad y la
calidad de alimentos; por ejemplo, los animales bombean méas cuando tienen
hambre y menos cuando estan saciados. El intestino estd compuesto por 20
células dispuestas para formar un tubo con una luz central. Las superficies
apicales de las células intestinales llevan numerosas microvellosidades para
incrementar el area de absorcion. El contenido intestinal se excreta al exterior a
través de una valvula rectal que conecta el intestino con el recto y el ano (Corsi
et al., 2015). Ademas de ser responsable de la digestion y la absorcion de
nutrientes, el intestino lleva a cabo la sintesis y el almacenamiento de

macromoléculas (Shen, P. et al., 2018).

2.2.2.5 Sistema excretor

El sistema excretor es el encargado de la osmorregulacién y la eliminacion
de desechos. Esta formado por cuatro tipos de células: una célula que forma un
canal excretor que recorre todo el cuerpo longitudinalmente, una célula de
conducto, una célula de poro (célula mas grande del nematodo) y un par de
células de glandula fusionadas que conectan con la célula del conducto y del
poro. Estas células estan situadas en el lado ventral de la cabeza posterior y el
sistema excretor se abre al exterior a través del poro excretor (Nelson y Riddle,
1984).

2.2.2.6 Sexo y sistema reproductor

Como se mencion0 anteriormente, existen dos sexos para C. elegans,

macho y hermafrodita. Los machos surgen con poca frecuencia (0,1 %) por la no
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disyuncién espontanea en la linea germinal hermafrodita y con mayor frecuencia
(hasta 50 %) a través del apareamiento. La autofertilizacion del hermafrodita
permite que los gusanos homocigotos generen una progenie genéticamente
idéntica y el apareamiento masculino facilita el aislamiento y el mantenimiento
de las cepas mutantes, asi como las mutaciones en movimiento entre las cepas

(Jorgensen y Mango, 2002).

C. elegans tiene 5 pares de cromosomas somaticos y uno sexual, que
difieren en que los hermafroditas tienen dos cromosomas X y el de los machos
es haploide (XO) (Zarkower, 2006).

Existen diferencias anatomicas evidentes entre las estructuras sexuales
de los dos sexos de C. elegans. Los gusanos adultos hermafroditas son
estructuralmente femeninos, ya que producen oocitos y el esperma es producido
al final de la etapa larvaria y almacenado en su espermateca (Wood, 1988). La
gonada somatica de ambos sexos se encuentra en el centro del cuerpo del
nematodo junto al intestino. En hermafroditas, la gdbnada consiste en dos I6bulos
simétricos en forma de U que terminan en un Gtero comun; en los machos, la
gbnada consiste en un Unico l6bulo en forma de U. Ambas gonadas albergan la
linea germinal donde se desarrollan los oocitos y los espermatozoides. Los
gusanos hermafroditas cuentan con una vulva que esta situada ventralmente en
la mitad del neméatodo y es el conducto para la entrada de espermatozoides del
macho al Gtero (Corsi et al.,2015). Los machos cuentan con una vesicula seminal
donde se maduran y almacenan los espermatozoides hasta el momento de la
eyaculacion. La vesicula seminal conecta a través de un vaso deferente con la
cloaca y con las espiculas copulatorias para expulsar el esperma durante la
copula (Hope, 1999).

Otras caracteristicas en las que difieren ambos sexos son que el gusano
adulto macho es mas delgado que el hermafrodita debido a su génada mas
pequefia y la ausencia de embriones en desarrollo, y que la cola de los machos
se aplana en un abanico de material cuticular con 18 proyecciones de neuronas
y células de soporte asociadas llamadas rayos. Mientras que los hermafroditas

presentan una cola que termina en una simple punta (Corsi et al., 2015).
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2.2.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de C. elegans (Figura 11.11) comprende la etapa
embrionaria y cuatro estadios larvarios (L1-L4), con una duracion aproximada de
3,5 dias a 20 °C, hasta la etapa de edad adulta. Variaciones en la 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).
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Figura ll.11. Ciclo de vida de C. elegans a 22 °C. Fuente: http://www.wormatlas.org/.

La embriogénesis de C. elegans tiene una duracion aproximada de 16 h
a 20 °C y ocurre desde la fertilizacion hasta la eclosién del huevo. Durante esta
fase tiene lugar la proliferacion celular, asi como la organogénesis y
morfogénesis (Sulston et al., 1983). El embrién hermafrodita eclosiona con 558
ndcleos y se convierte en una larva L1. Los animales comienzan a comer y
desarrollarse a través de los cuatro estadios larvarios (L1-L4). La etapa L1 tiene
una duracion aproximada de 16 h; mientras que las otras etapas duran
aproximadamente 12 h. Cada etapa finaliza con una muda y en la ultima muda
se forma el individuo adulto (Cassada y Russell, 1975). El adulto hermafrodita es
fértil durante aproximadamente 4 dias; al finalizar este periodo el gusano adulto
vive entre 10-15 dias mas (Hodgkin, 1988).
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En condiciones ambientales adversas, como son la falta de alimento, una
densidad poblacional muy alta o temperaturas elevadas, las larvas L2 activan un
ciclo de vida alternativo y mudan a una etapa larvaria alternativa L3 denominada
larva dauer. La larva dauer presenta una cuticula especializada y es capaz de
sobrevivir varios meses en este estado. Cuando las condiciones ambientales son
favorables de nuevo, reanudan su desarrollo alimentdndose y mudando a L4
(Hope, 1999).

2.2.4 Caenorhabditis elegans como organismo modelo

En la actualidad, C. elegans se ha convertido en uno de los principales
organismos modelo en Biologia, dando lugar a importantes descubrimientos en
esta area (Nigon y Félix, 2017). C. elegans ha desempefiado un papel
fundamental en la elucidacién de las vias genéticas que controlan procesos
celulares importantes, como son: el desarrollo, la muerte celular y el
envejecimiento (O’Reilly et al., 2014). Entre las herramientas genéticas de las
que se dispone para trabajar con este modelo se encuentran: las deleciones
especificas, la mutagénesis, el bombardeo biolistico, las microinyecciones de
ADN y la supresion de la expresion génica mediante ARN de interferencia (RNAI)
(Shen, P. et al., 2018). C. elegans comparte 60-80 % de homologia con genes
humanos, existiendo una alta conservacion de las rutas moleculares y celulares
entre C. elegans y mamiferos. Ademas, presentan ortologia para 40 % de genes
humanos causantes de enfermedades, por lo que, se ha utilizado ampliamente
para estudiar enfermedades humanas complejas, incluidas la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la diabetes o el cancer (Kaletta y
Hengartner, 2006).

Entre otras caracteristicas favorables que posee C. elegans como
organismo modelo se encuentran: su pequefio tamafio, la transparencia de su
cuerpo, su ciclo de vida corto y su alta tasa de reproduccién, la facilidad para su
cultivo y el bajo costo de mantenimiento, la criopreservacion a largo plazo, asi
como su desarrollo y numero de células invariables. Ademas, C. elegans es
benigno para los humanos y no puede crecer a la temperatura corporal humana
(Corsi et al., 2015).
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2.2.5 Estudios sobre compuestos fendélicos en Caenorhabditis elegans y

otros modelos

En los ultimos afios, C. elegans ha sido utilizado como organismo modelo
para estudiar los efectos y mecanismos a través de los cuales actian los
compuestos fendlicos, principalmente los flavonoides y sus metabolitos, en

distintos procesos bioldgicos, como el envejecimiento y el estrés oxidativo.

Algunos autores encontraron que las catequinas son capaces de
prolongar la duracion de vida en C. elegans (Saul et al., 2009; Bartholome et al.,
2010; Saul et al.,, 2011; Xiong et al., 2018), mientras que otros autores no
observaron el mismo efecto con estos flavonoides, aunque si con sus metabolitos
metilados (Surco-Laos et al., 2012). Por otro lado, se ha descrito que el
tratamiento de C. elegans con compuestos fendlicos de la manzana, que
contienen principalmente procianidinas, aumenta la longevidad de la cepa
silvestre N2 y del mutante fem-1 (Sunagawa et al., 2011). También se ha
observado un aumento significativo en la longevidad para los flavonoles, como
quercetina (Surco-Laos et al., 2011). Se ha sugerido que, en los flavonoides, el
patron de hidroxilacion del anillo B podria jugar un papel crucial en los efectos
sobre la duracién de vida del gusano, de modo que cuanto mayor sea el nimero

de grupos hidroxilo, mayor seria su eficacia en este sentido (Koch et al., 2014).

Como se ha mencionado anteriormente, los compuestos fendlicos tienen
el potencial de modular el estrés oxidativo intracelular directamente mediante la
captacion de radicales libres, disminuyendo el nivel basal de ROS y regulando la
actividad de enzimas antioxidantes como SOD-3, CAT y GST (Gonzalez-
Paramas et al., 2019). Estos efectos protectores se han observado en C. elegans
sometido a estrés térmico u oxidativo y tratados con flavonoles como quercetina,
miricetina o kaempferol (Surco-Laos et al., 2011; Grinz et al., 2012) o catequinas
(Abbas y Wink, 2009; Gonzalez-Manzano et al., 2012; Surco-Laos et al., 2012),
demostrando la capacidad de los flavonoides para mejorar la supervivencia de
los gusanos cultivados en condiciones de estrés. Sin embargo, el efecto protector
de los compuestos fendlicos no necesariamente se relaciona con la disminucion
del ROS, sino que, por el contrario, algunos flavonoides podrian inducir un ligero
aumento del nivel basal del ROS, que llevaria a activar los mecanismos

endogenos de defensa que protegen contra el dafio oxidativo resultando en una
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mayor proteccion global, como se pone de manifiesto en el estudio de Ayuda-
Duran et al. (2019) en gusanos tratados con epicatequina, tanto de cepas

silvestres como mutantes knockout en distintos genes de la ruta de la insulina.

Los estudios que utilizan diferentes cepas mutantes han demostrado que
los mecanismos que subyacen a la longevidad y los efectos antioxidantes
pueden diferir segun el flavonoide. El uso de cepas de nematodos mutantes que
carecen de la funcién en genes clave involucrados en la ruta de sefializacion de
la insulina/IGF-1, ha sido una forma de estudiar el potencial de los flavonoides
para modular la tolerancia al estrés y la longevidad (Figura 11.12) (Gonzélez-

Paramas et al., 2019).

Compuestos
flavonoides

s

Estrés
oxidativo

¢ CAT o®
Longevidad, resistencia al estrés *

Figura 11.12. Genes y factores de transcripcion de la ruta de sefializacion de la
insulina/IGF-1 estudiados en gusanos mutantes como posibles puntos de actuacion
relacionados con los mecanismos de accion de flavonoides. Fuente: Modificado de

Gonzalez-Paramas et al. (2019).

En ensayos con distintos flavonoides o extractos fendlicos, algunos
autores no encontraron ningun aumento en la duracion de vida de la cepa

mutante daf-2, sugiriendo que este factor tendria un papel mecanistico relevante
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en el efecto de los compuestos sobre la longevidad del gusano (Pietsch et al.,
2009; Saul et al., 2011). Los resultados obtenidos con relacion a otros genes de
la misma via en la longevidad de C. elegans difieren segun el flavonoide. La
quercetina no conseguia extender la vida de la cepa mutante age-1 (Pietsch et
al., 2009), mientras que la catequina si lo hacia (Saul et al., 2011). Por el
contrario, la quercetina, pero no la catequina, era capaz de aumentar la duracion
de vida en el mutante akt-2 (Pietsch et al., 2009; Saul et al., 2011). Igualmente,
se observé que DAF-16 era esencial para la regulacién de la longevidad en la
accion de kaempferol y miricetina, pero no para quercetina o catequina (Pietsch
et al., 2009; Saul et al., 2011; Buchter et al., 2013). Sin embargo, se encontré
que DAF-16 estaba relacionado con el aumento en la resistencia al estrés
oxidativo, provocado con peréxido de hidrogeno o térmicamente, inducido por
distintos flavan-3-oles en C. elegans (Martorell et al., 2011; Ayuda-Duran et al.,
2019), asi como en la disminucion de los niveles de ROS en nematodos
expuestos a miricetina (Griinz et al., 2012; Bichter et al., 2013). Por el contrario,
la disminucion del nivel de ROS ejercido por quercetina y kaempferol era
independiente de DAF-16 (Griinz et al., 2012). Otros genes de la ruta IIS que se
han relacionado con la mejora de la resistencia a estrés térmico de C. elegans
tratado con epicatequina o quercetina son daf-2, age-1, akt-1, akt-2, sgk-1)
(Ayuda-Duran, 2018; Ayuda-Durén et al., 2019). Ademas, para quercetina se ha
descrito la implicacion del gen daf-18 en su efecto de proteccién frente al estrés

en los gusanos (Ayuda-Duran, 2018).

Se sabe que en C. elegans los miembros de la familia de proteinas HSP-
16 estan involucrados en la termotolerancia y se sugieren también como
predictores de longevidad (Mendenhall et al., 2012). Se ha demostrado que
diferentes flavonoides son capaces de modular la expresion de HSP-16.2
inducida térmica- o quimicamente mediante tratamiento con juglona (Strayer et
al., 2003; Abbas y Wink, 2009; Zhang et al., 2009, Ayuda-Duran, 2018; Ayuda-
Duran et al., 2019). Ademas, también se ha descrito un aumento en la expresion
de otra proteina de choque térmico (HSP-70) y de una enzima destoxificante de

fase Il (GST-4) en gusanos tratados con epicatequina (Ayuda-Duran et al., 2019).

Varios autores también han demostrado que los flavonoides poseen la

capacidad de aumentar la expresion de skn-1 e inducir la translocacion de SKN-
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1 al ndcleo (Saul et al., 2009; Zhang et al., 2009). Ademas, se ha descrito la
implicacion de SKN-1 en la proteccion frente a estrés térmico en gusanos
tratados con epicatequina o quercetina (Ayuda-Duran, 2018; Ayuda-Duran et al.,
2019). Sin embargo, este mecanismo no parece ser comun para todos los
flavonoides, por ejemplo, la expresion génica de skn-1 no parece estar
involucrada en la longevidad mediada por miricetina, catequina o procianidinas
en C. elegans (Saul et al., 2009; Buchter et al., 2013).

Los estudios con metabolitos fendlicos colénicos en C. elegans, u otros
modelos animales, son muy escasos. La mayoria de los efectos bioldgicos que
pueden tener estos metabolitos se han demostrado en modelos in vitro (Tomas-
Barberan et al., 2018). Diferentes autores han descrito que funciones fisioldgicas
de los catabolitos fendlicos, como la actividad antioxidante, antiinflamatoria y
antiproliferativa, pueden diferir de las de los compuestos originales (Kawabata et
al., 2019). Asi, por ejemplo, algunos catabolitos de quercetina, como PCA, VA,
DHPAA y DHCA, muestran una actividad antioxidante menor que el compuesto

original (Duenas et al., 2011).

Gao et al. (2006) estudiaron el efecto antiproliferativo de distintos
flavonoides de té verde, de té negro y de citricos y de sus catabolitos, entre ellos
el DHPAA, en células de cancer de colon y de préstata, observando un menor
efecto antiproliferativo de los flavonoides precursores del DHPAA. También se
ha observado que el efecto inhibitorio de algunos &cidos fendlicos, incluidos el
DHPAA y el DHCA, sobre la produccién de NO en macréfagos activados es
minimo en comparacion con el efecto de su flavonoide precursor (Kawabata et
al.,, 2013). Sin embargo, se ha descrito una actividad antioxidante y
antiinflamatoria similar para la procianidina A2 y su catabolito microbiano, 3,4-
HPA, cuando se aplicaban en la misma concentracién en una linea celular de

macrofagos (Zhang, Y.Y. et al., 2018).

A continuacion, se describen mas detalladamente distintos ensayos que
se han llevado a cabo con los metabolitos fendélicos coldnicos que son objeto de

estudio en esta Tesis Doctoral.
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2.2.5.1 Acido protocatéquico

Se han atribuido diferentes actividades biolégicas y farmacoldgicas al
PCA, entre las que se incluyen propiedades antioxidantes, antimicrobianas,
anticancerigenas, antiulcerosas, antidiabéticas, antienvejecimiento,
antiinflamatorias y analgésicas, asi como efectos protectores cardiovasculares,
hepaticos, neurolégicos y renales (Kakkar y Bais, 2014; Khan et al., 2015). Un
creciente numero de evidencias apoya que el PCA puede ejercer estos efectos

bioldgicos al actuar sobre diferentes dianas moleculares (Masella et al., 2012).

La bioactividad del PCA in vitro se ha investigado con cierto detalle, con
particular atencién a su influencia en la proliferacion y muerte celular. Se ha
descrito que este metabolito tiene efectos apoptoticos en células cancerigenas,
encontrando que este efecto podria estar mediado a traves de la estimulacion de
las quinasas c-Jun N-terminal (JNK) y MAPK (Yip et al., 2006; Lin et al., 2007),
pero no de las quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), definiendo
asi un mecanismo de accion muy especifico (Lin et al., 2007). En contraste con
estos efectos proapoptoticos, se ha descrito que el PCA es capaz de aumentar
la viabilidad y de estimular la proliferacion de células madre neurales cultivadas,
probablemente asociado a su capacidad para disminuir el nivel de ROS vy la
actividad de la caspasa-3 (Guan et al., 2009). Estas observaciones sugieren que
el PCA puede operar de diferentes maneras en diferentes entornos, actuando de
manera proapoptoética en células en proliferacion activa, mientras protege las
células normales de la apoptosis. Sin embargo, la concentracion de PCA
utilizada para tratar las células en estos estudios oscilaba entre 0,06 y 8 mM, lo
gue supera ampliamente los niveles que se pueden encontrar in vivo (Vitaglione
et al., 2007), haciendo cuestionable en este contexto la relevancia de los efectos

observados in vitro para el metabolito.

El estrés oxidativo y los procesos inflamatorios parecen contribuir
conjuntamente a la fisiopatologia de casi todas las enfermedades cronicas
degenerativas. La generacion de ROS, asi como de RNS, es capaz de activar
factores de transcripcion sensibles a estimulos redox, que inducen la expresion
de moléculas proinflamatorias que conducen a un estado de inflamacién croénica.

Por otro lado, la inflamaciéon en si misma podria contribuir a la generacion de
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ROS y RNS que amplifique los dafios en las células y 6rganos diana (Masella et
al., 2012).

Se han descrito efectos antiinflamatorios del PCA en sistemas in vitro e in
vivo. Asi, se ha demostrado que es capaz de reducir los niveles, la expresion o
la actividad de biomarcadores proinflamatorios de riesgo coronario, como la
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), la molécula de adhesion celular
vascular 1 (VCAM-1) y el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF- kB), en lineas celulares endoteliales y en un
modelo murino de aterosclerosis (Wang et al., 2010). Por otro lado, Kim et al.
(2014) estudiaron el efecto del PCA extraido de Veronica peregrine en C.
elegans a las concentraciones de 100 y 200 uM, y encontraron que aumentaba
significativamente la vida media (200 uM) y la vida méxima de una manera
dependiente de la concentracion. Ademas, observaron que tenia un efecto
protector frente a estrés oxidativo, disminuyendo los niveles de ROS vy
modulando la actividad de enzimas antioxidantes, como CAT y SOD-3. En un
ensayo con una linea celular de macréfagos se encontré que el PCA inducia un
aumento en la expresion del ARNm de Nrf2 y la translocacion de este factor de
transcripcion al nucleo para unirse a las secuencias ARE especificas presentes

en los promotores de enzimas antioxidantes endégenas (Vari et al., 2011).

2.2.5.2 Acido vanilico

Se han descrito diferentes actividades biol6gicas beneficiosas ejercidas
por el VA, como acciones antioxidante, antibacteriana, antimicrobiana,
cardioprotectora, hepatoprotectora, neuroprotectora y antiapoptotica (Calixto-
Campos et al., 2015; Almeida et al., 2016).

En estudios en células endoteliales humanas se encontré actividad
antinflamatoria para el VA, al reducir los niveles de VCAM-1 (Warner et al., 2017)
y de la citocina proinflamatoria IL-6 (Amin et al., 2015; Warner et al., 2017).
Kumar et al. (2014) describieron un efecto de cardioproteccion en ratas con
hipertension inducida y, en diversos modelos murinos de inflamacion, Calixto-
Campos et al. (2015) encontraron que el VA presentaba actividad analgésica y
antiinflamatoria, relacionadas con sus efectos antioxidantes y capacidad para

inhibir la produccion de citocinas proinflamatorias asociada con NF- kB. Amin et
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al. (2017) también describieron para el VA un efecto de neuroproteccién frente a
la neurotoxicidad inducida en ratones. Por otro lado, Cheng et al. (2014) en
ensayos en C. elegans con un extracto de hojas de Chamaecyparis obtusa var.
formosana que, entre otros 6 compuestos fendlicos, contenia VA, encontraron
que el tratamiento con el mismo aumentaba la longevidad y disminuia los niveles

de ROS en el gusano.

2.2.5.3 Acido 3,4-dihidroxifenilacético

Algunos estudios in vitro han evidenciado una alta capacidad antioxidante
para el DHPAA, que se ha relacionado con la presencia de un grupo catecol en
su estructura (Jaganath et al., 2009; Tang et al., 2016). Gao et al. (2006)
evaluaron el posible efecto antiproliferativo de distintos acidos fendlicos en lineas
celulares de cancer, encontrando que el Unico compuesto que presentaba
actividad anticancerigena entre los metabolitos fendlicos ensayados era el
DHPAA. Carrasco-Pozo et al. (2015) estudiaron la posible actividad protectora
de este metabolito en células pancreaticas B con altos niveles de colesterol,
encontrando que era capaz de aumentar la translocacion de Nrf2 al nucleo,
protegiendo a las células contra la secrecion alterada de insulina al prevenir el
estrés oxidativo, la apoptosis y la disfuncion mitocondrial. En ensayos in vitro
también se ha descrito un efecto neuroprotector del DHPAA, al observar que
prevenia la apoptosis neuronal mediante la disminucion de los niveles de ROS y
de la actividad de la caspasa-3 (Gonzalez-Sarrias et al., 2017).

2.2.5.4 Acido 3-(4-hidroxifenil)-propiénico

Existe muy poca informacién acerca de la actividad biolégica de este
metabolito. Como se mencion6é anteriormente, Zhang, Y.Y. et al. (2018)
describieron actividad antioxidante y antinflamatoria in vitro para el 3,4-HPA al
inhibir la acumulacion lipidica y la conversion de macrofagos en células
espumosas. Asimismo, encontraron que era capaz de disminuir el estrés
oxidativo y la inflamacion inducida por lipoproteinas de baja densidad oxidadas
(LDL-ox) en las células.
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2.2.5.5 Acido dihidrocafeico

Se han demostrado diferentes actividades biologicas para el DHCA in
vitro, como capacidad antioxidante (Huang et al., 2004; Poquet et al., 2008;
Baeza et al., 2016; Hu et al., 2018; Wang et al., 2019), antiinflamatoria (Poquet
et al., 2008; Hu et al., 2018) y anticancerigena (Miene et al., 2011), asi como
efectos neuroprotectores in vitro (Gonzalez-Sarrias et al. 2017) y en ratones (Lee
et al., 2015). Los resultados obtenidos por Huang et al. (2004) en una linea
celular endotelial humana sugieren que el DHCA tiene capacidad de captacion
de ROS y para aumentar la actividad de NOS endotelial (eNOS) de manera
dosis-dependiente. Igualmente, diferentes trabajos han demostrado un efecto
hepatoprotector para el DHCA al disminuir los niveles de ROS y de dafio
macromolecular, al recuperar el GSH agotado (Baeza et al., 2016; Wang et al.,
2019), asi como por aumentar la actividad de enzimas antioxidantes y la
concentracion de eNOS (Wang et al., 2019) en células de hepatoma humano
(HepG2).

El caracter antioxidante y antiinflamatorio del DHCA se describié también
en otro estudio, en el que se demostraba su capacidad para disminuir la
citotoxicidad y la produccion de citocinas proinflamatorias (IL-6 e IL-8) en células
Ha-CaT, un modelo de queratinocitos, sometidas a radiaciéon UV. De acuerdo
con los autores, estos efectos podian atribuirse tanto a la captacion directa de
ROS vy al refuerzo de las defensas antioxidantes internas como a una
interferencia con la via implicada en la estimulacion de citocinas (Poquet et al.,
2008). Por otro lado, en células de adenoma humano LT97, Miene et al. (2011)
encontraron que el DHCA era capaz de aumentar la expresion de GST-2 y
disminuir la expresién de la ciclooxigenasa-2 (COX-2), relacionada con una
actividad proinflamatoria y sobreexpresada en cancer de colon, reduciendo

significativamente el nivel de dafio oxidativo del ADN inducido en estas células.

2.2.5.6 Acido cafeico

Se han descrito distintas actividades biologicas con impacto en la salud
humana para el CA, como propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antimicrobianas, antivirales, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Dong et al.,

2012; Silva et al., 2014; Damasceno et al., 2017). El 4cido cafeico es reconocido
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por su actividad antioxidante directa a través de la captacion de ROS (Silva et
al., 2000; Sroka y Cisowski, 2003; Sugahara et al., 2018; Dudylina et al., 2019) y
de la capacidad para quelar metales de transicion prooxidantes (Borges et al.,
2005), asi como por ser capaz de inducir mecanismos relacionados con la mejora
de la respuesta citoprotectora mediante la activacion de factores de transcripcion
sensibles a estimulos redox, como Nrf2, y la regeneracion de las formas
reducidas de antioxidantes endégenos (Ahn et al., 2017; Shen, J. et al., 2018;
Dos Santos Nunes et al., 2019).

Pietsch et al. (2011) encontraron que el CA mejoraba la termotolerancia y
prolongaba la duracion de vida en C. elegans actuando sobre distintas vias
superpuestas implicadas en el metabolismo y la respuesta al estrés, al observar
que el factor de transcripcion DAF-16 y las proteinas SIR-2.1, OSR-1, UNK-43y
SEK-1 eran necesarios para los efectos beneficiosos ejercidos por el acido

cafeico.
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3.1 Materiales y Equipos

3.1.1 Equipos

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 ultrasonido Branson 5510.

Cabina de flujo laminar Telstar AV-30/70.

Centrifuga de alta velocidad CR22N (Hitachi).

Concentrador Savant 1ISS110 SpeedVac (Thermo Fisher Scientific).

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) Agilent
Technologies serie 1200.

Espectofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).
Espectrometro de masas 3200 Q-TRAP (Applied Biosystems).
Espectrometro de RMN (Bruker Avance 400 MHz).
Homogeneizador Thermo Savant Fastprep FP120.

HPLC semipreparativa Agilent Technologies serie 1260 Infinity.
Incubadores refrigerados Velp modelo FTC 901 y IPP SS Memmert.
Lector de microplacas FLUOstar Omega BMG LABTECH.
Liofilizadores Cryodos y LyoQuest (Telstar).

Microcentrifuga Thermo Heraeus Fresco 17.
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- Microscopio estereoscopico de fluorescencia Leica M205 FA.
- Microscopio estereoscopico Leica S9 E.

- pHmetro Crisol Basic 20.

- Placa térmica para tubos eppendorf (P Selecta).

- Plataforma BioMark™ HD Real-Time PCR System (Fluidigm).

- Rotavapores Buchi R-124, con bafio de agua termostatizable B-480 vy
bombas de vacio B-270.

- Sistemas de purificacion de agua Direct-Q (Millipore) y Autwomatic
(Wasserlab).

- Termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific).

3.1.2 Materiales, reactivos y disolventes

- Acros Organics (New Jersey, Estados Unidos): acido cafeico (acido 3,4-

dihidroxicinAmico, CA).

- Alfa Aesar (Karlsruhe, Alemania): acido 3-(4-hidroxifenil)-propionico (3-
4HPA), acido dihidrocafeico (acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-propiénico,
DHCA).

- Applied Biosystems (Carlsbad, Estados Unidos): High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kkit.

- Brand GMBH (Wertheim, Alemania): placas microtiter Brand 96 pocillos

pureGrade y placas Petri de 35 mm de diametro.
- Difco (Madrid, Espafia): placas de 90 mm de diametro.
- Fluka Analytical (Madrid, Espafia): medio triptona y peptona de soja.

- G. E. Healthcare Life Sciences (Buckinghamshare, Reino Unido): kit de

aislamiento RNAspin Mini illustra.
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- Invitrogen (Eugene, Estados Unidos): MitoSOX™ Red mitochondrial

superoxide indicator.
-  MACRON (Gliwile, Polonia): metanol.

- Merck (Darmstadt, Alemania): dihidrogeno fosfato de potasio,
monohidrégeno fosfato de potasio, monohidrogeno fosfato de sodio,

sulfato de magnesio y metanol.

- Panreac (Barcelona, Espafia): cloruro de sodio, cloruro de calcio, cloruro

de hidrégeno, hidréxido de sodio y dimetilsulfoxido (DMSO).

- Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia): acido protocatéquico (acido 3,4-
dihidroxibenzoico, @ PCA), acido vanilico (4cido  3-metoxi-4-
hidroxibenzoico, VA), &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA), ampicilina
sbdica, nistatina, agar, extracto de levadura, colesterol, 2,7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA), peroxido de hidrogeno
30 %, buffer fosfato salino (PBS), 5-fluoro-2‘-desoxiuridina (FUdR),
dioxano, &cido trifluoroacético (TFA), acetonitrilo y trioxido de azufre-N-

trietilamina.

-  VWR (Fontenay-sous-Bois, Francia): etanol, acido férmico e hidréxido

amonico.

3.1.3 Material bioldgico

Los ensayos se realizaron con la cepa silvestre N2 de Caenorhabditis
elegans y como fuente de alimento se utilizd Escherichia coli OP50 resistente a
ampicilina. Estos organismos fueron obtenidos del Caenorhabditis Genetic
Center (CGC) de la Universidad de Minnesota (Minneapolis, Estados Unidos).
Los gusanos se pueden conservar de manera indefinida mediante congelacion
a -80 °C. Para realizar los ensayos, los gusanos son mantenidos en incubadores

termostatizados a una temperatura de 20 °C.
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3.2 Métodos

3.2.1 Preparacion del medio de cultivo para Caenorhabditis elegans
(Nematode Growth Medium, NGM)

Se mezclan 1,2 g de NaCl, 6,8 g de agar, 1 g de peptona en 390 mL de
H20 destilada, para después ser autoclavado durante 60 min. Se atempera en
bafio de agua a 60 °C durante 20 min. Posteriormente, el medio NGM (Nematode
Growth Medium) es enriquecido con 10 mL de buffer KPO4 1M pH 6,0 (108,3 g
KH2POa4, 35,6 g K2HPO4 en 1L de H20), 400 yL CaCl2 1M, 400 uL MgSOs4 1M,
400 uL de colesterol (5 mg/mL etanol), 400 yL de ampicilina sddica (50 ug/mL) y
700 uL de nistatina 1 % (1 g/100 mL en etanol: acetato de amonio 1:1), todos
ellos previamente esterilizados mediante autoclavado. El medio fundido es
afiadido a las placas Petri de 90 mm de diametro (20 mL) o a placas Petri de 35
mm de diametro (5 mL) en condiciones de esterilidad y en la campana de flujo
laminar, donde se dejan enfriar. Las placas pueden ser almacenadas durante

varios dias en refrigeracion entre 4y 8 °C.

3.2.2 Preparacion de Escherichia coli OP50 como fuente de alimento

Las colonias aisladas de E. coli OP50 son almacenadas 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 NaCl y 200 mL de agua destilada. Todo ello esterilizado en
autoclave. Tras mantenerlo 20 min en un bafo a 60 °C se afiaden 200 pL de

ampicilina.

Las bacterias son cultivadas en medio liquido L. Broth, que contiene: 10 g
de triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl en 1L de H20 destilada. El
pH se ajusta a un valor de 7 con NaOH 1M, y el medio de cultivo es esterilizado
en autoclave. Para realizar el cultivo de estas bacterias se ponen 50 mL del
medio L. Broth en un Erlenmeyer previamente autoclavado, se afiaden 50 uL de
ampicilina y se inocula una colonia aislada de E. coli OP50. El medio L. Broth es
incubado a 35 °C toda la noche, se almacena a 4 °C y puede ser usado durante

varias semanas.
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Las placas con medio NGM estéril, previamente preparadas y secas, se
inoculan con aproximadamente 200 L (placas Petri de 90 mm) y 20 pL (placas
Petri de 35 mm) del cultivo de E. coli en L. Broth. Se forma un césped bacteriano
de esta E. coli OP50 viva donde se localizaran los gusanos, por lo que se intenta
que éste quede centrado en la placa y asi evitar la dispersion de los gusanos y

facilitar su visualizacion.

3.2.3 Sembrado de Caenorhabditis elegans en placas NGM

La siembra de gusanos en placas frescas se realiza transfiriendo un trozo
de agar con gusanos desde una placa almacenada a una placa nueva con ayuda
de una espéatula esterilizada. Los gusanos salen del trozo de agar y se esparcen

por el césped bacteriano de la placa fresca.

Para transferir gusanos individualmente se utiliza un asa de siembra de
alambre de platino de calibre 32. El gusano que se va a transferir se coge
cuidadosamente con el asa de siembra y después se apoya suavemente en la
nueva placa de agar permitiendo que el nematodo se desprenda. Este proceso

se lleva a cabo bajo la lupa y puede realizarse con varios gusanos a la vez.

Cuando es necesario transferir gran cantidad de gusanos, las placas son
lavadas dos veces con 3 mL de buffer M9 (3 g KH2POa4, 6 g NazHPO4, 5 g NaCl,
1 mL 1M MgSOs4, H20 destilada hasta 1 L, esterilizado por autoclavado). La
suspensién se centrifuga (60 s, 4000 rpm) y el sobrenadante es eliminado. Para
finalizar, los gusanos son transferidos e incubados en nuevas placas de NGM

agar.

3.2.4 Sincronizacién de Caenorhabditis elegans

La sincronizacién de C. elegans se lleva a cabo para obtener nematodos
de la misma edad o estado larvario. Para ello, se comienza con placas NGM con
alto namero de gusanos en edad fértil y que tengan gran cantidad de huevos en
su interior. A continuacion, se recogen los gusanos en un eppendorf con buffer
M9 (2 mL), y se centrifugan durante 1 min a 10.000 rpm a 4 °C con el fin de lavar
los gusanos. El sobrenadante es retirado y sobre el residuo de gusanos se
afiaden 150 pL de una solucion de hipoclorito sédico, preparada con 1 mL de

lejia comercial y 500 pL de NaOH 5N, con el fin de destruir todas las larvas y la
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carcasa de los gusanos adultos sin afectar a los huevos. La mezcla es agitada
vigorosamente durante 10 min, alternando cada minuto un ciclo de agitacion con
vortex y un ciclo de reposo. Después, la mezcla es centrifugada durante 1 min a
10.000 rpm a 4 °C y a continuacion se elimina el sobrenadante. El pellet de
huevos es lavado 5 veces con buffer M9 para eliminar completamente los
residuos de hipoclorito sédico y finalmente se resuspende en 1 mL de solucion
M9. Esta solucion es almacenada a 20 °C en un dispositivo con movimiento
rotacional durante unas horas para favorecer la eclosion, posteriormente se
dejan en posicion horizontal. A las 24 h, aproximadamente, han eclosionado las
larvas y pueden ser transferidas a placas de NGM agar para que contintden su

desarrollo.

3.2.5 Preparacién de placas Petri para ensayos con metabolitos fendlicos

Los medios de cultivo enriquecidos con metabolitos fendlicos se preparan
en placas de agar NGM, donde es afiadido el compuesto a ensayar. Para ello,
se parte de una disolucion madre de cada compuesto fendlico de 200 mM
disuelta en DMSO, de la cual se incorpora un volumen adecuado al agar para
obtener la concentracion final en el medio de cultivo de 200 uM. Para algunos
metabolitos fendlicos se probaron diferentes concentraciones que son descritas
en el apartado de resultados de cada compuesto. El agar es previamente
calentado en horno microondas, hasta obtener el medio liquido, posteriormente
es atemperado 20 min a 60 °C en bafio de agua, para evitar la degradacion de
los metabolitos fendlicos a ensayar. Las placas control son preparadas sin
ninguin metabolito, pero conteniendo el mismo volumen de DMSO que las placas
con tratamiento. La concentracién final de DMSO en todas placas es de un 0,1
% (V/V).

Para la mayoria de los ensayos con C. elegans es necesario partir y
mantener una poblacién sincronizada de neméatodos, por lo tanto, es necesario
afadir 5-fluoro-2’-desoxiuridina (FUdR) a las placas a las que son transferidos
los gusanos a partir del primer dia de adulto. El uso de este compuesto permite
prevenir la reproduccion de la poblacion sincronizada; ya que inhibe la sintesis
de ADN y de proteinas, produciendo la muerte de células mitéticas (Hosono,

1978). Este tratamiento no afecta el desarrollo del nematodo adulto, dado que
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las células de estos son en su mayoria células post-mitéticas (Mitchell et al.,
1979). El FUdR es preparado a una concentracion de 200 mM en agua, y es

afiadido al medio NGM, obteniendo una concentracion final de 200 uM.

3.2.6 Ensayos de estrés oxidativo inducido térmicamente

La vida de C. elegans es dependiente de la temperatura, existiendo una
relacion inversa entre la temperatura de cultivo y la vida media del gusano. El
ensayo de estrés térmico permite comprobar si los gusanos tratados
previamente con algun metabolito fendlico aumentan su resistencia frente al
estrés oxidativo inducido térmicamente. Este ensayo es realizado segun el
meétodo descrito por Saul et al. (2009) con pequefias modificaciones, como son
detalladas a continuacién. Se parte de una poblacién de C. elegans sincronizada.
Las larvas sincronizadas son sembradas en placas NGM de 90 mm de didmetro
que contienen el compuesto a ensayar (concentracion estandar de 200 uM) y en
placas control (DMSO 0,1 %). La influencia del estrés térmico sobre la viabilidad
del gusano se evalla en dos estados de desarrollo, el segundo y noveno dia de
adulto de los nematodos. Al llegar el dia del ensayo, los gusanos son transferidos
individualmente a placas de 35 mm de didmetro (20 gusanos por placa) y se
someten a 35 °C durante 8 h. Durante este ensayo se cuentan los gusanos
supervivientes y los muertos a las 6 y 8 h. Se considera que los gusanos estan
muertos cuando no responde a ningun estimulo, como ligeros toques con el asa
de siembra. Se realizaron tres ensayos independientes para cada tratamiento

con 100 gusanos por tratamiento.

3.2.7 Ensayos de determinacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

3.2.7.1 Ensayos con DCFH-DA

Los niveles de ROS intracelulares son cuantificados mediante el método
de la diclorofluoresceina (Wang y Joseph, 1999), utilizando un lector de
microplacas. El ensayo es realizado con una poblacion sincronizada de gusanos,
en dos estados de desarrollo de los nematodos, el segundo y noveno dia de
adultos. Los gusanos son cultivados en las placas con los distintos metabolitos

fendlicos o en ausencia de los mismos (grupo control). Al alcanzar la edad
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necesaria para realizar el ensayo, son transferidos individualmente a placas de
96 pocillos (un gusano por pocillo), en los que previamente se habia afiadido 75
ML de PBS. El ensayo se realiza en condiciones de estrés térmico (2 h a 35 °C)
y sin estrés. Posteriormente se afiaden en cada pocillo 13 pL de 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) 150 uM, disuelto en etanol, en
cada pocillo. Inmediatamente después de afadir el reactivo, se mide la
fluorescencia a intervalos de 10 min, durante 30 minutos, utilizando como A de
excitacion y de emision 485 nm y 535 nm, respectivamente. Se realizaron 3
ensayos independientes de cada tratamiento (provenientes de diferentes
sincronizados y cultivados en diferentes placas), con al menos 32 individuos por

tratamiento.

DCFH-DA es un reactivo comunmente utilizado para la deteccion de
varias ROS. Este compuesto es estable y permeable a través de la membrana
celular, en donde es hidrolizado a 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH). En
presencia de ROS el DCFH es oxidado a un compuesto fluorescente (2',7’-
diclorofluoresceina; DCF) (Dikalov y Harrison, 2014). Con este método se
pueden detectar varias ROS a las que el DCFH-DA es sensible: H202, ONOO" y
"OH. Otras como NO", HOCI o O2" no son detectables, ya que no son capaces
de oxidar la DCFH (Myhre et al., 2003).

3.2.7.2 Ensayos con MitoSOX

El reactivo MitoSOX es utilizado como un indicador de la produccién de
superoxido mitocondrial. MitoSox es una molécula de dihidroetidio (DHE) que se
dirige a las mitocondrias mediante la adicién de un grupo trifenilfosfonio. DHE es
oxidado por O2¢" y se forma etidio, que es un compuesto fluorescente
(Labuschagne y Brenkman, 2013). Este ensayo es realizado segun el método
descrito por Qabazard et al. (2014) con algunas modificaciones, que son
especificadas a continuacion. El ensayo se lleva a cabo el segundo y noveno
dia de adultos de una poblacién sincronizada de gusanos que son tratados con
los distintos metabolitos fendlicos o con DMSO (0,1 %). Al alcanzar la edad
necesaria para realizar el ensayo, los gusanos son transferidos manualmente a
una placa de 96 pocillos (uno por pocillo), en los que previamente se habia

afiadido 100 pL de PBS. El ensayo se realiza en condiciones de estrés térmico
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(2 h a 35 °C)y sin estrés. Posteriormente se afiaden 50 yL de MitoSOX 5 puM,
disuelto en PBS, en cada pocillo. Con un lector de microplacas se evalta la
fluorescencia cada 10 min, durante 40 min a 35 °C, utilizando como A de
excitacion y emision 510 y 580 nm, respectivamente. Por dia y tratamiento se
realizaron 3 ensayos independientes, y en cada ensayo los niveles de O2¢” se

determinaron al menos en 16 individuos.

3.2.8 Ensayos de longevidad

Los gusanos sincronizados en estado larvario L1 son transferidos a placas
NGM de 90 mm de didmetro que contienen el metabolito fendlico a ensayar y a
placas control (DMSO 0,1 %). El primer dia de adulto de los nematodos son
transferidos individualmente a placas de 35 mm de diametro (20 gusanos por
placa) que también contienen los distintos metabolitos y FUdR, siendo
transferidos a placas nuevas cada 2 dias. La supervivencia de los gusanos es
contabilizada durante todo el periodo de vida de estos, considerandolos muertos
si no responden al toque suave con el asa de siembra. Se realizaron tres ensayos

independientes para cada tratamiento con 100 gusanos por tratamiento.

3.2.9 Cuantificacién de ARNm por RT-PCR cuantitativa

El RNA total es aislado a partir de los gusanos sembrados en placas NGM
gue contienen el compuesto fendlico a estudiar y en placas NGM control con
DMSO (0,1 %), y son cultivados durante 5 dias. A lo largo de los cuales, los
gusanos son traspasados periédicamente a placas nuevas con el metabolito
fendlico o DMSO y E. coli como alimento. Estos ensayos son realizados en
condiciones normales de crecimiento (20 °C) y con estrés térmico a 35 °C, 5 h
antes de la extraccion. La extraccion de ARN total se llevo a cabo mediante un
Kit comercial de aislamiento RNAspin Mini illustra (G. E. Healthcare Life
Sciences). Para esto, los gusanos se recogen de las placas con buffer M9; se
realizan dos lavados con el mismo buffer y el pellet se resuspende en 300 uL de
M9, 3,5 uL de 2-mercaptoetanol y 350 pL de buffer de lisis. Se afiaden 10 bolitas
de acero de 10 mm de diametro y las muestras se someten a 7 ciclos de 10
segundos a una velocidad de 5,5 m/s en un homogenizador FastPrep. Para

cuantificar la cantidad de ARN se utiliza un espectofotdmetro Nanodrop.

77



lll. Materiales y Métodos

El ADNc es sintetizado a partir de 2 yg del ARN total obtenido de la
extraccion por medio de la transcripcion reversa (RT) con el kit High-Capacity

cDNA Reverse Transcription de Applied Biosystems.

Para determinar los niveles de expresion de genes se utiliza una variante
de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al.,
1986). La PCR cuantitativa (RT-qPCR) fue realizada por el Servicio de
Secuenciacion de ADN de la plataforma Nucleus de la Universidad de
Salamanca, con el sistema BioMark™ HD, utilizando EvaGreen como método de
deteccion. Para la cuantificacion relativa del producto se determina el ciclo
umbral o cycle threshold (Ct) durante la fase exponencial del proceso. La
cuantificacion lleva a cabo con el método 2-AACt con act-1 como normalizador
(Livak y Schmittgen, 2001). Para el analisis de la expresion de ARNm se
realizaron 9 experimentos independientes con los nematodos sin estrés y tres
experimentos independientes en los nematods sometidos a estrés,

determinando la curva de disociacion para confirmar una unica amplificacion.

Los cebadores o primers especificos para el ADNc codificante de cada una
de las proteinas a estudiar fueron los siguientes:

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

daf-16: CCAGACGGAAGGCTTAAACT (F) y ATTCGCATGAAACGAGAATG (R)
(Zhang et al., 2015).

sir-2.1: GACAAAGAACAGAAAGTACAACCAG (F) y GGAGTGGCACCATCAT-
CAAG (R) (Deusing et al., 2015).

skn-1: AGTGTCGGCGTTCCAGATTTC (F) y GTCGACGAATCTTGCGAATCA
(R) (Martinez-Finley et al., 2013).

s0d-3: CGAGCTCGAACCTGTAATCAGCCATG (F) y GGGGTACCGCTGATAT-
TCTTCCACTTG (R) (Wei et al., 2017).

daf-18: TACGGAACAAGCAATGG (F) y AGTCATCCTTGACGATACCTTT (R)
(Ayuda, 2018).

hsp-16.2: CTGCAGAATCTCTCCATCTGAGTC (F) y AGATTCGAAGCAACTG-
CACC (R) (Zhang et al., 2015).
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hsf-1: GAAATGTTTTGCCGCATTTT (F) y CCTTGGGACAGTGGAGTCAT (R)
(Kern et al., 2010).

ctl-1: AATGGATACGGAGCGCATAC (F) y TCCTGTTCAGCACCATCTTG (R)
(Bonomo et al., 2014).

3.2.9 Anélisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de software
para PC SPSS (version 23,0, SPSS Inc., Chicago). Para los ensayos de la
supervivencia al estrés térmico, se realizaron tablas de contingencia y se calculd
la significacién estadistica usando el Chi Square Test. Las comparaciones
multiples de valores para determinar posibles diferencias significativas entre los
grupos tratados y los grupos control en los ensayos de ROS (DCFH-DA y
MitoSOX) y la cuantificacion de ARNm mediante gPCR se realizaron con la
prueba de ANOVA. Para los estudios de longevidad, la supervivencia del animal
se trazd usando las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y se analizaron los
resultados mediante la prueba de Log-Rank. En cada andlisis, las diferencias

con un valor de p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

3.2.10 Preparacion de sulfatos de PCA

Se optimizo6 un procedimiento basado en el método descrito anteriormente
en nuestro laboratorio para la hemisintesis de sulfatos de catequina (Gonzalez-
Manzano et al., 2009). El PCA (500 mg) se disuelve en dioxano (50 mL) y se deja
reaccionar con un exceso molar de 10 veces de trioxido de azufre-N-trietilamina.
La reaccidn se lleva a cabo bajo atmdsfera de argon en un bafio de agua (40 °C)
durante 3 h. Los productos de sulfatacion precipitan y el sobrenadante se
decanta. El precipitado se redisuelve en agua ultrapura y se lleva a sequedad en
un evaporador rotatorio. La composicion del extracto, que contiene una mezcla
de sulfatos, se analiza por HPLC-DAD-MS. Los productos de sulfatacion se
recuperan en un volumen minimo de agua ultrapura y se fraccionan mediante
HPLC semipreparativa en un equipo Agilent 1260 Infinity LC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemania), compuesto por un inyector automatico
termostatizado, un sistema binario con dos bombas preparativas acopladas, un

detector de diodos y un colector de fracciones termostatizado, controlado por
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una estacion de tratamiento de datos con el software OpenLab CDS (version
C.01.04). Para la separacion se utilizé una columna Agilent Prep-C18, 5 um (21,2
mm x 150 mm) y como eluyentes (A) acido trifluoroacético al 0,05 % en agua
ultrapura y (B) acetonitrilo, estableciendo el siguiente gradiente de elucion: 100
% A durante 30 min, 0-5 % de B 10 min, 5-10 % de B en 20 min, 10-60 % de B
en 5 min, con un flujo de 15 mL/min. La deteccion se realiza a 290 nm. Las
fracciones que contienen los monosulfatos se recogen, se concentran en
rotavapor, se redisuelven en 4cido férmico al 2 % en agua ultrapura y se cargan
en un cartucho de intercambio i6nico Oasis MCX 3 cc (60 mg) para eliminar la
trimetilamina residual. Los cartuchos se acondicionan previamente con metanol
y se equilibran con agua ultrapura, y la muestra se eluye con acido formico al 2
% en agua ultrapura. Para mayor estabilidad, los sulfatos se convierten en sus
sales sddicas por reaccién con hidroxido de sodio 0,5 M, como se describe en
Almeida et al. (2017) y son seguidamente liofilizados. La identidad y la pureza de
los sulfatos obtenidos se verifica por RMN como se describe en el apartado
3.2.12.

3.2.11 Anélisis por HPLC-DAD-MS

Se realiza en un equipo de HPLC Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.) provisto de una bomba cuaternaria y un
detector de diodos (DAD) y controlado por el software ChemStation (version
B.04.01). Para la separacion se utiliza una columna Poroshell 120 EC-C18 de
Agilent, 2,7 um (4,6 mm x 150 mm) termostatizada a 35 °C, utilizando como
eluyentes (A) acido férmico al 0,1 % en agua ultrapura y (B) acetonitrilo, con el
siguiente gradiente de elucién: 100 % A durante 10 min, 0-5 % B en 10 min, 5-
10 % B en 15 min, 10-14,5 % de B en 20 miny 14,5-60 % de B en 15 min, a una
velocidad de flujo de 0,5 mL/min. Se lleva a cabo una deteccion doble utilizando
el espectrofotometro de diodos y mediante espectrometria de masas (MS),
seleccionando 250 y 290 nm como longitudes de onda preferidas para el registro
del cromatograma. La deteccion de MS se realiza en un espectrometro APl 3200
Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt, Alemania) equipado con una sonda de
ionizacion por electrospray (ESI) y un analizador de masas de triple cuadrupolo

gue también puede actuar como trampa de iones, controlado por el software
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Analyst 5.1. Los espectros de masas se registran en modo negativo entre m/z
100 y 900. Se utiliza aire cero a 50 psi como nebulizador y como turbo gas a 500
°C y 40 psi para la eliminacion del eluyente, y nitrogeno a 25 psi como gas
cortina. La adquisicion de datos se realiza en modo full scan de alta sensibilidad
(Enhanced MS, EMS), seguida de andlisis en modo Enhanced Product lon (EPI)
para obtener la fragmentacion caracteristica de los iones mayoritarios obtenidos
en el primer registro. Como parametros EMS se utilizan: voltaje del capilar, -3500
V; declustering potential (DP), -65 V; potencial de entrada (EP), -10 V y energia
de colisién (CE), -20 V; y como condiciones EPI: DP, -40 V; EP, -8 V; CE, -50 V,
y energia de colision (CES), 20 V.

3.2.12 Anélisis por RMN

Los espectros de H-RMN (400 MHz) y 3C-RMN (100 MHz) de los
metabolitos preparados se midieron en DMSO deuterado en un espectrometro
Bruker Avance DRX-400 a 298 K. Como referencias internas se utilizaron las
resonancias residuales para el DMSO deuterado a 2,50 ppm en el espectro 1Hy
a 39,79 ppm en el espectro °C. Los desplazamientos quimicos de 'H se
asignaron usando !H-NMR unidimensional (1D) y bidimensional (2D)
[espectroscopia de correlacion (COSY)], mientras que las resonancias 3C se
asignaron utilizando 2D-NMR mediante HMBC (correlacion heteronuclear de

enlaces multiples) y HSQC (correlacion heteronuclear cuantica simple).
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IV. Resultados y Discusion

4.1 Ensayos de optimizacion del método de analisis de

superoxido en C. elegans mediante el reactivo MitoSOX

El aumento en la produccion de superéoxido celular se ha implicado en
enfermedades crénicas y neurodegenerativas. Este radical se genera como un
subproducto de la fosforilaciébn oxidativa, ya que durante la transferencia de
electrones en la cadena mitocondrial de transporte de electrones una pequefia
fraccion de electrones desapareados reacciona inevitablemente con el oxigeno

molecular para formar el radical anién superéxido (O2") (Turrens, 1997).

Para la determinacion de superdéxido en C. elegans se optimizé un
procedimiento utilizando el reactivo “MitoSOX™ Red mitochondrial superoxide
indicator” de Invitrogen. Este reactivo es una molécula de dihidroetidio (DHE)
que al ser oxidada por Oz da lugar a la formacion de etidio, que es un compuesto
fluorescente (Labuschagne y Brenkman, 2013). Para su empleo, el MitoSOX se
prepard afadiendo 13 pL de DMSO al vial del reactivo (50 pg) a temperatura
ambiente y siempre protegiéndolo de la luz, para obtener una concentracion final

de 5 mM, como indicaba el fabricante.

Inicialmente, se probd la fluorescencia del MitoSOX en el lector de
microplacas, utilizando las longitudes de onda de excitacion y emision 510 y 580
nm, respectivamente, y se realiz6 una recta de calibrado con diferentes
concentraciones de peroxido de hidrogeno, ya que la descomposicion de este
compuesto genera O2" (Hayyan et al., 2016) y, en nuestro conocimiento, no
existe un patron de O2". En la microplaca se colocaron 100 pL de distintas
concentraciones de H20:2 disuelto en agua (0,03 %, 0,3 %, 1,5 %y 3 %, v/v) y 50
pL del reactivo MitoSOX 5 uM, disuelto en PBS. En la Tabla IV.1.1 se recogen
los valores de fluorescencia obtenidos. Como se puede observar (Figura IV.1.1),
la relacion entre la intensidad de fluorescencia y las concentraciones de peroxido
de hidrégeno (R? = 0,9963), en el intervalo ensayado, era lineal y se obtenia

también una buena reproducibilidad en la respuesta.
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Tabla IV.1.1 Valores de fluorescencia (Aexc 510 nm, Aem 580 nm) obtenidos para distintas

concentraciones de perdxido de hidrégeno.

Concentracion de Unidades de
H20- (%) fluorescencia
0,03 29075 + 1131

0,3 30744 + 1622

1,5 34779 + 966

3 39981 + 755

*Los valores de fluorescencia son el promedio de 3 repeticiones + SD.
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35000
y = 3576,6x + 29326

33000 R2=0,9963
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Concentraciénde H,O, en %

Figura IV.1.1. Comprobacién de la relacion de linealidad entre concentraciones de

peréxido de hidrégeno y unidades de fluorescencia.

La puesta a punto del protocolo de trabajo para la determinacion de
superéxido en C. elegans con MitoSOX se realizé partiendo del trabajo de
Qabazard et al. (2014), con algunas modificaciones. Inicialmente se comprobd
que la concentracion de reactivo empleada (5 pM) permitia la lectura de la
fluorescencia con los volumenes utilizados para la medida en el lector de
microplacas. Como condiciones de trabajo se utilizaron las mismas que para la
determinacion de ROS por el método de la fluoresceina (ver apartado 3.2.7.1 de
la seccidn de Materiales y métodos), modificando los tiempos de reaccion en la

microplaca de acuerdo con lo indicado por el fabricante.
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Partiendo de la premisa de que la exposicion del gusano a estrés térmico
genera ROS (Abele et al., 2002; Heise et al., 2003), como anteriormente se habia
podido confirmar en estudios realizados en el laboratorio (Gonzalez-Manzano et
al., 2012), para comprobar el correcto funcionamiento del reactivo se realizaron
ensayos en nematodos control y tratados con estrés térmico (ET). Para ello,
gusanos en el segundo dia de adulto se transfirieron manualmente a una placa
de 96 pocillos, colocando un nematodo por pocillo, junto con 100 uL de PBS, y
fueron seguidamente sometidos a estrés térmico (2 h a 35 °C). Tras la aplicacion
del estrés, se colocaron en las placas, también de manera individual, gusanos
del mismo cultivo no sometidos a estrés, como control. A continuacion, se
afiadieron 50 yL del reactivo MitoSOX (5 uM en PBS) en cada pocillo y se
procedid a la medida de la fluorescencia en un lector de microplacas cada 10
min, durante 40 min a 35 °C. Se realizaron 3 ensayos independientes, y en cada
ensayo las medidas se realizaron en al menos 16 individuos de cada grupo. En
la Figura 1V.1.2 se recogen los resultados obtenidos en estos ensayos,
expresados como valores relativos, normalizados con relacion a los respectivos
controles. Como se puede observar, se encontraron diferencias significativas (p
< 0,001) entre gusanos control y gusanos sometidos a estrés térmico, los cuales
presentaban, por término medio, niveles relativos de superdxido un 35 % mas

elevados que los controles.

14 sdokok
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FiguraIV.1.2 Niveles relativos de superoxido en C. elegans determinados en el segundo
dia de adulto, en gusanos control y gusanos sometidos a estrés térmico (ET) a 35 °C
durante 2 h. En cada caso se realizaron tres experimentos independientes sobre al
menos 16 individuos. Los resultados representan la media £ SEM. La significacion
estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (***p < 0,001).
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4.2 Estudios con acido protocatéquico

El acido protocatéquico (acido 3,4-dihidroxibenzoico, PCA) es un &cido
fendlico tipo catecol (o-difenol) (Figura 1V.2.1) presente en productos vegetales
como metabolito secundario producido a través de la via del acido shikimico
(Kakkar y Bais, 2014). Debido a las bajas concentraciones en que es encontrado
de manera natural en frutas y hortalizas apenas se ha prestado atencién a sus
efectos en salud humana. Hoy se sabe que la concentracion de PCA que puede
alcanzarse in vivo es mayor que la que derivaria de la simple cantidad ingerida,
ya que es un producto principal del metabolismo de compuestos fendlicos en el
organismo humano vy, particularmente, de flavonoides como flavonoles,
antocianos o procianidinas (Masella et al., 2012). En estudios modelo,
principalmente in vitro, se ha demostrado que el PCA tiene actividad
antioxidante, antibacteriana, antiinflamatoria, cardiovascular o anticancerigena
(Kakkar y Bais, 2014; Khan et al., 2015).

En este trabajo se evalué el efecto bioldgico de PCA en la resistencia
frente a estrés oxidativo inducido térmicamente, niveles de ROS y longevidad en

C. elegans.

O
OH

HO
OH

Figura IV.2.1. Estructura del &cido protocatéquico.
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4.2.1 Ensayos de estrés térmico

Esta bien establecido que las altas temperaturas ambientales causan en
C. elegans dafios estructurales y funcionales, que podrian estar relacionados
con la acumulacion de ROS y subsecuente induccion de estrés oxidativo (Abele
et al., 2002; Heise et al., 2003; Kampkotter et al., 2007b; Gonzalez-Manzano et
al., 2012). Con el objetivo de comprobar si los gusanos previamente tratados con
PCA mejoraban su resistencia frente al estrés oxidativo provocado
térmicamente, individuos de la cepa silvestre N2 de C. elegans se cultivaron en
medio NGM que contenia PCA (200 o 300 uM) desde que entraban en la fase
larvaria L1 hasta el dia de aplicacién del estrés térmico. En el segundo y noveno
dia de adulto, correspondientes a un adulto joven en etapa reproductiva y un
adulto envejecido, los gusanos se sometian a una temperatura de 35 °C
utilizando dos tiempos de tratamiento diferentes (6 y 8 h), para después
comparar su tasa de supervivencia con la de una poblacién control de nematodos
sometida a las mismas condiciones de estrés, pero cultivada en ausencia del

compuesto.

La Figura 1V.2.2 muestra los porcentajes de supervivencia de los
nematodos tratados con PCA (200 uM) tras ser sometidos a estrés en los dias 2
y 9 de adulto. En todos los casos, la exposicién previa a PCA aumento el
porcentaje de supervivencia de C. elegans con respecto al grupo control, siendo
significativo (p < 0,05) en el segundo dia de adulto para un tratamiento térmico
de 8 h (Figura IV.2.2, B), donde el porcentaje de supervivencia pasé de un 43 %
en gusanos control a un 56 % en los que habia sido cultivados en presencia de
PCA, y en el noveno dia de adulto para 6 h de estrés (Figura 1V.2.2, C), donde
se observo un 76 % de tasa de supervivencia en los nematodos control y un 84

% en el grupo de PCA.
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Figura IV.2.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C) u8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de PCA (200 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media + SEM. La significacion estadistica se calculé usando la prueba Chi Cuadrado (*p
< 0,05).

Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los observados por Kim et
al. (2014) en estudios realizados con C. elegans cultivado en presencia de PCA
(100 y 200 puM) extraido de Veronica peregrine. Estos autores encontraron que
el tratamiento con PCA aumentaba, de manera dependiente de la concentracién,
la resistencia del nematodo frente al estrés oxidativo inducido en el dia 4 de
adulto térmicamente (36 °C) o con paraquat. Estudios con otros compuestos
fendlicos también ofrecieron resultados similares. Piestch et al. (2009)
encontraron que el tratamiento con quercetina (200 pM) mejoraba la

termotolerancia de los nematodos sometidos a estrés (35 °C, 8 h) en el dia 6 de
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adulto, aumentando la tasa de supervivencia un 10 % respecto al control.
También se describié una mejora de la resistencia al estrés térmico por otros
flavonoles como kaempferol, fisetina o quercetina 3-O-rutindsido (Kampkotter et
al., 2007a,b, 2008). Asimismo, en trabajos previos de nuestro grupo (Surco-Laos
et al.,, 2011) se demostré que el tratamiento con quercetina, tamarixetina o
isoramnetina aumentaba significativamente la supervivencia de C. elegans
alrededor de un 35 % cuando era sometido a estrés térmico (35 °C, 8 h) el dia 6
de adulto. Wu et al. (2002) encontraron que el tratamiento con un extracto de
Ginkgo biloba rico en flavonoides inducia una mejora en la resistencia al estrés
térmico, aumentando la supervivencia alrededor de un 25 %, y al estrés oxidativo
provocado con juglona de un 33 %, respecto al grupo control. Igualmente,
estudios con extractos vegetales ricos en proantocianidinas o antocianos
también han conducido a resultados similares, observando aumentos en la tasa
de supervivencia de C. elegans frente al estrés oxidativo inducido térmica o

guimicamente (juglona) (Wilson et al., 2006, Peixoto et al., 2016).

El empleo 200 pM de PCA para la realizacion de los ensayos se habia
elegido basandose en estudios previos realizados en el laboratorio con
flavonoles (Surco-Laos et al., 2011), ya que esta concentracion era la que ofrecia
los resultados mas favorables en cuanto a mejora de longevidad y resistencia a
estrés oxidativo. Sin embargo, en estudios con catequinas, se observo que C.
elegans incorporaba estos compuestos de manera dosis-dependiente en el
intervalo de concentraciones entre 50, 100, 200 y 400 uM (Surco-Laos et al.,
2012), y en un trabajo posterior con quercetina-3,0-glucésido se comprobo que
la mayor captacion y acumulacion de compuesto en el organismo del gusano
que se producia al aumentar su concentracion en el medio conducia a una menor
duracion de vida a partir de determinados niveles (en ese caso > 50 uM) (Duefas
et al.,, 2013). Por otra parte, Pietsch et al. (2011) encontraron resultados
favorables en cuanto a aumento de longevidad con el tratamiento de C. elegans
con &cido cafeico y acido rosmarinico Unicamente para concentraciones
superiores a 200 pM. De este modo, parecia conveniente ensayar si el empleo
de una mayor concentracién de PCA en el medio mejoraba o no sus efectos
sobre el gusano. Por esta razén, se programaron ensayos similares a los

anteriores utilizando una concentracion de PCA de 300 pM.
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En la Figura 1V.2.3 se recogen los resultados obtenidos en el ensayo de
estrés térmico de los gusanos tratados con PCA 300 uM, donde se puede
observar que, al igual que en el tratamiento con PCA 200 uM, se producia un
aumento en la tasa de supervivencia de los nematodos tras ser sometidos a
estrés térmico (35 °C), respecto al control. Sin embargo, esta diferencia fue
significativa (p < 0,05) solamente en el ensayo realizado en el dia 2 de adulto

para un estrés de 8 h (Figura IV.2.3, B).
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Figura IV.2.3. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u8h (ByD) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de PCA (300 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media £ SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado (*p
< 0,05).
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La observacion de que la concentracion de PCA 300 uM confiere menor
proteccion frente al estrés que 200 pM podria sugerir la existencia de una
respuesta hormética. Este tipo de respuesta se caracteriza por una relacion
dosis-respuesta bifasica, presentando efectos favorables a dosis bajas y
perjudiciales a dosis altas (Calabrese y Baldwin, 2002). Aunque en este caso no
se llegan a observar efectos indeseables, se trata de un tipo de comportamiento
gue ha sido descrito en C. elegans tratado con extractos fendlicos del té (Xiong
et al., 2014), flavonoides aislados (Pietsch et al., 2011; Surco-Laos et al., 2012;
Duefias et al., 2013), y acidos fendlicos como cafeico, rosmarinico, elagico o
tanico (Pietsch et al., 2011; Saul et al., 2011). Pietsch et al. (2011) encontraron
que el efecto de quercetina, acido cafeico y &cido rosmarinico sobre la
longevidad de C. elegans dependia de la concentracion. Estos tres compuestos
fenolicos mostraban una relacién dosis-respuesta en forma de U invertida para
el intervalo entre 50 y 600 pM, induciendo una mayor duracion de vida a
concentraciones entre 100 y 300 yM, mientras que concentraciones inferiores o
superiores resultaban en una reduccion en la duracién de la vida del nematodo.
Igualmente, en estudios realizados en nuestro laboratorio se encontré que el
tratamiento con quercetina-3-O-glucésido aumentaba la duracion de la vida de
C. elegans a bajas concentraciones (10-25 uM), mientras que la exposicion a
dosis mayores (50-200 uM) producia una reduccién dosis-dependiente en la
duracion de vida (Duefias et al.,, 2013). En nuestro conocimiento, no se han
realizado estudios en C. elegans utilizando concentraciones mas elevadas de
PCA, que permitan concluir sobre la posibilidad de una respuesta hormética,
pero en ensayos realizados en ratones, se han encontrado efectos perjudiciales
para PCA administrado intraperitonealmente en concentraciones altas (500
mg/kg), dando lugar a agotamiento de glutation (GSH) y produccion de dafios en

higado, rifién y piel (Nakamura et al., 2001).

4.2.2 Determinacion de niveles intracelulares de ROS

El 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) es un eéster
permeable que atraviesa las membranas celulares y es hidrolizado
enzimaticamente por esterasas que eliminan los grupos acetatos liberando

diclorodihidrofluoresceina (DCFH), un compuesto no fluorescente (Wang y
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Joseph, 1999). En presencia de ROS el DCFH es oxidado a un compuesto
fluorescente (diclorofluoresceina, DCF). Esta reaccidbn es empleada para
detectar en sistemas bioldgicos diversos ROS a los que el DCFH-DA es sensible,
como ONOOr, "OH y H202 en presencia de peroxidasas. Por lo tanto, la medida
de DCF intracelular puede ser utilizada como un indice de los niveles
intracelulares de ROS (Myhre et al., 2003). Existe, no obstante, controversia
sobre la utilizacion de este reactivo por su falta de especificidad, al no reaccionar
con todos los tipos de ROS, no permitir la localizacién subcelular y la posible
existencia de artefactos (Dikalov y Harrison, 2014). A pesar de ello, se trata de
un reactivo ampliamente utilizado para el estudio del estado oxidativo en
sistemas celulares y biolégicos, como marcador para evaluar la producciéon de
ROS totales (Chen et al., 2010; Labuschagne y Brenkman, 2013; Pavelescu,
2015).

Como se menciond anteriormente, el efecto toxico del estrés térmico se
asocia con dafio causado por la acumulacion de ROS y, en consecuencia,
produccion de estrés oxidativo (Abele et al., 2002; Heise et al., 2003; Kampkdtter
et al., 2007b). La existencia de un aumento en los niveles de ROS como
respuesta al estrés térmico en C. elegans ha sido, de hecho, comprobada en
estudios previos de nuestro grupo (Gonzalez-Manzano et al., 2012), empleando
el método de la diclorofluoresceina, descrito en el apartado 3.2.7.1. Esto se
confirm6 en el presente trabajo, donde se realizaron ensayos con gusanos
sometidos a estrés térmico (2 h a 35 °C) en el segundo dia de adulto,
comprobando que se producia un aumento significativo (p < 0,001) en los niveles
intracelulares de ROS del 10 % respecto al grupo control no sometido a estrés
(Figura 1V.2.4). Se debe indicar que los resultados presentados en la gréfica de
Figura 1V.2.4 no corresponden a valores absolutos de fluorescencia, sino que los
datos estdn normalizados con relacion a los respectivos controles. En
concordancia con nuestros resultados, Kampkoétter et al. (2007b) también
encontraron un aumento en la acumulacion intracelular de ROS en C. elegans

sometido a estrés térmico (37 °C) de manera dependiente del tiempo.
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Figura IV.2.4. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en el segundo dia de adulto, en gusanos control y gusanos sometidos a
estrés térmico (ET) a 35 °C durante 2 h. En cada caso se realizaron tres experimentos
independientes. Los resultados estan normalizados respecto al control y representan la
media = SEM. La significacion estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (***p
< 0,001).

Una vez establecido que el tratamiento térmico inducia un aumento en la
concentracion de ROS, se procedid a estudiar si el tratamiento con PCA era
capaz de influir sobre este proceso. Para ello, se determinaron los niveles
intracelulares de ROS en nematodos cultivados en presencia de PCA (200 uM y
300 uM) y posteriormente sometidos o no a estrés térmico (35 °C, 2 h) en el
segundo y noveno dia de adulto. Como se muestra en la Figura IV.2.5, se
observé que en los ensayos realizados el dia 2 de adulto, el tratamiento con PCA
(200 uM) provocaba una disminucion de los niveles de ROS en los gusanos
tratados respecto al grupo control (Figura 1V.2.5, Ay B), que era significativa (p
<0,001) en el grupo sometido a estrés térmico, con una disminucién del 19 % en
los niveles de ROS. Los ensayos realizados el dia 9 de adulto también mostraron
una disminucién en los niveles de ROS en los animales tratados previamente
con PCA (200 pM), respecto al control, aunque las diferencias no eran
significativas en ningun caso (Figura IV.2.5, C y D).
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Figura IV.2.5. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de PCA (200
KUM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media + SEM. La significacion estadistica se calculd
mediante ANOVA de un factor (***p < 0,001).

En los ensayos con PCA 300 uM se observé que el tratamiento con el
compuesto a esa concentracion disminuia significativamente los niveles de ROS
con respecto al control en el segundo dia de adulto, tanto en gusanos sometidos
(20 %, p < 0,05) como no sometidos (26 %, p < 0,001) a estrés térmico (Figura
IV.2.6, Ay B). Para el dia 9 de adulto no se encontraron diferencias significativas
(Figura IV.2.6, Cy D).
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Resultados similares fueron obtenidos por Kim et al. (2014) en ensayos
con C. elegans sometido a estrés oxidativo con paraquat, donde observaron una
disminucion significativa en la acumulacion de ROS en el grupo tratado con PCA
(100 y 200 puM), en su caso de una manera dependiente de la concentracion.
Igualmente, se ha descrito una reduccion de los niveles intracelulares de ROS,
tanto en condiciones normales como en condiciones de estrés térmico, en
gusanos tratados con flavonoles (Kampkoatter et al., 2007a,b; Grinz et al., 2012;
Delgado-Ciruelos, 2015) o extractos vegetales ricos en antocianos (Peixoto et
al., 2016).
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Figura IV.2.6. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de PCA (300
KUM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media + SEM. La significacion estadistica se calculd
mediante ANOVA de un factor (*p < 0,05 y ***p < 0,001).
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El nivel de ROS en un organismo es el resultado del balance entre las
ROS producidas y las que son eliminadas mediante los diferentes sistemas de
destoxificacion. Como ya se ha mencionado en la introduccion bibliogréfica,
ademas de un posible efecto antioxidante directo, es decir una capacidad
reductora y captadora de radicales libres, se ha sugerido que los compuestos
fendlicos son capaces de modular la actividad de las defensas antioxidantes

endogenas (Prochazkova et al., 2011).

La capacidad del PCA para activar las defensas antioxidantes enddgenas
ha sido puesta de manifiesto en distintos estudios en lineas celulares. An et al.
(2006) comprobaron que el tratamiento con PCA extraido de Alpinia oxyphylla
actuaba de manera dosis-dependiente sobre el sistema antioxidante endégeno
en la linea PC12 de feocromocitoma de rata, aumentando la actividad de GPx,
CAT y SOD-3 reduciendo asi el dafio peroxidativo lipidico. En diferentes modelos
celulares también se ha demostrado que el tratamiento con PCA aumentaba los
niveles basales de GSH y prevenia su oxidacion por LDL oxidadas (Masella et
al.,, 2004; Giovannini et al., 2008). Estos resultados se atribuyeron a la
preservacion de GSH, debido a la actividad antioxidante del PCA, que sustituiria
al GSH en la captacidon de radicales, asi como a la capacidad del PCA para
fortalecer el ciclo del glutation. En este sentido, se demostré que el PCA podia
modular la transcripcién y la actividad de enzimas como GPx y glutation
reductasa (GR) en una linea celular de macrofagos murinos (Masella et al.,
2004). Por su parte, Kim et al. (2014) observaron que el tratamiento con PCA
incrementaba la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y SOD-3 en C.

elegans, siendo significativo a la concentracion de 200 puM.

Como se ha descrito anteriormente, Nrf2 es un factor de transcripcién que
regula la expresion de genes de enzimas destoxificantes de fase Il y proteinas
antioxidantes, como CAT, SOD, GPx, GST, NQO-1 o GSH (Nguyen et al., 2009;
Chen, J. et al., 2014). En un estudio con una linea celular de macréfagos se
encontré que el PCA era capaz de inducir el aumento en la expresion del ARNm
de Nrf2 y su traslocacion al nucleo, que permite que el factor de transcripcion se
una a las secuencias ARE especificas presentes en los promotores de enzimas

antioxidantes enddgenas (Vari et al., 2011).
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En estudios in vitro se ha demostrado actividad antioxidante para PCA
(Srokay Cisowski, 2003; Li et al., 2011; Tang et al., 2016), que se ha relacionado
con su estructura tipo catecol. En modelos celulares también se ha encontrado
que el PCA es efectivo para contrarrestar la lipoperoxidacion y el estrés oxidativo
(Guan et al., 2006; Shi et al., 2006; Tarozzi et al., 2007; Giovannini et al., 2008;
Guan et al., 2009; Hsu et al., 2009; Chou et al., 2010b; Vari et al., 2011).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, la atenuacion de los niveles
intracelulares de ROS y el aumento de la termotolerancia provocados por el
tratamiento de PCA en C. elegans observados en el presente trabajo se podrian
atribuir, al menos en parte, a su capacidad antioxidante y a una posible influencia
en la regulacion de la actividad de moléculas antioxidantes enddgenas. No
obstante, esta explicacibn es meramente especulativa y seria necesario
profundizar mas en los mecanismos moleculares finalmente implicados en los

efectos protectores del PCA frente al estrés oxidativo.

4.2.3 Ensayos de longevidad

La resistencia al estrés se considera que esta estrechamente relacionada
con la longevidad, ya que muchas cepas de animales de mayor duracion de vida
son mas resistentes a diferentes tipos de estrés, incluido el calor, radiacion o
dafo oxidativo. Genes relacionados con la resistencia al estrés se han utilizado
para identificar mutantes longevos. En C. elegans aproximadamente el 80 % de
los genes que promueven la termotolerancia también se relaciona con el
aumento en la duracion de vida (Zevian y Yanowitz, 2014). Por ello, se procedi6
también a realizar estudios de longevidad en C. elegans tratado con PCA. Estos
ensayos se llevaron a cabo utilizando una concentracion de 200 uM, a la que se
habian obtenido los resultados mas favorables en los estudios de estrés. Se
parti6 de gusanos sincronizados transferidos en estado larvario L1 a placas
suplementadas con PCA (200 uM), donde se mantenian hasta alcanzar el estado
larvario L4 para, a continuacion, ser transferidos a placas nuevas también con el
compuesto fendlico, momento a partir del cual se comenzaba el recuento de
gusanos supervivientes. La Figura IV.2.7 muestra las curvas de supervivencia
de los gusanos tratados con PCA y gusanos control (sin tratamiento) y en la

Tabla VI.2.1 se recogen los datos de vida media y maxima. Se puede comprobar
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gue el tratamiento con PCA no condujo a diferencias significativas en los tiempos

de vida media y maxima de C. elegans con relacion a la poblacion control.
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Figura IV.2.7. Curvas de supervivencia de C. elegans cultivados a 20 °C en ausencia
(control) y presencia de PCA (200 uM).

Tabla IV.2.1. Influencia de PCA (200 uM) sobre la duracion media y maxima de vida de
C. elegans en condiciones normales de crecimiento a 20 °C. Los resultados representan
la media + SEM (n = 3).

VS.
_ Vida media p vs. Control Vida méaxima 10 % P
Tratamiento i ) Control
(dias) (Log-Rank) (dias)*
(ANOVA)
Control 17,1+ 0,40 23,65+ 0,90
PCA (200 pM) 16,4 + 0,40 0,358 24,35 + 0,80 0,541

* Tiempo promedio de vida maximo del 10 % de la poblacion més longeva.

El efecto del PCA sobre la longevidad en C. elegans también fue
estudiado por Kim et al. (2014). A diferencia de nuestros resultados, estos

autores observaron un aumento significativo (p < 0,001) en la vida media que era

100



IV. Resultados y Discusion

dependiente de la concentracion (100 y 200 uM). No obstante, resultados
similares a los obtenidos en nuestro estudio han sido descritos para otros
compuestos fendlicos, para los que también se encontraba una capacidad para
mejorar la resistencia de C. elegans frente a estrés oxidativo, sin que ello tuviera
relacion con la duracion de vida del gusano. Asi, Peixoto et al. (2016) describen
un efecto de proteccion frente a estrés oxidativo y una disminucion de los niveles
de ROS inducidos por el tratamiento de C. elegans con un extracto rico en
antocianos sin apreciar un aumento en la duracion de vida. Por su parte, Zhang
et al. (2009) tampoco encontraron que epigalocatequina-3-O-galato (EGCG)
prolongara la vida media de C. elegans en condiciones normales de cultivo, pero
si observaron que era capaz de mejorar la resistencia frente a estrés térmico y
estrés oxidativo, lo que se relacioné por la capacidad de captacion de radicales
libres por la EGCG y posiblemente por su influencia sobre la regulacion de la
expresion del factor de transcripcion SKN-1/Nrf-2 y de proteinas relacionadas
con resistencia al estrés, como SOD-3 y HSP-16.2. En un estudio previo de
nuestro grupo también se encontré6 que el tratamiento de C. elegans con
catequina y epicatequina mejoraba la tolerancia al estrés térmico y al estrés
oxidativo inducido quimicamente con juglona, sin aumentar la vida media de los
gusanos, aunque el tratamiento con epicatequina si conducia a un aumento
significativo de la vida méaxima (Surco-Laos et al., 2012). Posteriormente, Ayuda-
Duran et al. (2019) describieron que la epicatequina era capaz de regular la ruta
de sefalizacion de la insulina/IGF-1, modulando la actividad de los factores de
transcripcion DAF-16, HSF-1 y SKN-1, influyendo, de este modo, sobre la

expresion de genes que actlan en la respuesta al estrés y la duracion de la vida.

4.2.4 Conclusiones parciales

De manera general, se puede concluir que el tratamiento con PCA a las
concentraciones ensayadas (200 y 300 uM) tiene un efecto reductor sobre los
niveles de ROS en C. elegans, siendo capaz de contrarrestar el aumento de
estas especies reactivas causado por el estrés térmico, manteniendo su
concentracion en valores basales o incluso inferiores a los existentes en gusanos
cultivados en ausencia de PCA. Este efecto se manifiesta en gusanos mas

jovenes (dia 2 de adulto), lo que esta en linea con los resultados obtenidos con
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relacion a supervivencia tras estrés térmico, también mas favorables en esos
grupos de ensayo. Parece, de este modo, que la resistencia a estrés conferida
por el PCA podria estar, al menos en parte, relacionada con su capacidad para
modular los niveles de ROS en C. elegans. Los mecanismos de accion por los
que el PCA ejerce sus efectos en este sentido no pueden, sin embargo, ser
concluidos del estudio realizado aunque de acuerdo con lo recogido de la
bibliografia se podrian atribuir tanto a una actividad antioxidante directa como a
una posible regulacién de procesos de sefializacion celular, como la modulacion
de factores de transcripcion relacionados con la ruta de sefalizacion de la
insulina/IGF-1, SKN-1/Nrf-2, y de la actividad de moléculas antioxidantes
endogenas, como GSH, GPx, SOD y CAT.

La proteccion ejercida por el PCA frente a estrés oxidativo no se refleja en
una mejora la duracion de vida del gusano con relacién a gusanos no tratados,
aun cuando algunos autores indican que ambos aspectos podrian estar
relacionados. Ello sugiere que los mecanismos de accion subyacentes a los
efectos del PCA en estos procesos son diferentes. Es necesario realizar estudios
adicionales para establecer los mecanismos moleculares realmente implicados
en los efectos protectores del PCA frente al estrés oxidativo, utilizando, por

ejemplo, cepas mutantes del gusano o ensayos de expresion génica.
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4.3 Estudios con acido vanilico

El 4cido vanilico (acido 3-metoxi-4-hidroxibenzoico, VA) (Figura IV.3.1) es
un &cido fendlico que se puede encontrar en diferentes frutos, hierbas, especias
y granos de cereales, entre otros productos vegetales. Ademas, es utilizado en
la industria alimentaria como saborizante, y en perfumeria, ya que posee un
agradable aroma a vainilla debido a su estructura molecular, que corresponde a

la forma oxidada de la vanilina (aldehido vanilico) (Almeida et al., 2016).

El &cido vanilico se ha detectado en niveles significativos en plasma, orina
y heces después del consumo de una dieta rica en flavonoides, principalmente
antocianos, como metabolito resultante de su degradacion por la microbiota
intestinal, pudiendo también formarse por metilacién del PCA por enzimas de
fase Il (Koli et al., 2010; Czank et al., 2013; De Ferrars et al., 2014a,b; Pimpéao
et al., 2014; McKay et al., 2015). Se han descrito algunas actividades biologicas
del VA beneficiosas para la salud, como accion antioxidante, antimicrobiana,
cardioprotectora, hepatoprotectora, neuroprotectora y antiapoptética (Cheng et
al., 2014; Kumar et al., 2014; Amin et al., 2015; Calixto-Campos et al., 2015;
Almeida et al., 2016; Warner et al., 2017).

En este trabajo se estudiaron los efectos del acido vanilico (200 uM) en la
resistencia frente al estrés oxidativo inducido térmicamente y los niveles

intracelulares de ROS en C. elegans.

O
OH

HO
OCH3;

Figura IV.3.1. Estructura del &cido vanilico.
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4.3.1 Ensayos de estrés térmico

Se evalud la influencia del tratamiento con VA (200 uM) sobre la
resistencia frente al estrés oxidativo inducido térmicamente en C. elegans. El
estudio se llevo a cabo en dos estados de desarrollo del nematodo: segundo y
noveno dia de adulto. Los nematodos eran cultivados en medio NGM que
contenia VA (200 uM) desde que entraban en la fase larvaria L1 hasta el dia de
aplicacion del estrés, en que eran sometidos a una temperatura de 35 °C durante
6 u 8 h, para después comparar su tasa de supervivencia con la de una poblacién
control de nematodos sometida a las mismas condiciones de estrés, pero

cultivada en ausencia del compuesto.

La Figura IV.3.2 muestra los porcentajes de supervivencia de los gusanos
tras ser sometidos a estrés térmico. Se puede observar que el tratamiento en C.
elegans con VA no tuvo apenas influencia sobre la resistencia del gusano al
estrés, excepto en el ensayo realizado a dia 9, donde para un estrés de 8 h se
encontré una disminucién no significativa (p < 0,05) en el porcentaje de
supervivencia de los nematodos tratados previamente con VA, respecto a los no
tratados (Figura 1V.3.2, D). Estos resultados difieren de los encontrados en los
ensayos con PCA a la misma concentracién, donde se observaba que la
exposicion previa al metabolito aumentaba, en todas las condiciones estudiadas,
el porcentaje de supervivencia de C. elegans con respecto al control, en algunos
casos de modo significativo (p < 0,05) en el segundo dia de adulto de adulto a

las 8 h y en el noveno dia de adulto a las 6 h.
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Figura IV.3.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u 8 h (B y D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de VA (200 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media = SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado (p
< 0,05).

Estudios realizados en medios in vitro han constatado la actividad
antioxidante del VA (Chou et al., 2010a; Tai et al., 2012), incluso superior a la del
PCA en algunos ensayos (Rice-Evans et al. 1996; Duefias et al., 2011). Esta
mayor actividad no parece mantenerse in vivo, al menos en el modelo utilizado
y en las condiciones ensayadas. Realmente la existencia de actividad
antioxidante in vitro no siempre se corresponde con la que puede ser ejercida en
un sistema bioldgico, ya sea por razones de biodisponibilidad o por el mecanismo

considerado para su valoracién. Ademas, como se ha mencionado, la capacidad
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antioxidante de los compuestos fendlicos en los medios bioldégicos no
necesariamente se debe a una accion antioxidante directa, sino que puede
implicar la modulacion de procesos de sefializacion intracelular con estimulacién
de los mecanismos enddgenos de defensa (Gonzalez-Paramas et al., 2019). En
cualquier caso, tampoco parece que el VA tenga una influencia destacada en la

estimulacién de esos procesos, al menos a la concentracion ensayada.

La distinta respuesta de los derivados metilados respecto a sus
precursores fendlicos fue también observada por Surco-Laos et al. (2011) al
estudiar los efectos del tratamiento de quercetina, isoramnetina (3’-O-
metilquercetina) y tamarixetina (4’-O-metilquercetina) en la resistencia frente al
estrés oxidativo en C. elegans. Esos autores encontraron que la quercetina
ofrecia mayor proteccion cuando se aplicaba estrés térmico en el primer dia de
adulto, mientras que la tamarixetina era mas eficiente en los gusanos sometidos
a estrés en el sexto dia de adulto. En el ensayo de estrés oxidativo inducido con
juglona, de manera similar, la quercetina proporcionaba una proteccion
significativamente mayor que sus derivados metilados en el primer dia de adulto,
mientras que la quercetina y la isorhamnetina eran igualmente eficaces cuando

se inducia el estrés oxidativo en el dia 6 de adulto.

4.3.2 Determinacion de niveles intracelulares de ROS

Se realizaron también ensayos para determinar los niveles intracelulares
de ROS en gusanos control y gusanos previamente tratados con VA (200 uM),
sometidos 0 no a estrés térmico (35 °C, 2 h) en el segundo y noveno dia de
adultos. En la Figura IV.3.3A se puede observar que el dia 2 de adulto en
gusanos no sometidos a estrés térmico existia un aumento significativo (p < 0,01)
del 10 % en los niveles de ROS en la poblacion tratada con VA respecto al
control. Por el contrario, en el resto de los ensayos se producia una disminucién
significativa en la concentracion de estas especies reactivas. Se trata de un
resultado paraddjico, ya que sugiere que el VA se estaria comportando como un
estresante en gusanos jovenes en condiciones normales de crecimiento,
mientras que aportaria proteccion en individuos de mas edad o bajo condiciones
de estrés. Se ha propuesto que en los sistemas bioldgicos algunos compuestos

fendlicos podrian comportarse como agentes estresantes ligeros, por su
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capacidad para transformarse en especies reactivas (quinonas y semiquinonas),
provocando cierto grado de estrés oxidativo (Halliwell, 2008; Tang y Halliwell,
2010), lo que quizas podria explicar el aumento observado en los gusanos
jovenes. Este estrés de baja intensidad inducido por el compuesto fendlico
conduciria a la activacion de las defensas antioxidantes endégenas, de manera
que los individuos estarian mas preparados para enfrentarse a una agresion
externa, como puede ser la aplicacion de un choque térmico, o al propio estrés
oxidativo derivado del envejecimiento, lo que en definitiva les aportaria mayor
capacidad de respuesta en la modulacién de los niveles de sustancias reactivas
(Halliwell, 2008; Tang y Halliwell, 2010). Este posible efecto protector podria
explicar los resultados encontrados en los otros grupos de ensayo, donde se
observaron descensos significativos de entre el 13 % y el 28 % los niveles de
ROS (Figuras 1V.3.3, B, Cy D).

Estos descensos son mayores que los encontrados en los ensayos con
PCA a la misma concentracion (200 uM) en los nematodos sometidos a estrés
en el segundo y noveno dia de adulto (Figura IV.2.5). Sin embargo, en este caso,
la disminucién en la concentracion de ROS inducida por el VA no se refleja en
una mayor resistencia de los gusanos frente al estrés térmico (Figura 1V.3.2),
indicando que una disminucién en los niveles de ROS no necesariamente

conduce a una mayor proteccion frente al estrés térmico/oxidativo.
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Figura IV.3.3. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia 0 ausencia de VA (200
KUM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media £ SEM. La significacion estadistica se calculd
mediante ANOVA de un factor (**p < 0,01 y ***p < 0,001).

Como se discutio en apartados anteriores, estudios en lineas celulares e
in vivo han demostrado la posible implicacion de factores de transcripcion
relacionados con la ruta de la insulina y de enzimas antioxidantes endégenas en
los efectos ejercidos por los acidos fendlicos (Masella et al., 2004; An et al., 2006;
Giovannini et al., 2008; Vari et al., 2011; Zhang et al., 2011; Kim et al., 2014). En
el caso del VA, se han descrito efectos antiinflamatorios y antioxidantes, tanto en

lineas celulares como en roedores. Kumar et al. (2014) encontraron que el VA
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ejercia un efecto de cardioproteccién en ratas con hipertensién inducida, al
aumentar la expresion del ARNm de NOS endotelial (eNOS), que se ve reducida
en esta condicidon, mejorando la tension arterial. Amin et al. (2017) describieron
para el VA un efecto protector frente a la neurotoxicidad inducida en ratones,
mejorando los niveles de GSH enddgeno, disminuyendo la generacion de ROS
e induciendo la activacion del factor de transcripcion Nrf2. Calixto et al. (2015)
encontraron que el VA presenta propiedades analgésicas y antiinflamatorias en
una amplia gama de modelos murinos de inflamacion, relacionadas con sus
efectos antioxidantes, al impedir el agotamiento de moléculas antioxidantes
(GSH, SOD, CAT y GR) y la inhibicion de la producciéon de citocinas
proinflamatorias relacionada con NF-kB. En células endoteliales humanas se vio
que el VA es capaz de reducir los niveles de VCAM-1 (Warner et al., 2017) y la
citocina pro-inflamatoria IL-6 (Amin et al., 2015; Warner et al., 2017), por lo que
tiene efectos antinflamatorios. Es conocido que existe una estrecha relaciéon
entre el estrés oxidativo y los procesos inflamatorios, ya que la generacion de
ROS, asi como de RNS, es capaz de activar factores de transcripcion sensibles
a estimulos redox, que inducen la expresion de moléculas pro-inflamatorias que
conducen a un estado de inflamacion cronica. Ademas, la inflamacion en si
misma podria contribuir a la generacion de ROS y RNS que amplifique los dafios

en las células y 6rganos diana (Masella et al., 2012).

4.3.3 Conclusiones parciales

El tratamiento de C. elegans con VA (200 uM) produce una disminucion
significativa en los niveles de ROS en gusanos adultos en etapas
postreproductivas y sometidos a estrés, mientras que da lugar a un aumento en
gusanos jévenes en condiciones normales de cultivo. Este resultado sugiere que
el VA se comporta como un estresante en gusanos jovenes, mientras que
aportaria proteccion en individuos de mas edad o bajo condiciones de estrés.
Una posible explicacion podria ser que el VA se comportase como agente
estresante en el sistema bioldgico, provocando cierto grado de estrés oxidativo.
Sin embargo, este estrés de baja intensidad conduciria a la activacion de las
defensas antioxidantes enddgenas, de manera que los individuos estarian mas

preparados para enfrentarse a una agresion externa, como la aplicacion de un
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choque térmico, o al propio estrés oxidativo derivado del envejecimiento, lo que
en esas circunstancias les conferiria mayor capacidad de respuesta para
controlar la produccion de especies reactivas. En todo caso, la disminucién en
las concentraciones de ROS inducida por el VA no se refleja en una mayor
resistencia de los gusanos frente al estrés térmico, indicando que un menor nivel
de ROS no necesariamente conduce a una mayor proteccion frente al estrés,
que posiblemente podria estar mas determinada por la capacidad de los
compuestos para influir sobre rutas de sefializacion que por su potencial para
reducir las concentraciones de ROS intracelulares. En este sentido, diversos
autores han descrito propiedades antiinflamatorias y antioxidantes para el VA
relacionadas con su capacidad para disminuir citocinas pro-inflamatorias y
modular factores de transcripcion, como Nrf2, relacionado con la ruta de
sefalizacion de la insulina/IGF-1, y la produccion de moléculas antioxidantes

endogenas.
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4.4 Estudios con acido 3,4-dihidroxifenilacético

El &cido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA) (Figura IV.4.1) es un metabolito
fendlico microbiano comunmente encontrado en concentraciones relevantes en
plasma, orina y heces después del consumo de dietas ricas en distintos
compuestos fendlicos (Rios et al., 2003; Jaganath et al., 2006; Urpi-Sarda et al.,
2009; De Ferrars et al., 2014a,b; McKay et al., 2015; Feliciano et al., 2017, Sasot
et al., 2017). Se ha descrito como uno de los metabolitos fenélicos microbianos

mas abundante tras la ingesta de flavonoles (Olthoff et al., 2003).

Aungue se conoce poco sobre su actividad y mecanismos de accion,
algunos estudios in vitro han evidenciado que el DHPAA posee alta capacidad
antioxidante (Jaganath et al., 2009; Tang et al., 2016), actividad anticancerigena
(Gao et al., 2006), de proteccion hepatica (Carrasco-Pozo et al., 2015) y efecto

neuroprotector (Gonzalez-Sarrias et al., 2017).

En el presente trabajo se evalud el efecto de diferentes concentraciones
de DHPAA en la resistencia frente al estrés oxidativo inducido térmicamente (25,
100, 150 y 200 puM) y en los niveles de ROS (25, 100 y 150 uM) en C. elegans.

OH

HO ©

OH

Figura IV.4.1. Estructura del &cido 3,4-dihidroxifenilacético.
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4.4.1 Ensayos de estrés térmico

Para estos estudios, se trabajo inicialmente con una concentracion de 200
UM en el medio de cultivo, para posteriormente, a la vista de los resultados
obtenidos, ensayar concentraciones mas bajas (25, 100 y 150 uM). Como en los
casos anteriores, el estudio se llevo a cabo en dos estados de desarrollo del
nematodo: segundo y noveno dia de adulto. Los nematodos fueron cultivados en
medio NGM que contenia DHPAA desde que entraban en la fase larvaria L1,
hasta el dia del ensayo, en que eran sometidos a una temperatura de 35 °C
durante 6 y 8 h, para después comparar su tasa de supervivencia con la de una
poblacién control sometida a las mismas condiciones de estrés, pero cultivada

en ausencia del compuesto.

La Figura 1V.4.2 muestra los porcentajes de supervivencia de los
nematodos tratados con 200 uM de DHPAA tras ser sometidos a estrés térmico
en las distintas condiciones ensayadas. Se puede apreciar que se produjo un
descenso notable en la tasa de supervivencia en los nematodos. En el dia 2 de
adulto, se observo una disminucion significativa (p < 0,001) en la poblacion de
C. elegans con un estrés de 6 h, al pasar de un porcentaje de supervivencia del
79 % en los gusanos sin tratamiento a un 29 % en los tratados previamente con
DHPAA y para un estrés de 8 h, de un 35 % en los nematodos sin tratamiento a
un 4 % en los que habian sido cultivados con el compuesto (Figuras IV.4.2, Ay
B). Resultados similares fueron obtenidos en los ensayos realizados a dia 9 de
adulto (Figuras IV.4.2, C y D), donde se observo que a las 6 h de estrés térmico
el porcentaje de supervivencia de los gusanos control fue de un 37 % y de los
tratados con DHPAA de un 21 %, mientras que a las 8 h fue de un 15 % en los
nematodos sin tratamiento pasando a la muerte de la totalidad de la poblacién
en los expuestos previamente a DHPAA. En ambos casos las diferencias fueron

significativas (p < 0,05).
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Figura IV.4.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C) durante6 h (Ay C) u8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de DHPAA (200 uM). En cada caso se realizaron
tres experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan
la media + SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado
(*p < 0,05y ***p < 0,001).

La disminucion en la supervivencia de los gusanos tratados con DHPAA
a 200 yM parece sugerir la existencia de un efecto téxico del compuesto a esta
concentracion. Como se menciono anteriormente, algunos compuestos fendlicos
inducen respuestas horméticas (ver comentarios en apartado 4.2.1). Por esta
razon, con el fin de comprobar si los resultados obtenidos podian corresponder
a una respuesta de este tipo, se decidié ensayar concentraciones mas bajas de
DHPAA (25, 100 y 150 uM).
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Figura 1V.4.3. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u 8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de DHPAA (25 y 100 uM). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados
representan la media £ SEM. La significacién estadistica se calcul6 usando la prueba
Chi Cuadrado (p < 0,05).

En la Figura IV.4.3 se recogen los resultados obtenidos en los ensayos
con 25y 100 uM. Como se puede comprobar, esas concentraciones de DHPAA
en el medio de cultivo ya no conducian a un descenso en la tasa de supervivencia
en los gusanos tratados, sino que incluso se producia una ligera mejora en la
resistencia frente al estrés térmico en C. elegans, aunque en ninguno de los
casos era estadisticamente significativa (p < 0,05). Sin embargo, en los ensayos
realizados con una concentracion de 150 yM de DHPAA se observaba una ligera

disminucién no significativa (p < 0,05) en la tasa de supervivencia de los gusanos
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tratados respecto al grupo control (Figura 1V.4.4). Esta observacién, unida a los
resultados obtenidos en los ensayos con 200 uM, parece sugerir que esta
concentracion 150 uM de DHPAA podria encontrarse en el limite a partir del cual

pasarian a producirse efectos indeseables para este compuesto.
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Figura IV.4.4. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u 8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de DHPAA (150 uM). En cada caso se realizaron
tres experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan
la media + SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado
(p <0,05).

Este conjunto de resultados obtenidos en los ensayos de estrés térmico
parece confirmar la existencia de un comportamiento hormético en la respuesta

de C. elegans frente al DHPAA. Queda por establecer lo que ocurriria si el

115



IV. Resultados y Discusién

gusano es cultivado en presencia de concentraciones mas bajas de DHPAA, es
decir, si mejoraria la resistencia al estrés o no se producirian efectos
significativos. Por ejemplo, Saul et al. (2011) no encontraron que el acido elagico
mejorara la proteccion de C. elegans frente a estrés térmico a bajas
concentraciones en el medio de cultivo, mientras que producia efectos adversos,
reduciendo la resistencia al estrés, a dosis mas elevadas (en ese caso, 300 uM).
Sin embargo, observaron un efecto beneficioso en la extension de la vida del
nematodo para una concentracion 50 yM de acido elagico, que explicaron por
un efecto mimetizador de la restriccion cal6rica y mecanismos horméticos. Esta
observacion apoyaria que al menos parte de los mecanismos implicados en la
regulacion de la longevidad y resistencia al estrés en C. elegans podrian ser

independientes.

4.4.2 Determinacién de niveles intracelulares de ROS

Se determinaron también los niveles de ROS en nematodos control y
cultivados en presencia de DHPAA (25 uM, 100 uM y 150 pM) sometidos o no a

estrés térmico (35 °C, 2 h), en el segundo y noveno dia de adultos.

En la Figura IV.4.5, A se puede observar que, en los estudios realizados
el dia 2 de adulto, para una concentracién 25 yM de DHPAA, los gusanos no
sometidos a estrés térmico experimentaban una disminucion significativa (p <
0,001) en los niveles intracelulares de ROS respecto al control, mientras que a
la concentracion de 100 uM se producia un aumento, aunque no significativo (p
< 0,05). En gusanos sometidos a estrés térmico también se encontré6 una
elevacion de los niveles de ROS en el tratamiento con 100 uM de DHPAA, en
este caso significativa (p < 0,001) con relacion al control, mientras que no existian
diferencias en la poblacién tratada con 25 yM de DHPAA (Figura IV.4.5, B). Sin
embargo, en los ensayos realizados a dia 9 de adulto los resultados no
mostraron ninguna diferencia significativa (p < 0,05) en cuanto a niveles de ROS
entre gusanos control y gusanos tratados con DHPAA (25 yM y 100 pM), ni en
presencia ni en ausencia de estrés (Figura IV.4.5, C y D).
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Figura IV.4.5. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de DHPAA
(25 y 100 uM), no sometidos (A 'y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso
se realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media + SEM. Las letras indican diferencias

significativas entre los diferentes grupos (p < 0,05) mediante ANOVA de un factor.

Por el contrario, el tratamiento con una concentracion de DHPAA de 150
UM produjo una disminucion significativa (p < 0,001) en los niveles de ROS con
respecto al grupo control de orden similar en todas las condiciones ensayadas
(Figura IV.4.6).
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Figura IV.4.6. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de DHPAA
(150 uM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media £ SEM. La significacion estadistica se calculd
mediante ANOVA de un factor (***p < 0,001).

Los resultados obtenidos con relacion a la influencia del DHPAA sobre los
niveles de ROS no muestran una tendencia clara. Mientras a la concentracion
de 100 uM parece inducir un efecto pro-oxidante en gusanos jovenes (dia 2 de
adulto), tanto en presencia como en ausencia de estrés, esta tendencia cambia
con la edad del gusano y el aumento en la concentracion de DHPAA. De este
modo, a dia 9 de vida del gusano, no hay diferencias significativas entre niveles
de ROS en los individuos respecto a sus controles a las concentraciones mas

bajas ensayadas (25 y 100 puM), e incluso existe cierta disminucion de especies
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reactivas cuando son sometidos a estrés. El descenso en los niveles de ROS es,
sin embargo, evidente en los gusanos cultivados en presencia de una
concentracion 150 uM de DHPAA, que es notable y significativa en presencia y
ausencia de estrés tanto en individuos jovenes como envejecidos. Estos
resultados sugieren que podria existir una respuesta compensatoria favorecida
por el tiempo de exposicion al compuesto (como indicaria la tendencia observada
en el tratamiento a las concentraciones mas bajas en los gusanos de mas edad)
y el aumento en su concentracion (efecto observado a la concentracion de
DHPAA mas elevada), que conduciria a una estimulacion en los mecanismos de
defensa antioxidante y, subsecuentemente, en un mayor control de la produccién

de especies reactivas.

Algunos autores han constatado la existencia de actividad antioxidante in
vitro de DHPAA, relacionada con la presencia de un grupo catecol en su
estructura (Jaganath et al., 2009; Tang et al., 2016). En nuestro conocimiento, el
efecto in vivo de DHPAA no se ha estudiado anteriormente, aunque existen
trabajos con lineas celulares, que indican su capacidad para modular el estrés
oxidativo. Carrasco-Pozo et al. (2015) estudiaron el efecto de DHPAA en células
pancreaticas  con altos niveles de colesterol, encontrando que el tratamiento
con el mismo aumentaba la translocacién de Nrf2 al ndcleo, disminuyendo el
grado de estrés oxidativo y protegiendo frente a la secrecion alterada de insulina,
la disfuncién mitocondrial y la apoptosis celular. Por su parte, Gonzalez-Sarrias
et al. (2017) describieron un efecto neuroprotector del DHPAA al prevenir la
apoptosis neuronal mediante la disminucion de los niveles de ROS y de la activad

de la caspasa-3.

Al igual que ocurria con el acido vanilico, los cambios en las
concentraciones de ROS no guardan correlaciéon con la resistencia a estrés
térmico en los gusanos tratados con DHPAA. Nuevamente, esto indicaria que
los procesos implicados en la proteccion de C. elegans frente al dafio oxidativo
estarian mas determinados por mecanismos que implicarian rutas de
sefalizacion especificas que por su capacidad, directa o indirecta, para reducir

los niveles de especies reactivas de oxigeno.
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4.4.2 Conclusiones parciales

Los resultados obtenidos parecen indicar la existencia de un
comportamiento hormético en la resistencia de C. elegans al estrés térmico
inducida por el DHPAA, conduciendo a efectos perjudiciales con el aumento de
concentracion. Sin embargo, estos efectos no guardan relacion aparente con la
capacidad del compuesto para modular los niveles de especies reactivas de
oxigeno. En este sentido, el DHPAA (100 uM) parece inducir un efecto pro-
oxidante en gusanos jovenes, que conduce a una elevacion en los niveles de
ROS, tendencia que se invierte con el aumento en la edad del gusano y la
concentracion de DHPAA, hasta el punto de provocar una caida notable a la
concentracion mas alta ensayada (150 uM), en presencia y ausencia de estrés,
tanto en individuos jovenes como envejecidos. Estas observaciones apuntan a
que podria existir una respuesta compensatoria favorecida por el tiempo de
exposicion de C. elegans al compuesto y el aumento en su concentracion, que
estimularia los mecanismos de defensa antioxidante, favoreciendo un control
mas ajustado de la produccion de especies reactivas. Los cambios en las
concentraciones de ROS, sin embargo, no guardan correlacién con la resistencia
a estrés térmico de los gusanos, lo que parece sugerir que los procesos
implicados en la proteccion de C. elegans frente al dafio oxidativo para este
compuesto estarian mas determinados por mecanismos que implicarian rutas de
sefalizacion especificas que por su capacidad, directa o indirecta, para reducir

los niveles de especies reactivas de oxigeno.
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4.5 Estudios con acido cafeico

El acido cafeico (acido 3,4-dihidroxicinamico, CA) (Figura 1V.5.1) puede
estar presente en sus fuentes naturales tanto en forma libre como, mucho méas
frecuente, combinado con azlcares o esterificado con acidos organicos, como
quinico o tartarico, o grupos etilfenol. Aunque, como acido se absorbe facilmente
en el intestino delgado, en forma esterificada, como ocurre en los acidos
clorogénicos (&cidos cafeoilquinicos), es pobremente absorbido, llegando en
gran medida al colon, donde es transformado por la microbiota (Gonthier et al.,
2006). Asimismo, el CA se puede encontrar en el cuerpo humano después del
consumo de diferentes compuestos fendlicos, como antocianos, flavonoles y
flavan-3-oles, procedente de su degradacion por la flora intestinal (Urpi et al.,
2009; Koli et al., 2010; De Ferrars et al., 2014a,b; Pimpao et al., 2014; McKay et
al., 2015; Sasot et al., 2017).

Se han descrito para el CA distintas actividades biol6gicas con impacto en
la salud humana, como propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antimicrobianas, antivirales, antiinflamatorias e inmunomoduladoras (Dong et al.,
2012; Silva et al., 2014; Damasceno et al., 2017).

En este trabajo se buscé profundizar en los efectos biolégicos del CA,
estudiando su influencia en la proteccion frente al estrés oxidativo, niveles de
ROS y de superéxido y longevidad, asi como explorando los mecanismos

moleculares relacionados con estos efectos, utilizando C. elegans como modelo.

O
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Figura IV.5.1. Estructura del acido cafeico.
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4.5.1 Ensayos de estrés térmico

Se evaluo el efecto del tratamiento con CA en la resistencia frente al estrés
oxidativo inducido térmicamente en C. elegans. Los ensayos se realizaron
utilizando una concentracion en el medio de cultivo de 200 uM y 300 puM del
compuesto. La aplicacion del estrés se realizd en dos estados de desarrollo del
nematodo: segundo y noveno dia de adulto. Los nematodos eran cultivados en
medio NGM que contenia CA desde que entraban en la fase larvaria L1, hasta
el dia del ensayo, en que eran sometidos a una temperatura de 35 °C durante 6
y 8 h, para después comparar su tasa de supervivencia con la de una poblacion
control de nematodos sometida a las mismas condiciones de estrés, pero

cultivada en ausencia del compuesto.

En la Figura 1V.5.2 se recogen los porcentajes de supervivencia de los
nematodos tratados con CA (200 uM) y control tras ser sometidos a estrés
térmico durante 6 y 8 horas a 35 °C. Se puede comprobar que el tratamiento con
CA inducia un aumento en la supervivencia en los gusanos tratados respecto al
control, aunque la diferencia sélo era significativa en los gusanos de mayor edad
(9° dia de adulto), tanto tras un estrés de 6 h, donde el porcentaje de
supervivencia paso6 de un 81 % en gusanos control a un 91 % en los que habian
sido cultivados en presencia del CA, como de 8 h donde se observé un 48 % de
tasa de supervivencia en los nematodos control y un 60 % en el grupo tratado
con CA (Figura IV.5.2, Cy D). Estos resultados parecen sugerir que la capacidad

de proteccion frente al estrés mejora por la exposicion prolongada a CA.
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Figura IV.5.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (AyC)u8h (ByD) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de CA (200 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media + SEM. La significacién estadistica se calculé usando la prueba Chi Cuadrado
(**p < 0,01y ***p < 0,001).

En la Figura IV.5.3 se recogen los resultados obtenidos para los ensayos
de estrés térmico de los nematodos tratados con 300 uM de CA. El tratamiento
con el compuesto a esta concentracion produjo un ligero aumento en la tasa de
supervivencia de los gusanos respecto al control, que no fue significativo (p <
0,05) en ninguno de los casos. El aumento en la tasa de supervivencia observado
a la concentracion 300 uM de CA es menor gue el encontrado con 200 uM. Este

resultado es similar al obtenido en el ensayo con PCA (apartado 4.2.1.1), donde
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también se observaba la induccion de mayor resistencia a la concentracioén de
200 uM que a 300 pM.

2° dia de adulto
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Figura IV.5.3. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C) durante 6 h (Ay C)u8h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de CA (300 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media = SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado (p
< 0,05).

Pietsch et al. (2011) también describieron una mejora significativa en la
termotolerancia en gusanos tratados con 200 uM de CA cuando eran sometidos
a estrés térmico (35 °C, 8 h), con un aumento en la tasa de supervivencia de
aproximadamente un 12 % respecto al control. Estos mismos autores, estudiaron

el efecto de concentraciones crecientes de CA (50 a 600 uM) sobre la longevidad
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de C. elegans, encontrando que la exposicion de los nematodos a
concentraciones de 100 a 600 pM (pero no a 50 upM) prolongaba
significativamente la vida media, observandose el efecto mas acusado con el
tratamiento a 300 uM. Parece, por tanto, que concentraciones de CA de 200-300
UM en el medio de cultivo podrian encontrarse en el punto de inflexion a partir
del cual comenzarian a declinar los efectos beneficiosos inducidos por este
compuesto en C. elegans. De hecho, Pietsch et al. (2011) indican la existencia
de una respuesta hormética a este compuesto, de manera que el aumento de su
concentracion acabaria por producir un efecto toxico. La resistencia al estrés
térmico podria estar mediada por proteinas de choque térmico (HSPs) (Parsell
et al.,, 1993), chaperonas moleculares que mantienen la proteostasis al
desestabilizar los agregados de proteinas y promover el plegamiento adecuado
(Hartl, 1991; Pechan, 1991). En C. elegans, la regulacion de la expresion de
estas proteinas puede estar mediada por la ruta de sefalizacion de la insulina
(Hsu et al., 2003; Koch et al., 2014). En el mismo trabajo, Pietsch et al. (2011)
evaluaron la influencia del CA sobre la expresion de diferentes proteinas de
choque térmico (hsp-3, hsp-12.6, hsp-16.1, hsp-16.41, hsp-17 y hsp-70),
observando que producia una disminucion en la expresion de cinco de las HSP
y solamente un aumento, aunque no significativo, en la de hsp-12.6. Sin
embargo, encontraron que el factor de transcripcion DAF-16 y las proteinas SIR-
2.1, OSR-1 (resistencia a estrés osmoético-1), UNK-43 (proteina quinasa Il
dependiente de Ca?*/calmodulina (CaMKIl)) y SEK-1 (ortélogo de MAP2K, que
forma parte de la ruta MAP quinasa) eran necesarios para la mejora en la

termotolerancia inducida por CA.

Havermann et al. (2014) estudiaron el efecto del éster fenetilico del acido
cafeico (CAPE) en la supervivencia del nematodo tras la exposicion durante 8 h
a estrés térmico (37 °C) el dia 5 de adulto. Estos autores encontraron que el
tratamiento de C. elegans con 100 pM de CAPE en el medio de cultivo
aumentaba significativamente la termotolerancia de los gusanos. De modo
similar, Zheng et al. (2017) evaluaron el efecto de otro derivado de acido cafeico,
el acido clorogénico, a una concentracién 50 uM, sobre la resistencia frente al

estrés oxidativo inducido térmicamente (35 °C) o quimicamente con paraquat en
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C. elegans, aplicado en el quinto dia de adulto, observando un aumento

significativo en la supervivencia de los nematodos tratados.

4 5.2 Determinacion de los niveles intracelulares de ROS con los reactivos
DCFH-DA y MitoSOX

Para continuar con el estudio de los efectos de CA en C. elegans, se
determinaron los niveles intracelulares de ROS (con DCFH-DA) y los niveles de
superoéxido (con MitoSOX) en nematodos control y tratados con CA (200 uM o
300 uM), sometidos o no a estrés térmico (35 °C, 2 h), en el segundo y noveno
dia de adultos.

a) Analisis de ROS totales con DCFH-DA

Como se puede observar en la Figura 1V.5.4, las determinaciones
realizadas el dia 2 de adulto mostraron un descenso en los niveles de ROS en
los nematodos tratados con CA (200 uM) respecto al control, siendo significativa
(p < 0,001) en los gusanos sometidos a estrés térmico con un 13 % de
disminucién. De manera similar, Havermann et. al (2014) también encontraron
que el éster fenetilico del CA era capaz de disminuir significativamente los
niveles de ROS en nematodos en el dia 2 de adulto sometidos a estrés térmico

(35 °C), mientras que en condiciones basales no provocaba ningun cambio.
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Figura IV.5.4. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de CA (200
UM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media + SEM. La significacion estadistica se calculo
mediante ANOVA de un factor (***p < 0,001).

Sin embargo, en los ensayos realizados el dia 9 de adulto no se
observaron diferencias significativas (p < 0,05) entre los grupos control y tratados
con CA, y existia un comportamiento aparentemente distinto entre los no
sometidos a estrés térmico (aumento en los niveles de ROS en los nematodos
tratados con CA) y los sometidos a estrés térmico (disminucion de las ROS en
los tratados con CA). Ciertamente las diferencias entre grupos control y tratados
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no son significativas, por lo que quizas lo adecuado seria atribuir las mismas a

la variabilidad biolégica inherente a los organismos Vvivos.

2° dia de adulto

Sin estrés Con estrés
A B
1 I b 1 T
m m
8z °° oz %
§ 2 06 - § 2 06 -
o5 o5
25 o4 23 o4
= g = g
= 0,2 - ~ 0,2 -
0 0
Control CA (300 uM) Control CA (300 uM)
9° dia de adulto
Sin estrés Con estrés
C D
1 T * 1 T
— ---*--- —
)] )]
8z °° gz ™
§ 2 06 - § 2 06 -
oY oY
28 04- 28 04-
z'g z'g
~— 0,2 - ~ 0,2 -
0 0
Control CA (300 pM) Control CA (300 pM)

Figura IV.5.5. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de CA (300
UM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados estan normalizados
respecto al control y representan la media £ SEM. La significacion estadistica se calculd
mediante ANOVA de un factor (*p < 0,05).

En la Figura IV.5.5 se recogen los resultados obtenidos para los niveles
de ROS en los ensayos con CA 300 puM. Se puede observar que los gusanos
tratados experimentaban, en todos los casos, una ligera disminucion en los

niveles de intracelulares de ROS respecto a sus controles, aunque la misma solo
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era significativa (p < 0,05) en los gusanos no sometidos a estrés térmico
estudiados en el 9° dia adulto con un descenso del 12 %. Salvo por esta
excepcion, se puede considerar que la exposicion a CA 300 uM produce en C.
elegans un efecto similar a CA 200 pM, induciendo cierto descenso en los niveles
de ROS, en general pequefo y no significativo.

Los resultados obtenidos en el analisis de los niveles de ROS estan, en
general, en linea con los encontrados en los ensayos de resistencia a estrés
térmico, en el sentido de que los descensos en las concentraciones de especies
reactivas inducidos por el tratamiento con CA concuerdan con una tendencia de

aumento en la termotolerancia.

En estudios in vitro se ha establecido que el CA posee una actividad
antioxidante directa a través de la captacién de ROS (Silva et al., 2000; Sroka y
Cisowski, 2003; Dudylina et al., 2019; Sugahara et al., 2018), y de la capacidad
de quelar metales de transicion prooxidantes (Borges et al., 2005). Asimismo, en
estudios con lineas celulares e in vivo, con Drosophila melanogaster, se ha
demostrado la capacidad de CA para inducir mecanismos relacionados con la
mejora de la respuesta citoprotectora mediante la activacion de factores de
transcripcion sensibles a estimulos redox y de regenerar las formas reducidas
de antioxidantes enddgenos (Ahn et al., 2017; Shen, J. et al., 2018; Dos Santos
Nunes et al., 2019). No obstante, el efecto protector de los compuestos fendlicos
no siempre se asocia a una disminucion de ROS. En los estudios de Ayuda-
Duran et al. (2019) realizados con el flavonoide epicatequina se encontraba un
ligero aumento del nivel basal del ROS en los gusanos tratados junto a una
mayor resistencia a estrés térmico, lo que se explicaba por una activacion de
mecanismos enddgenos de defensa que protegen contra el dafio oxidativo,

inducida por la elevacion en las ROS.

b) Determinacién de niveles de superéxido con el reactivo MitoSOX

Debido a la mayor proteccion frente al estrés oxidativo observada en los
ensayos de estrés térmico realizados con 200 uM de CA, se decidio determinar
los niveles de superoxido en C. elegans por el método MitoSOX en gusanos

tratados con esa concentraciéon de CA por si pudiera establecerse alguna
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relacion con el comportamiento encontrado en cuanto a resistencia a estrés con

esta especie reactiva en particular.
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Figura IV.5.6. Niveles relativos de superéxido en C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto,
cultivados en presencia o ausencia de CA (200 pM), no sometidos (A'y C) y sometidos
a estrés térmico (B y D). En cada caso se realizaron tres experimentos independientes.
Los resultados representan la media + SEM. La significacion estadistica se calculo
mediante ANOVA de un factor (p < 0,05).

Como se muestra en la Figura 1V.5.6, el tratamiento con CA (200 uM) no
produjo variaciones significativas (p < 0,05) en las concentraciones de
superoxido respecto al control, ni en presencia ni en ausencia de estrés, aunque
se aprecia una ligera tendencia a la disminucion en el ensayo realizado el dia 2
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y, por el contrario, al aumento en el realizado el dia 9 de adulto. De todos modos,
las diferencias no son significativas, por lo que aparentemente no se puede
establecer una relacion entre el tratamiento con CA y la produccion particular de
superoxido, ni tampoco entre los niveles de éste y el comportamiento encontrado
en cuanto a resistencia a estrés térmico, que, como se recordard, aumentaba en
los estudios en los gusanos tratados con CA en el 9° dia de adulto. En este
sentido, las pequefas diferencias encontradas en las concentraciones de
superoxido en los distintos ensayos podrian posiblemente considerarse en el
contexto de la variabilidad intrinseca de los individuos.

4.5.2 Estudios de longevidad

Para estos ensayos, gusanos sincronizados en estado larvario L1 eran
transferidos a placas suplementadas con CA (200 uM) hasta alcanzar el estado
larvario L4. Una vez alcanzado este estado se transferian a placas nuevas
también con el compuesto fendlico y a partir de este momento se comenzaba el
recuento de gusanos supervivientes hasta muerte de toda la poblacion. La Figura
IV.5.7 muestra las curvas de supervivencia de los gusanos tratados con CA (200
MM) y gusanos control crecidos en las mismas condiciones, pero sin presencia
en el medio del acido fendlico, y en la Tabla VI.5.1 se recogen los datos de vida
media y maxima. Como se puede comprobar, el tratamiento con CA provocé un
aumento significativo (p < 0,001) en la vida media de C. elegans (19,0 + 0,47
dias), en comparacion con el grupo control (16,4 + 0,39 dias). Ademas, también
se encontr6 un incremento significativo (p < 0,01) en la vida méaxima,
determinada como el 10 % de la poblacién mas longeva, de los gusanos tratados
con CA (30,0 + 0,72 dias) respecto al grupo control (26,9 + 0,63 dias).
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Figura IV.5.7. Curvas de supervivencia de C. elegans cultivados a 20 °C en ausencia
(control) y presencia de CA (200 uM).

Tabla IV.5.1. Influencia del CA (200 uM) sobre la duracion media y maxima de vida de
C. elegans en condiciones normales de crecimiento a 20 °C. Los resultados representan
la media + SEM (n = 3).

. . . o Vs
. Vida media p vs Control Vida maxima 10 % P
Tratamiento . o Control
(dias) (Log-Rank) (dias) (ANOVA)
Control 16,4 + 0,39 26,9 + 0,63
CA (200 uM) 19,0 £ 0,47 0,001 30,0+0,72 0,009

* Tiempo promedio de vida maximo del 10% de la poblacion mas longeva.

El efecto del CA sobre la longevidad en C. elegans también fue estudiado
por Pietsch et al. (2011). De manera similar a nuestros resultados, esos autores
observaron un aumento significativo en la vida media de C. elegans tratado con
CA. En su caso, los ensayos fueron realizados para concentraciones de CA de
100 a 600 pM, encontrando una respuesta dosis-dependiente, siendo el efecto
mas importante para una concentracion 300 uM, a la cual se obtenia un aumento

del 11 % respecto al control, valor de un orden similar al encontrado en el
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presente estudio (15 %) para una concentracion de CA 200 uM. Resultados
semejantes en cuanto a aumento de duracion de vida también fueron descritos
por Havermann et al. (2014), donde encontraron un aumento significativo en la
vida media de los nematodos tratados con CAPE (100 pM) de un 9 %, y un
incremento en la vida maxima de un 17 %, respecto al control. Asimismo, Zheng
etal. (2017) observaron que el tratamiento con 50 uM de acido clorogénico (acido
cafeoilquinico) producia una extension en la vida media de un 20,1 % respecto
al control. En todos esos estudios, los autores también encontraron que el
tratamiento con el CA o sus derivados producia una mejora en la resistencia al
estrés de los animales. De hecho, como ya se ha mencionado, se ha descrito
gue una mayor resistencia al estrés puede estar directamente relacionada con la

longevidad (Zevian y Yanowitz, 2014).

Pietsch et al. (2011) estudiaron el efecto del CA sobre la duracién de la
vida de una cepa mutante de C. elegans (mev-1) hipersensible al estrés oxidativo
y con una duracion de vida reducida debido a la sobreproduccién de ROS,
encontrando que el CA aumentaba la vida media de la cepa mutante respecto al
control. Igualmente, observaron que al menos otros cinco genes, osr-1, sek-1,
sir-2.1, unc-43 y daf-16, podian estar implicados en los efectos del CA sobre

resistencia al estrés y envejecimiento.

Con el objeto de profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes
a los efectos del CA en C. elegans, se realizaron seguidamente analisis por RT-
gPCR para evaluar la posible influencia de este acido sobre la expresion de
diversos genes relacionados, que en estudios con otros compuestos fendélicos
se habia visto que podian estar implicados en la respuesta a estrés oxidativo o
longevidad.

4.5.3 Estudio de los mecanismos moleculares implicados en los efectos

biol6gicos del acido cafeico

En la actualidad, la idea de que los compuestos fendlicos ejercen sus
beneficios en la salud del organismo no solo actuando como antioxidantes
convencionales, sino que también pueden modular multiples rutas celulares, esta

extensamente aceptada (Mansuri et al., 2014).
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La ruta de sefalizacion de la insulina/IGF-1 (lIS) contribuye a la regulacion
de la longevidad y la respuesta al estrés oxidativo, comprendiendo factores
altamente conservados desde los nematodos a los mamiferos (Murphy et al.,
2003). Existe una amplia evidencia de que los compuestos fendlicos son capaces
de modular esta ruta sefializacion, no obstante, continban sin estar
suficientemente esclarecidos los mecanismos moleculares implicados en los
efectos beneficiosos de estos compuestos y, menos aun, de los metabolitos

fendlicos colénicos.

Como se ha comentado en la introduccion de esta tesis, factores
ambientales, como puede ser la ingestion de alimento, generan una sefal
nerviosa que resulta en la liberacién de uno o mas péptidos similares a insulina
(ILPs) (Braeckman y Vanfleteren, 2007). Estos péptidos pueden unirse al
receptor DAF-2, un receptor tirosina quinasa homologo del receptor de
insulina/IGF-1 en C. elegans, que da como resultado el reclutamiento y la
activacion de AGE-1/PI3K. A su vez, se activan las serinal/treonina quinasas
(PDK-1, AKT-1 y AKT-2), lo que resulta en la fosforilacién y, por tanto, la
inactivacion del factor de transcripcion DAF-16/FOXO. La fosforilacién de DAF-
16/FoxO determina sus interacciones con las proteinas homologas de la familia
de proteinas 14-3-3 (PAR-5y FTT-2), que controlan la localizacion subcelular de
DAF-16/FoxO en el citoplasma. La fosfatasa lipidica DAF-18/PTEN y la
serina/treonina fosfatasa PPTR-1/PP2A contrarrestan la sefalizacion AGE-
1/PI13K y AKT-1, respectivamente (Figura 11.8, apartado 2.1.6.1) (Murphy y Hu,
2013). DAF-16/FoxO es el principal producto transcripcional de 1IS, sin embargo,
otros factores transcripcionales que participan en la regulacion de la expresion
del gen diana de DAF-16/FoxO también estan regulados por IIS, como son HSF-
1 y SKN-1. Los factores de transcripcion DAF-16, HSF-1 y SKN-1 modulan la
expresion de muchos genes diana relacionados con la longevidad, la tolerancia
al estrés y la homeostasis proteica, como, por ejemplo, los genes de catalasa
(ctl-1), de superoxido dismutasa-3 (sod-3), o de chaperonas moleculares (p.€j.,
hsp-16.2). Adicionalmente, DAF-16/FoxO interactia con otros factores en el
nacleo, como SIR-2.1 (Hsu et al., 2003; Murphy et al., 2003; Antebi, 2007).

En este trabajo se evalud la expresidon de varios genes relacionados con

respuesta al estrés o envejecimiento, principalmente de la ruta IIS (daf-16, daf-
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18, skn-1, ctl-1, hsp-16.2, hsf-1 y sod-3) y un gen de sirtuinas (sir-2.1) mediante
RT-gPCR en gusanos tratados previamente con CA (200 pyM) en condiciones
normales de crecimiento y tras someterlos a estrés térmico (35 °C, 5 h). Los

resultados obtenidos se resumen en la Figura 1V.5.8.

A) Gusanos no sometidos a estrées

Niveles relativos de ARNm

daf-16 daf-18 skn-1 ctl-1  hsp-16.2 hsf-1 sod-3 sir-2.1
Control ~ CA (200 uM)

B) Gusanos sometidos a estrés

Niveles relativos de ARNm

ct-1  hsp-16.2 hsf-1 sod-3 sirr2.1
Control  CA (200 puM)

Figura IV.5.8. Efecto del CA sobre la expresion de los genes daf-16, daf-18, skn-1, ctl-
1, hsp-16.2, hsf-1, sod-3 y sir-2.1 en C. elegans cultivados en ausencia (controles) y
presencia de CA (200 uM), en gusanos no sometidos (A) y tras ser sometidos a estrés
térmico (35 °C, 5 h) (B). El nivel de expresién fue determinado por RT-qgPCR, empleando
act-1 como control interno. Se realizaron nueve experimentos independientes con los
nematodos sin estrés (A) y tres experimentos independientes en los nematodos
sometidos a estrés (B). Los resultados representan la media + SEM. La significacion
estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (*p < 0,05, **p < 0,01 y ***p <
0,001).
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En C. elegans, daf-16 codifica un factor de transcripcion que es el Unico
homologo de FoxO en humanos. DAF-16 desempeiia un papel clave en la
mediacion de [IS en sentido descendente, regulando procesos como
crecimiento, control del ciclo celular, metabolismo, respuesta a estrés o
longevidad (Accili y Arden, 2004). Como se puede observar en la Figura 1V.5.8,
Ay B, los resultados mostraron que el tratamiento con CA producia un aumento
en la expresion de daf-16 respecto al control, aunque soélo era significativo (p <
0,05) en los gusanos no sometidos a estrés. La sobreexpresion de DAF-16
observada en los nematodos expuestos a CA sugiere que este factor de
transcripcion podria jugar un papel esencial en los efectos producidos por CA
sobre la longevidad y la resistencia al estrés en C. elegans. Esta suposicion se
ve reforzada por los resultados obtenidos por otros autores. Asi, Pietsch et al.
(2011), en estudios con mutantes carentes de funcidon en daf-16, encontraron
gue este gen era necesario para los efectos sobre longevidad y resistencia a
estrés térmico del CA. Por su parte, Havermann et al. (2014) estudiaron el efecto
de un derivado de CA, CAPE, observando que el tratamiento de los gusanos con
este compuesto aumentaba la translocacion de DAF-16 al nlcleo y que este
factor era indispensable para la prolongacién de la duracion de vida inducida por
el compuesto en C. elegans. Igualmente, Zheng et al. (2017) también
concluyeron que este factor de transcripcion era necesario para explicar los
efectos beneficiosos relacionados con el envejecimiento producidos por otro
derivado del CA, el acido clorogénico, en ensayos con cepas mutantes de C.
elegans y mediante la cuantificaciéon de la expresion de genes por RT-PCR.
Asimismo, en estudios realizados con distintos compuestos fendélicos o extractos
vegetales ricos en éstos, se ha descrito la implicacién de DAF-16 en los efectos
favorables ejercidos por estos compuestos en C. elegans (Zhang et al., 2009;
Bartholome et al., 2010; Martorell et al., 2011; Bichter et al., 2013; Chen et al.,
2013; Peixoto et al., 2016; Xiong et al., 2018; Ayuda-Duran et al., 2019; Koch et
al., 2019).

El gen daf-18 codifica una fosfatasa lipidica homologa al supresor humano
tumoral PTEN, que en la ruta IS contrarresta la actividad de AGE-1/PI3K,
regulando negativamente la via y desempefiando, por tanto, un papel importante

en el metabolismo, desarrollo y longevidad (Mihaylova et al., 1999). Como se

136



IV. Resultados y Discusion

puede observar en la Figura 1V.5.8, al igual que para daf-16, el tratamiento con
CA indujo un aumento en la expresion de daf-18 respecto al control, que sélo era
significativo (p < 0,05) en los gusanos no sometidos a estrés térmico, sugiriendo
también la participacion de esta proteina en la actividad ejercida por CA en los

nematodos.

No se encontraron diferencias en la expresion de los genes skn-1 vy ctl-1
entre los grupos tratados con CA y control, ni en presencia ni en ausencia de
estrés (Figura IV.5.8), sugiriendo que los mismos no son necesarios para explicar
los efectos del CA en C. elegans. El gen skn-1 codifica al homologo del factor de
transcripcion Nrf-2, que promueve la resistencia a estrés oxidativo y la
longevidad. Bajo condiciones de estrés, SKN-1 se activa a través de la
translocacioén al nucleo, lo que induce la expresion de los genes involucrados en
la respuesta de destoxificacion de fase Il (An et al., 2005; Blackwell et al., 2015).
Havermann et al. (2014) tampoco encontraron que SKN-1 estuviera relacionado
con la longevidad promovida por CAPE en C. elegans, ni observaron
translocacioén al nacleo de este factor después del tratamiento con el compuesto.
En estudios con quercetina (Saul et al., 2008; Pietsch et al., 2009) y con extractos
fendlicos de arandanos (Wilson et al.,, 2006) se encontr6 que mutantes que
carecian de este gen continuaban presentando un aumento en la duracién de
vida, concluyendo que SKN-1 no era necesario para explicar la longevidad
inducida por esos compuestos.

El gen ctl-1 codifica la enzima catalasa, que cataliza la conversion de H202
a H20 y a una molécula de oxigeno (Moreno-Arriola et al., 2014). Ayuda-Duran
et al. (2019), al estudiar el efecto de epicatequina, tampoco encontraron aumento
en la expresion de ctl-1 en C. elegans, aunque si de otros genes diana de DAF-
16, como hsp-16.2 y hsp-70.

Como se ha comentado anteriormente, una respuesta de defensa frente
a las altas temperaturas y otras formas de estrés es la induccion de proteinas de
choque térmico. Estas incluyen HSP-100, HSP-90, HSP-70, HSP-60, HSP-40,
HSP-30 y las HSP pequefas (sHSP) (Kim et al., 1998). Algunas HSP,
predominantemente las chaperonas dependientes de ATP de las familias HSP-
70 y HSP-90, muestran una expresion constitutiva y tienen roles en el desarrollo,

asi como en la respuesta al estrés (Snutch et al., 1988; Heschl y Baillie, 1989).
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Otras HSP, principalmente las sHSP de la familia de las HSP-16, son inducidas
y funcionan durante estrés térmico u oxidativo (Schlesinger, 1990). Las
chaperonas moleculares, a las que pertenece HSP-16.2, son dianas
transcripcionales de DAF-16 y HSF-1 (Hsu et al., 2003). En el presente trabajo,
se cuantificd la expresion de hsp-16.2, para la cual no se observaron diferencias
significativas en los gusanos tratados con CA respecto a los controles en
presencia ni ausencia de estrés térmico (Figura 1V.5.8). Pietsch et al. (2011)
evaluaron la expresion de diferentes HSP (hsp-3, hsp-12.6, hsp-16.1, hsp-16.41,
hsp-17 y hsp-70), observando que el tratamiento con CA conducia una
disminucién en la expresion de cinco de las HSP, siendo significativo para tres
de ellas y solamente el aumento de hsp-12.6, aunque no significativo. Los
resultados obtenidos e informacion previa disponible no permiten concluir
definitivamente sobre el papel de las chaperonas moleculares en los efectos del
CA en C. elegans. Hay que tener en cuenta que, en este trabajo, el analisis se
restringié a un gen especifico y que existen diversos genes de este grupo, cuyo

comportamiento podria variar.

Se llevaron a cabo estudios similares con hsf-1, que codifica al factor de
transcripcion de choque térmico HSF-1 en C. elegans, que regula la expresion
de genes de diversas chaperonas moleculares y proteasas en respuesta al calor
y otras formas de estrés (Hsu et al., 2003). Ademas, HSF-1 también influye en la
citoproteccion, longevidad, metabolismo y desarrollo (Brunquell et al., 2016). Se
encontré que el tratamiento con CA aumentaba significativamente (p < 0,05) la
expresion de hsf-1 en gusanos en condiciones normales de crecimiento,
indicando que es capaz de activar este factor de transcripcion. Sin embargo, de
manera opuesta, el tratamiento con CA condujo a una disminucion, también
significativa, en la expresiéon de hsf-1 cuando los gusanos eran posteriormente
sometidos a estrés (Figura IV.5.8). En estudios sobre cepas mutantes de C.
elegans, Zheng et al. (2017) describieron una implicacion parcial de HSF-1 en el
aumento de la duracion de vida inducido por el acido clorogénico, ya que se
siguia observando un incremento (no significativo) en la extension de vida en los
nematodos mutantes. HSF-1 es necesario para el aumento de la duracién de
vida asociado con varios mecanismos de regulaciéon de la longevidad, como la

ruta de sefalizacion de la insulina, de mTOR vy la restriccion caldrica, siendo un
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factor importante en condiciones fisiolégicas sin estrés y su sobreexpresion
promueve la longevidad en C. elegans. Sin embargo, los mecanismos a través
de los cuales actia no estan totalmente descritos (Hsu et al., 2003; Morley y
Morimoto, 2004; Steinkraus et al., 2008; Seo et al., 2013). Por lo tanto, con esta
informacion se podria explicar que en condiciones sin estrés aumente su
expresion y en condiciones de estrés térmico agudo no se observe un aumento.
Pese que se ha descrito que el aumento de la supervivencia asociado con la
sobreexpresion de HSF-1 se debe, al menos en parte, a la regulacion de la
expresion de las proteinas de choque térmico (Hsu et al., 2003), estudios
posteriores encontraron que la sobreexpresion de una forma modificada de HSF-
1 en una cepa transgénica de C. elegans extendia la vida media del nematodo
sin afectar su capacidad para desencadenar la expresion de las HSP (Baird et
al., 2014). Ademas, también se ha descrito que la activacion de HSF-1 es capaz
de promover la supervivencia en un modelo de neurodegeneracion murino sin
inducir mayor expresion de HSP en tejido cerebral (Fujimoto et al., 2005). En su
conjunto, estos trabajos sugieren que el aumento en la duracién de vida asociada
con una mayor actividad de HSF-1 en animales no estaria soélo relacionada con
la regulacion positiva de genes de respuesta de choque térmico, como es hsp-
16.2, sino que presumiblemente también podria implicar la regulacion
transcripcional de otras dianas no identificadas de HSF-1. Ademas, el potencial
de transactivacion de HSF-1 puede estar limitado por varios mecanismos
reguladores, como pueden ser proteinas inhibitorias como son AKT, la proteina
de union al factor HSF-1 (HSB-1), DDL-1, DDL-2 o quinasa ligada a las integrinas
(PAT-4/ILK), que dictarian el estado de activacion dependiente del contexto de
la proteina HSF-1 (Anckar y Sistonen, 2011; Chiang et al., 2012; Kumsta et al.,
2014; Carpenter et al., 2015; Gomez-Pastor et al., 2018). Para entender la
disminucién en la expresion de HSF-1 en los nematodos tratados con CA y
sometidos a estrés térmico es necesario, por tanto, continuar profundizando en

este sentido, ampliando el estudio a otros genes relacionados.

El gen sod-3 codifica en C. elegans la enzima ortéloga SOD2 en humanos,
gue posee actividades de homodimerizacion de proteinas y superdxido
dismutasa, estando involucrada en la eliminacién de radicales superdxido

(Moreno-Arriola et al.,, 2014). En la Figura 1V.5.8 se puede observar que el

139



IV. Resultados y Discusién

tratamiento con CA condujo a un importante aumento significativo en la
expresion de sod-3 en los gusanos tanto en ausencia (p < 0,001) como en

presencia de estrés térmico (p < 0,01).

Similar a nuestros resultados, diferentes trabajos con flavonoides o
extractos vegetales ricos en estos han descrito un aumento en la expresion de
sod-3 inducido por el tratamiento con estos compuestos fendlicos en C. elegans
(Zhang et al., 2009; Bartholome et al., 2010; Xiong et al., 2014 y 2018; Peixoto
et al., 2016). El gen sod-3 es una diana directa de DAF-16, ya que el promotor
de sod-3 posee elementos de union a DAF-16/FoxO (DBEs) (Furuyama et al.,
2000), por lo tanto, el aumento en la expresion del gen de SOD-3 podria estar
relacionado con el incremento en la expresion de DAF-16 observado en el
presente trabajo. De igual manera, en estudios con epigalocatequina-3-O-galato
se ha descrito la implicacion de DAF-16 en el aumento de la expresion sod-3
(Bartholome et al., 2010; Xiong et al., 2018). Por otro lado, Cabreiro et al. (2011)
observaron que la sobreexpresion de la isoforma de SOD citosdlica, sod-1,
aumentaba la duracion de la vida de C. elegans y que ésta, no estaba
relacionada con la reduccion de la oxidacion lipidica. De hecho, encontraron que
los niveles de oxidacion de proteinas aumentaban en estos gusanos y que el
efecto de la sobreexpresion de SOD-1 sobre el aumento en la duracion de la vida
se debia a la activacion de factores transcripcionales DAF-16 y HSF-1. De
manera similar, la sobreexpresion del gen de la isoforma SOD-2 también
aumentaba la longevidad de los gusanos de manera dependiente de DAF-16.
Esos autores sugirieron que no la captacion del superdxido sino la
sobreexpresion de SOD-1 pera la que podia desencadenar una respuesta al
estrés dependiente de DAF-16 y HSF-1 que prolonga la vida.

Todos estos antecedentes podrian explicar en cierta forma que en nuestro
estudio no se obsere disminucién en los niveles de superéxido (Figura IV.5.6), a
pesar de la sobreexpresion de sod-3, aunque si un aumento en longevidad
(Tabla IV.5.1 y Figura IV.5.7) y en la resistencia al estrés oxidativo (Figura

IV.5.2). Serian, sin embargo, necesarios mas estudios para confirmar lo anterior.

En C. elegans, sir-2.1 codifica la sirtuina homologa de SIRT1 en
mamiferos, que responde a los cambios metabdlicos en el entorno celular,

incluida la disponibilidad de nutrientes, energia y estrés celular (Viswanathan y
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Tissenbaum, 2013). Los andlisis mediante RT-gPCR demostraron que el
tratamiento con CA aumentaba significativamente (p < 0,05) la expresion de sir-
2.1 cuando no era sometido a estrés, mientras que no se observaba diferencias
tras aplicacion de estrés térmico (Figura 1V.5.8). En este sentido, se ha
evidenciado que la sobreexpresion de sir-2.1 en C. elegans aumenta la vida
media, sugiriendo que es un modulador conservado del envejecimiento en el
organismo, y que esta extension de la longevidad requiere DAF-16/FoxO
(Tissenbaum y Guarente, 2001). Posteriormente, Berdichevsky et al. (2006)
describieron que SIR-2.1 y las proteinas PAR-5y FTT-2, homdlogas de 14-3-3
en C. elegans, podrian actuar paralelamente a IIS en una ruta dependiente de

estrés activando DAF-16 vy, por lo tanto, extendiendo la duracion de vida.

Similar a lo observado en el presente trabajo, Pietsch et al. (2011)
describieron que el factor SIR-2.1 era necesario para el aumento en la duracion
de vida y la mejora en la termotolerancia inducidos por CA en C. elegans.
Ademas, estos autores observaron un efecto positivo en la duracion de vida con
el tratamiento de CA en mutantes que carecian de daf-2 y age-1, lo que
significaria que estos genes no estarian involucrados en el efecto del CA. Esto
les llevé a concluir que el CA podria ejercer sus efectos a través de una ruta
independiente de IIS, y que promoveria la longevidad por medio de una via de
respuesta al estrés dependiente de SIR-2.1. Sunagawa et al. (2011) también
observaron que la extension de la longevidad en C. elegans inducida por un

extracto de manzanas, rico en procianidinas era dependiente de SIR-2.1.

La observacién de la existencia de una relacion entre SIR-2.1 y la ruta de
IIS, o especificamente DAF-16, en los mecanismos de accion de los compuestos
fendlicos en C. elegans difiere segun los estudios. En nematodos tratados con
una preparacién de cacao, rica en catequinas y procianidinas, a diferencia de lo
observado con CA (Pietsch et al., 2011), encontraron que tanto DAF-16 y DAF-
2 (ruta IIS) como SIR-2.1 se encontraban implicados en los efectos beneficiosos
sobre la duracion de vida y el estrés oxidativo producidos por esos compuestos
(Martorell et al., 2011). Xiong et al. (2014) describieron que el tratamiento con
extracto de té negro en C. elegans aumentaba la expresion de sir-2.1 y sod-3,
aunqgue no de daf-16. Ademas, observaron que los efectos protectores inducidos

por el extracto frente a estrés térmico y por radiacion UV dependian de la

141



IV. Resultados y Discusién

expresion de SIR-2.1. Sin embargo, posteriormente, Xiong et al. (2018)
encontraron que el tratamiento de C. elegans con epigalocatequina-3-O-galato
provocaba un aumento de la duracion de vida que dependia de AAK-2, SIR-2.1
y DAF-16.

El conjunto de resultados obtenidos en el presente trabajo indicaria que
en el efecto favorable del CA sobre estrés oxidativo y longevidad podrian estar
implicados genes relacionados con ruta IIS, como daf-16, daf-18, hsf-1 y sod-3,

asi como un gen de sirtuinas (sir-2.1).

4.5.3 Conclusiones parciales

El tratamiento con CA (200 uM y 300 puM) induce un aumento en la
supervivencia de C. elegans en gusanos sometidos a estrés térmico, aunque
s6lo de manera significativa en gusanos de mayor edad (9° dia de adulto) y para
una concentracion 200 uM de CA en el medio de cultivo. Este resultado parece
sugerir que la capacidad de proteccién frente al estrés mejora por la exposicion
prolongada a CA, pero no necesariamente con el aumento en la concentracion
de este 4cido fendlico. La exposicion a CA (200 uM) también conduce a un
aumento significativo en la vida media (19,0 £ 0,47 dias) y maxima (30,0 + 0,72
dias) de C. elegans, en comparacion con el grupo control no tratado (16,4 + 0,39

diasy 26,9 + 0,63 dias, respectivamente).

En lineas generales, el tratamiento con CA lleva a una reduccion en las
concentraciones de ROS, aunque no siempre significativa, planteando la duda
de si las variaciones del nivel de especies reactivas, dentro de las pequefias
oscilaciones observadas, son realmente importantes para explicar la mejora en

la resistencia al estrés producida por este compuesto.

Estudios de expresion génica realizados por RT-gPCR pusieron de
manifiesto que los efectos favorables del CA sobre estrés oxidativo y longevidad
podrian implicar la activacion de varios genes relacionados con ruta de la
insulina/IGF-1, como daf-16, daf-18, hsf-1 y sod-3, asi como un gen de sirtuinas
(sir-2.1). Sin embargo, la disminucion significativa de la expresion de hsf-1 en los
gusanos sometidos a estrés térmico, ponen en duda el papel que desarrolla este
factor de transcripcion en condiciones de estrés térmico y, podria indicar la

participacion de otros mecanismos diferentes a los estudiados en el presente
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trabajo inducidos por el CA, campo en el que se podria profundizar en futuras
aproximaciones. Especialmente destacado es el aumento inducido por el CA en
la expresion del gen sod-3, que codifica en C. elegans una enzima ortologa de
SOD2 en humanos con actividad superéxido dismutasa, lo que se podria esperar
que facilitara la eliminacion de radicales superdxido. No obstante, en los andlisis
de superoxido realizados con el reactivo MitoSOX, no se encontré una reduccion
en los niveles de esta especie reactiva en los gusanos tratados con CA, por lo
que habria que evaluar las implicaciones reales del aumento en la expresion del

gen sod-3 sobre los efectos observados.
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4.6 Estudios con acido dihidrocafeico

El &cido dihidrocafeico (acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-propiénico, DHCA)
(Figura IV.6.1) es uno de los metabolitos microbianos mas importantes de los
acidos clorogénicos, alcanzando concentraciones en plasma de orden
micromolar 5-10 h después de la ingesta de estos acidos fendlicos (Stalmach et
al., 2009; Renouf et al., 2010). Tiene una vida media larga en el organismo, ya
que se ha observado en orina 48 h después de una dosis Unica de café y una
dieta posterior sin compuestos fendlicos (Duarte y Farah, 2011). Ademas,
también se ha identificado en orina de voluntarios después de una dieta rica en
catequinas, antocianos y proantocianidinas (Olthoff et al., 2003; Rios et al., 2003;
Pimpé&o et al., 2014; Sasot et al., 2017).

Diferentes estudios in vitro han demostrado para el DHCA capacidad
antioxidante (Huang et al., 2004; Poquet et al., 2008; Baeza et al., 2016; Hu et
al., 2018; Wang et al., 2019), antiinflamatoria (Poquet et al., 2008; Hu et al., 2018)
y anticancerigena (Miene et al., 2011); asi como un efecto de neuroproteccion
tanto in vitro (Gonzalez-Sarrias et al. 2017) como in vivo (Lee et al., 2015).

En este apartado se evaltan los efectos del DHCA en cuanto a resistencia
oxidativa inducida térmicamente, niveles de ROS y de superoéxido, y longevidad,
y se exploran los mecanismos moleculares que podrian estar implicados en

estos efectos, utilizando como organismo modelo C. elegans.

O
OH

HO
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Figura IV.6.1. Estructura del acido dihidrocafeico.
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4.6.1 Ensayos de estrés térmico

El objetivo del ensayo era comprobar si los gusanos previamente tratados
con DHCA mejoraban su resistencia frente al estrés oxidativo inducido
térmicamente. Los ensayos se realizaron utilizando una concentracién en el
medio de cultivo de 200 uM y 300 uM del compuesto. La aplicacion del estrés se
realizd en dos estados de desarrollo del nematodo: segundo y noveno dia de
adulto. Los nematodos eran cultivados en medio NGM que contenia DHCA
desde que entraban en la fase larvaria L1 hasta el dia del ensayo, en que eran
sometidos a una temperatura de 35 °C durante 6 y 8 h, para después comparar
su tasa de supervivencia con la de una poblacién control de nematodos sometida

a las mismas condiciones de estrés, pero cultivada en ausencia del compuesto.

En la Figura IV.6.2 se muestran los porcentajes de supervivencia de los
nematodos tratados con DHCA (200 uM) y control tras ser sometidos a estrés
térmico durante 6 u 8 horas a 35 °C. Se puede observar que el tratamiento con
el compuesto no tuvo efecto significativo (p < 0,05) sobre los gusanos adultos
jovenes (dia 2), mientras que en los adultos en etapa post-reproductiva (dia 9)
se producia una mejora significativa (p < 0,001) en la resistencia al estrés (35

°C, 8 h) tras ser tratados con DHCA, respecto al control.
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Figura IV.6.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u 8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de DHCA (200 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media £ SEM. La significacion estadistica se calcul6 usando la prueba Chi Cuadrado
(***p < 0,001).

El tratamiento de C. elegans con una concentracion 300 uM de DHCA en
el medio de cultivo ofreci6 mejores resultados, ya que condujo a una mayor
resistencia al estrés tanto en gusanos jovenes como envejecidos, siendo el
aumento significativo (p < 0,001) en el caso del estrés térmico mas prolongado
(35 °C, 8 h) respecto al control (Figura 1V.6.3). En el segundo dia de adulto con
un estrés de 8 h se observd que el porcentaje de supervivencia de C. elegans
paso de un 53 % en los gusanos sin tratamiento a un 74 % en los tratados

previamente con DHCA (Figura 1V.6.3, B), y en el dia 9 de adulto a las 8 h de
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estrés térmico la tasa de supervivencia de los nematodos sin tratamiento fue de
un 27 %, mientras que la de los tratados con DHCA fue de un 48 % (Figura IV.6.3,
D).
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Figura 1V.6.3. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (AyC)u8h (ByD) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de DHCA (300 uM). En cada caso se realizaron tres
experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan la
media + SEM. La significacién estadistica se calculé usando la prueba Chi Cuadrado
(***p < 0,001).

De manera general, los resultados obtenidos en cuanto a mejora de la
termotolerancia producida por el DHCA son similares a los encontrados en los

ensayos con acido cafeico (ver apartado 4.5.1), aunque en ese caso se

147



IV. Resultados y Discusién

obtuvieron efectos mas favorables para una concentracion en el medio de cultivo
de 200 uM que para 300 pM.

Segun nuestro conocimiento, no existen estudios previos sobre los
efectos del DHCA en la resistencia al estrés oxidativo en C. elegans. Como ya
se ha discutido en el apartado 4.5.1, hay algunos trabajos realizados con
compuestos fendlicos relacionados, como acido cafeico (Pietsch et al., 2011),
CAPE (Havermann et al., 2014) o acido clorogénico (Zheng et al., 2017),
encontrando que el tratamiento de C. elegans con concentraciones de estos
compuestos del mismo orden a las aqui ensayadas para DHCA producia un
aumento significativo en la resistencia de los nematodos frente al estrés oxidativo

inducido térmica o quimicamente, en linea con lo observado en nuestro estudio.

4.6.2 Determinacion de los niveles intracelulares de ROS con los reactivos
DCFH-DA y MitoSOX

Se determinaron los niveles intracelulares de ROS en nematodos control
y nematodos previamente tratados con DHCA (200 uM o 300 uM), sometidos o
no a estrés térmico (35 °C, 2 h), en el segundo y noveno dia de adultos.

a) Andlisis de ROS totales con DCFH-DA

Como se puede observar en la Figura IV.6.4, los niveles de ROS totales
determinados el dia 2 de adulto no mostraron ninguna diferencia significativa
entre los gusanos control y los gusanos tratados con DHCA (200 uM). Sin
embargo, en el dia 9 de adulto se observé que el tratamiento con DHCA (200
uM) disminuia significativamente los niveles de ROS, tanto en el grupo sometido
(descenso del 28 %; p < 0,001) como en el no sometido a estrés térmico

(descenso del 16 %; p < 0,01), respecto a los controles respectivos.
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Figura IV.6.4. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de DHCA
(200 uM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). 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 < 0,01y
% < 0,001).

Los resultados obtenidos en los ensayos realizados en presencia de
DHCA 300 uM fueron atn mas evidentes, ya que en este caso se encontré una
disminucion significativa (p < 0,001) en los niveles relativos de ROS ya en
gusanos jovenes (descenso superior al 23 %), tanto en condiciones normales de
crecimiento como tras aplicacion de a estrés térmico, respecto al grupo control

(Figura 1V.6.5). En los ensayos realizados el dia 9 de adulto también se observo
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una disminucion en los niveles relativos de ROS (21 % respecto al control),

significativa (p < 0,001) en los nematodos no sometidos a estrés térmico.
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Figura IV.6.5. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en

C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de DHCA

(300 puM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se

realizaron tres experimentos independientes. Los resultados representan la media +

SEM. La significacién estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (***p <

0,001).

La disminucion en los niveles de ROS totales en las poblaciones tratadas

con DHCA es mas evidente en individuos mas jovenes y a la concentracion de

DHCA mas elevada de las ensayadas (300 uM). Aunque la relacion entre el

grado de reduccion en los niveles de ROS con los también observados aumentos
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en la resistencia al estrés no es directa, los resultados obtenidos sugieren que el
efecto de mejora en la proteccion frente al dafio oxidativo podria estar, al menos
en parte, relacionado con la capacidad antioxidante/antirradicalaria de este
compuesto. Esta observacion no coincide totalmente con la realizada en el caso
del acido cafeico, para el cual la mejora en la resistencia al estrés no siempre se

alineaba con una menor concentracion de ROS.

Como se ha sefalado, no existen, en nuestro conocimiento, estudios
anteriores al respecto sobre los efectos del DHCA en C. elegans, por lo que los
resultados obtenidos no pueden compararse con datos recogidos de la
bibliografia. No obstante, la capacidad antioxidante del DHCA ha sido puesta de
manifiesto en diferentes estudios in vitro. Huang et al. (2004), en ensayos con
una linea celular endotelial humana, encontraron que el DHCA tiene capacidad
directa para captar ROS y también para aumentar la actividad de la eNOS de
manera dosis-dependiente. En células HepG2 también se ha descrito para el
DHCA un efecto hepatoprotector al disminuir los niveles de ROS y ser capaz
recuperar el GSH agotado (Baeza et al., 2016; Wang et al., 2019) y aumentar la
actividad de enzimas antioxidantes y de eNOS (Wang et al., 2019). En células
de adenoma humano LT97, Miene et al. (2011) encontraron que el DHCA era
capaz de aumentar la expresion de GST-2 y reducir la expresion de la
ciclooxigenasa-2 (COX-2), relacionada con una actividad proinflamatoria y
sobreexpresada en cancer de colon, disminuyendo significativamente el nivel de
dafio oxidativo del ADN. Poquet et al. (2008), también demostraron la capacidad
del DHCA para disminuir la citotoxicidad y la produccién de citocinas
proinflamatorias (IL-6 e IL-8) en células Ha-CaT, un modelo de queratinocitos,
sometidas a radiacion UV. De acuerdo con los autores, esos efectos podian
atribuirse tanto a la captacion directa de ROS, a la mejora en las defensas
antioxidantes endogenas y/o a una interferencia con la via implicada en la

estimulacion de citocinas de dafo oxidativo del ADN inducido en estas células.

b) Determinacion de niveles de superoxido con el reactivo MitoSOX

Se determinaron también los niveles de superoxido en los gusanos
cultivados en presencia de 300 uM de DHCA. Como se muestra en la Figura

IV.6.6, el tratamiento con este &cido fendlico provoco una disminucién de los
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niveles relativos de este radical en los nematodos expuestos, aunque no
significativa (p < 0,05), sugiriendo una posible capacidad del DHCA para reducir
el mismo. Los resultados son coherentes con los obtenidos para las ROS
totales, aunque para ellas las diferencias entre los niveles determinados en
gusanos tratados y no tratados con DHCA eran mayores y, en general,
significativas, indicando que el superdxido constituiria sélo una parte de las

ROS captadas por este compuesto fendlico.
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Figura IV.6.6. Niveles relativos de superéxido en C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto,
cultivados en presencia o ausencia de DHCA (300 pM), no sometidos (A y C) y
sometidos a estrés térmico (B y D). 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).
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4.6.3 Estudios de longevidad

Gusanos sincronizados en estado larvario L1 eran cultivados en placas
suplementadas con DHCA (300 uM) hasta alcanzar la fase L4. Posteriormente,
se transferian a placas nuevas también con el compuesto fendlico y a partir de
este momento se comenzaba el recuento de gusanos supervivientes hasta
muerte de toda la poblaciéon. La Figura IV.6.7 muestra las curvas de
supervivencia de los gusanos tratados con DHCA y control (sin tratamiento), y
en la Tabla VI.6.1 se recogen los datos de vida media y méxima. Como se puede
comprobar, el tratamiento con DHCA provocé un aumento significativo (p <
0,001) en la vida media de C. elegans (18,7 £ 0,46 dias), en comparacion con el
grupo control (16,4 + 0,39 dias). Ademas, también se encontré un incremento
significativo (p < 0,01) en la vida maxima (duracion de vida del 10 % de la
poblaciéon mas longeva) en los gusanos tratados con DHCA (28,9 + 0,45 dias)

respecto al grupo control (26,9 + 0,63 dias).
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Figura IV.6.7. Curvas de supervivencia de C. elegans cultivados a 20 °C en ausencia
(control) y presencia de DHCA (300 uM).
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Tabla 1V.6.1. Influencia de DHCA (300 uM) sobre la duracién media y maxima de vida
de C. elegans en condiciones normales de crecimiento a 20 °C. Los resultados

representan la media £ SEM (n = 3).

. Vida media p vs Control Vida méaxima 10 % b Vs
Tratamiento (dias) (Log-Rank) (dias)* Control
9 (ANOVA)
Control 16,4 + 0,39 26,9 + 0,63
DHCA (300 pMm) 18,7 + 0,46 0,001 28,9+ 0,45 0,014

* Tiempo promedio de vida del 10% de la poblacién mas longeva.

Como se ha indicado anteriormente, no se conocen estudios sobre los
efectos del DHCA en C. elegans, por lo que estos datos no pueden ser
comparados con informacion previa obtenida de la bibliografia. En todo caso, los
resultados encontrados coinciden basicamente con los obtenidos para el CA (ver
apartado 4.5.3). Nuevamente, el aumento en la longevidad inducido por el DHCA
se acompafia de una mejora en la resistencia de los animales al estrés oxidativo,
como ha sido puesto de manifiesto en estudios realizados por otros
investigadores con distintos compuestos fendlicos, incluyendo acido cafeico y
derivados (Pietsch et al., 2011; Havermann et al., 2014; Zheng et al., 2017),
pudiendo realizarse, en este sentido, las mismas consideraciones que en el

apartado 4.5.3.

4.6.4 Estudio de los mecanismos moleculares implicados en los efectos del

acido dihidrocafeico

Al igual que para el CA, se realizaron estudios de expresion génica con el
objeto de profundizar en los mecanismos moleculares implicados en los efectos
del DHCA. En particular, se analiz6 la expresion de diversos genes de la ruta de
sefalizacion de insulina/IGF-1 (daf-16, daf-18, skn-1, ctl-1, hsp-16.2, hsf-1 y sod-
3) y un gen de sirtuinas (sir-2.1) mediante RT-gPCR en gusanos tratados
previamente con DHCA (300 uM) en condiciones normales de crecimiento y tras
ser sometidos a estrés térmico (5 h, 35 °C). Los resultados obtenidos se resumen

en la Figura IV.6.8.
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(4]

»
(4]

]

*

T

daf-16 daf-18 skn-1 ctl-1  hsp-16.2 hsf-1 sod—3 sir-2. 1

[

Niveles relativos de ARNm
o im
i) 3}

o

Control mDHCA (300 pM)

B) Gusanos sometidos a estrés

Niveles relativos de ARNm

daf-fﬁ daf-?B skn-1 ctl-1 hsp-?ﬁ 2 hsf- sod-3 sir-2.1
Control =DHCA (300 pM)

Figura IV.6.8. Efecto de DHCA sobre la expresion de los genes daf-16, daf-18, skn-1,
ctl-1, hsp-16.2, hsf-1, sod-3 y sir-2.1 en C. elegans cultivados en ausencia (controles) y
presencia de DHCA (300 yM), en gusanos no sometidos (A) y tras ser sometidos a
estrés térmico (35 °C, 5 h) (B). El nivel de expresién fue determinado por RT-gPCR,
empleando act-1 como control interno. Se realizaron nueve experimentos
independientes con los nematodos sin estrés (A) y tres experimentos independientes en
los nematodos sometidos a estrés (B). Los resultados representan la media + SEM. La
significacion estadistica se calculé6 mediante ANOVA de un factor (* p < 0,05, **p < 0,01
y ***p < 0,001).
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Las observaciones realizadas son similares a las encontradas para el CA,
de manera que el tratamiento con DHCA induce una sobreexpresion de los
genes daf-16, sod-3, daf-18, hsf-1y sir-2.1 en los gusanos no sometidos a estres,
en tanto que en los sometidos a estrés sdlo se mantiene la sobreexpresion de
sod-3 mientras que la expresién de hsf-1 disminuye. De manera resumida, se
pone nuevamente de manifiesto que los efectos del DHCA en C. elegans
parecen implicar la activacion del factor de transcripcion DAF-16, clave como se
dijo en la ruta IIS, y del gen sod-3, que codifica una superéxido dismutasa, que
podria contribuir al control de los niveles de especies reactivas de oxigeno, que,
como se ha visto en el apartado 4.6.2, estan siempre disminuidas en los gusanos
tratados con DHCA. Al igual que para el CA, queda en cuestion el papel de los
genes de resistencia a estrés térmico, en particular, de hsf-1, para el cual resulta
dificil explicar la disminucion significativa en su expresion encontrada en
presencia de DHCA vy estrés. La discusion que en este sentido puede realizarse
es la misma que ya se ha efectuado para el 4cido cafeico y no parece oportuno
insistir en los mismos aspectos, por o que nos remitimos a los comentarios
recogidos en el apartado 4.5.4. Por otro lado, la disminucion en la expresion del
gen daf-18 en los nematodos sometidos a estrés térmico podria estar
relacionada con la modulacion ejercida por el DHCA de otros factores
relacionados con este gen, como son DAF-2 0 AGE-1, que regulan positivamente
la ruta de la insulina (Murphy y Hu, 2013; Liu et al., 2014). Seria necesario
profundizar en este sentido para explicar la disminucién de DAF-18 en los
gusanos sometidos a estrés térmico agudo y tratados con DHCA. Hay que indicar
que no existen, en nuestro conocimiento, estudios previos con relacion a la
influencia del DHCA sobre expresion de los genes estudiados en el presente
trabajo, por lo que no se pueden comparar los resultados encontrados con datos

obtenidos por otros autores.

4.6.3 Conclusiones parciales

El tratamiento con DHCA (200 uM y 300 puM) induce un aumento en la
supervivencia de C. elegans sometido a estrés térmico, mas significativo a la
concentracion 300 uM de DHCA en el medio de cultivo. La exposicion a DHCA

(300 uM) también conduce a un aumento significativo en la vida media (18,7
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0,46 dias) y maxima (28,9 £ 0,45 dias) de C. elegans, en comparaciéon con el
grupo control no tratado (16,4 £ 0,39 dias y 26,9 + 0,63 dias, respectivamente).
Ademas, el tratamiento con DHCA lleva a una reduccion en las concentraciones
de ROS, lo que podria estar relacionado con la mejora en la resistencia al estrés
producida por este compuesto.

Los ensayos de expresion génica realizados por RT-gPCR pusieron de
manifiesto que los efectos favorables del DHCA sobre estrés oxidativo y
longevidad, al igual que para el CA, podrian implicar la activacion de varios genes
relacionados con ruta de la insulina/IGF-1, como daf-16, daf-18, hsf-1 y sod-3,
asi como un gen de sirtuinas (sir-2.1). Particularmente acentuado es el aumento
inducido por el DHCA en la expresion del gen sod-3, que podria estar relacionado
con el descenso de los niveles de ROS observado en C. elegans tratado con
DHCA. Sin embargo, la disminucion en la expresion de hsf-1 (significativa) y daf-
18 (no significativa) en los gusanos sometidos a estrés térmico y tratados con
DHCA, no deja claro el papel de estos factores de transcripcién en condiciones
de estrés térmico. Seria necesario, por lo tanto, realizar estudios adicionales para

establecer la implicacion de los mismos en los efectos ejercidos por DHCA.
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4.7 Estudios con acido 3-(4-hidroxifenil)-propiénico

El acido 3-(4-hidroxifenil)-propiénico (3-4HPA) (Figura IV.7.1) es un
metabolito fendlico producto de la degradacién de distintos compuestos
fendlicos, como las flavanonas, flavonas, flavan-3-oles, entre otros, por accion
de la microbiota col6nica (Aura, 2008; Marin et al., 2015). Este compuesto ha
sido descrito como el metabolito fendlico mas abundante en plasma tras el
consumo agudo de zumo de arandanos, rico en antocianos, flavonoles, flavan-
3-oles y acidos fendlicos (Feliciano et al., 2017). Ademas, el 3-4HPA también ha
sido identificado como el principal producto urinario después de una ingesta
aguda de teaflavinas (Pereira-Caro et al., 2017). Sin embargo, existe muy poca
informacion acerca de la actividad bioldgica de este metabolito, para el que se
ha descrito actividad antioxidante y antinflamatoria in vitro (Zhang, Y.Y. et al.,
2018).

En el presente trabajo se llevan a cabo estudios para evaluar la influencia
del 3-4HPA en la resistencia frente a estrés oxidativo inducido térmicamente y
en los niveles de ROS intracelular en C. elegans.

O
OH
HO

Figura IV.7.1. Estructura del &cido 3-(4-hidroxifenil)-propionico.
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4.7.1 Ensayos de estrés térmico

Como con el resto de los metabolitos, el objetivo de este ensayo fue
verificar si los gusanos previamente tratados con 3-4HPA (200 uM) mejoraban
su resistencia frente al estrés oxidativo inducido térmicamente. La aplicacion del
estrés se realizo en dos estados de desarrollo del nematodo: segundo y noveno
dia de adulto. Los nematodos eran cultivados en medio NGM que contenia 3-
4HPA desde que entraban en la fase larvaria L1, hasta el dia del ensayo, en que
eran sometidos a una temperatura de 35 °C durante 6 y 8 h, para después
comparar su tasa de supervivencia con la de una poblacion control de nematodos
sometida a las mismas condiciones de estrés, pero cultivada en ausencia del

compuesto.

La Figura IV.7.2 muestra los porcentajes de supervivencia de los
nematodos tras ser sometidos a estrés térmico durante 6 y 8 horas a 35 °C. Se
puede observar que en ninguno de los casos se encontraron diferencias
significativas (p <0,05) entre los grupos control y los individuos tratados con 3-
4HPA (200 pM), lo que indica que este metabolito no ejerce influencia sobre la

resistencia al estrés en C. elegans a la concentracion ensayada.

Estos resultados difieren de los obtenidos en los estudios con DHCA
(acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-propidnico), compuesto con estructura similar, para
el cual si se encontraba una mejora en la resistencia al estrés térmico (35 °C, 8
h) en los gusanos tratados con la misma concentracion (200 pM; Figura IV.6.2).
La diferencia podria ser quizas explicada por la presencia del grupo catecol en
el DHCA, que le conferiria mayor capacidad antioxidante (Bors et al., 1990). Esta
suposicion se ve, en parte, reforzada por la menor influencia que el tratamiento
con 3-4HPA tiene sobre los niveles de ROS (ver apartado 4.7.2) comparado con
el encontrado para DHCA (ver apartado 4.6.2).
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Figura IV.7.2. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico
(35°C)durante 6 h (Ay C)u 8 h (By D) en el segundo y noveno dia de adulto, cultivados
en ausencia (controles) o presencia de 3-4HPA (200 uM). En cada caso se realizaron
tres experimentos independientes (300 gusanos por grupo). Los resultados representan
la media + SEM. La significacion estadistica se calcul6é usando la prueba Chi Cuadrado
(p < 0,05).

4.7.2 Determinacion de niveles intracelulares de ROS

Se determind el efecto ejercido por el tratamiento con 3-4HPA (200 pM)
sobre los niveles de ROS totales en gusanos sometidos 0 no a estrés térmico

(35 °C, 2 h), en el segundo y noveno dia de adultos.

Como se puede observar en la Figura 1V.7.3, los ensayos realizados el
dia 2 de adulto mostraron una disminucion en los niveles relativos de ROS para
el grupo tratado con 3-4HPA con respecto a los animales no tratados. La

diferencia fue significativa (p < 0,001) para el grupo de tratamiento sometido a
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estrés térmico con un 24 % disminucion de los niveles de ROS, respecto al grupo
control (Figura IV.7.3, B). En los ensayos realizados el noveno dia de adulto de
los nematodos, por el contrario, se encontré un aumento significativo (p < 0,05)

del 12 % en los niveles de ROS para el grupo tratado con 3-4HPA tras aplicacién
del estrés (Figura 1V.7.3, D).
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Figura IV.7.3. Niveles intracelulares relativos de ROS, determinados con DCFH-DA, en
C. elegans en los dias 2 y 9 de adulto, cultivados en presencia o ausencia de 3-4HPA
(200 pM), no sometidos (A y C) y sometidos a estrés térmico (B y D). En cada caso se
realizaron tres experimentos independientes. Los resultados representan la media +

SEM. La significacién estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (*p < 0,05y
***pn < 0,001).
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Estos resultados parecen indicar que el 3-4HPA tiene capacidad para
inducir un descenso en los niveles de ROS en una etapa joven de C. elegans,
mientras que la exposicion prolongada al mismo tendria efectos prooxidantes o,
cuando menos, no protegeria contra al aumento de ROS inducido por aplicacion
de un estrés. Como se ha comentado en apartados anteriores, un nivel ligero de
estrés, como el que puede inducir la exposicién a algunos compuestos fendlicos,
puede ser beneficioso al provocar una activacion en los mecanismos de defensa
enddgenos, haciendo que la célula esté més preparada para soportar un estrés
de mayor intensidad (Halliwell, 2008; Tang y Halliwell, 2010). Esta podria ser una
explicacion para el efecto reductor de ROS encontrado a corto plazo, sin
embargo, el tratamiento prolongado con 3-4HPA estaria ya provocando un nivel
de estrés superior al que podrian regular eficazmente las defensas antioxidantes
enddgenas, lo que disminuiria la capacidad de las células para eliminar el exceso
de ROS y quizas explicaria el aumento de ROS encontrado en los gusanos

envejecidos al ser sometidos a estrés térmico.

Como se comentd anteriormente, existe muy poca informacion acerca de
la actividad biolégica de 3-4HPA vy, segun nuestro conocimiento, no existen
trabajos previos con este metabolito in vivo. Sin embargo, en un estudio in vitro
Zhang, Y.Y. et al. (2018) describieron actividad antioxidante y antiinflamatoria
para el 3,4-HPA, encontrando que el tratamiento con 3,4-HPA producia una
disminucion en los niveles de ROS y de citocinas proinflamatorias (IL-6 y IL-1p3)

en las células espumosas con inflamacién inducida por (LDL-0x).

Al igual que se discutié para otros acidos fenolicos ensayados en este
trabajo, no siempre puede establecerse una relacion directa entre los niveles de
ROS determinados y la resistencia al estrés térmico en las condiciones
estudiadas, como también se pone de manifiesto en los resultados ahora
obtenidos, donde las variaciones en las ROS no se acomparfian de mejora en la

termotolerancia con relacion a las poblaciones control del gusano.

4.5.2 Conclusiones parciales

El tratamiento con 3-4HPA (200 pM) no tiene influencia sobre la
resistencia al estrés oxidativo inducido térmicamente en C. elegans, lo que difiere

de lo observado en el caso del DHCA (acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-propiénico),
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compuesto de estructura similar, para el que se habia encontrado la induccién
de cierta mejora en la resistencia al estrés. La presencia de un grupo catecol en
el DHCA del que carece el 3-4HPA podria estar en el origen del diferente

comportamiento, ya que el mismo conferiria mayor capacidad antioxidante.

El 3-4HPA muestra capacidad para inducir un descenso en los niveles de
ROS en gusanos jovenes, pero no en individuos envejecidos. Una posible
explicacion podria ser que el tratamiento prolongado con 3-4HPA conduzca a un
nivel de estrés superior al que podrian regular eficazmente las defensas
antioxidantes endogenas, disminuyendo la capacidad de las células para
eliminar la produccion de ROS inducida por la aplicacion del estrés. En definitiva,
a largo plazo, el 3-4HPA estaria mostrando una actividad pro-oxidante. Al igual
que para otros acidos fendlicos, la resistencia a estrés térmico no parece guardar
relacion directa con los niveles de ROS totales.
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4.8 Preparacion y caracterizacion de sulfatos del &cido

protocatéquico

Los compuestos fendlicos son, en general, escasamente absorbidos y
extensamente biotransformados en el cuerpo humano, ya sea por enzimas de
las fases | y Il del metabolismo o por la microbiota intestinal. La mayoria de los
compuestos fendlicos consumidos alcanza el intestino grueso, donde interactdan
con la flora coldnica y son degradados a una gama de metabolitos que pueden
ser bioactivos y contribuir a los efectos para la salud asociados a los compuestos
originales (Crozier et al., 2009; Valdés et al., 2015; Toméas-Barberan et al., 2016;
Williamson y Clifford, 2017). De hecho, las concentraciones en plasma y orina
de los metabolitos fendlicos microbianos son normalmente mas altas que las de
los metabolitos de fase Il derivados de la absorcién de compuestos fendlicos en
el intestino delgado (Rechner et al., 2002; Serra et al., 2012; Czank et al., 2013;
De Ferrars et al., 2014a,b). En general, los sulfatos fendlicos se han indicado
como metabolitos abundantes de los compuestos fendlicos en plasma humano
(Pimpé&o et al., 2015).

El 4cido protocatéquico se produce en el organismo humano como un
metabolito de la degradacion de los compuestos fendlicos por la microbiota
intestinal, particularmente de flavonoides como antocianos, flavonoles o
procianidinas (Masella et al., 2012). El PCA puede ser absorbido a través del
epitelio intestinal y alcanzar la circulacion sistémica. Una vez absorbido, sufre
una serie de modificaciones estructurales a través de procesos de conjugacion,
que ocurren principalmente en el higado, dando lugar a formas sulfatadas y
glucuronidadas que pueden distribuirse a los tejidos, reciclarse al intestino o ser
excretadas por orina (Crozier et al., 2010; Del Rio et al., 2013). Se han
encontrado concentraciones relevantes de conjugados de PCA en plasma, orina
y heces después del consumo de dietas ricas en compuestos fendlicos (Czank
et al., 2103; De Ferrars et al., 2014a,b; Pimpéo et al., 2014, 2015). Czank et al.
(2013) determinaron concentraciones de conjugados de fase Il (sulfatos,
glucuronidos y metilados) de PCA en orina humana de 5540 + 490 nM después
del consumo de 500 mg de cianidina-3-O-glucésido marcado con *3C,

alcanzando el nivel maximo 24 h después de la ingesta. De Ferrars et al. (2014a)
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encontraron que los sulfatos de PCA constituian el grupo principal de metabolitos
fendlicos en plasma, representando el 28,31% del total de metabolitos
detectados 3 h después de una ingesta aguda de 500 mg de extracto de salco
por mujeres postmenopdausicas. De Ferrars et al. (2014b) determinaron
concentraciones maximas de sulfatos de PCA de 157 + 116 nM en suero, y de
1112 + 318 nM y 1244 + 333 nM para PCA-3-sulfato y PCA-4-sulfato,

respectivamente, en orina, tras ingesta de 500 mg antocianos.

Un problema comun para estudiar los efectos y la actividad de los
metabolitos conjugados de compuestos fendlicos, como los sulfatos de PCA, es
la falta habitual de patrones comerciales, por lo que deben prepararse en el
laboratorio. Zhang et al. (2012) y Almeida et al. (2017) describieron
procedimientos para la sintesis quimica de sulfatos de diferentes
hidroxibenzoatos, incluido el &cido protocatéquico. EI método de Zhang et al.
(2012) implicaba la proteccion selectiva de grupos hidroxilo en forma de ésteres
bencilicos o éteres de tert-butildimetilsililo y una posterior sulfatacion con
clorosulfato de tricloroetilo (TCE); finalmente, los grupos protectores (TCE,
bencilo, sililo) se eliminaban por hidrogenacion en condiciones reductoras
suaves. El procedimiento propuesto por Almeida et al. (2017) consistia en la
reaccion de los acidos fendlicos con el complejo trioxido de azufre piridina y

posterior purificacién en una resina de intercambio i6bnico Dowex 50W-X8.

En el presente estudio, se propone otro método sencillo y facilmente
reproducible utilizando triéxido de azufre-N-trietilamina como reactivo de
sulfatacion para la preparacion de sulfatos de PCA. Los compuestos obtenidos
se caracterizan estructuralmente por RMN y se aportan datos sobre sus
caracteristicas espectrales UV y de masas, asi como informacioén sobre su
estabilidad. Se espera que este conocimiento contribuya a la correcta
identificacion de estos metabolitos en muestras biolégicas, y que el
procedimiento propuesto pueda ser utilizado para la preparacion de sulfatos de
PCA en vista de su empleo en estudios sobre su actividad biologica y

mecanismos de accion.
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4.8.1 Preparacion de sulfatos de PCA

Los sulfatos de PCA se prepararon por reaccion del acido fenélico con
tribxido de azufre-N-trietilamina, reactivo que habia sido utilizado previamente en
el laboratorio para la sintesis de sulfatos de flavonoides (Gonzélez-Manzano et
al., 2009). El procedimiento ahora optimizado se describe detalladamente en el
apartado 3.2.10 de la seccién de materiales y métodos. De manera breve, se
utiliza un tiempo de reaccion de 3 h, al cual se alcanza la maxima formacion de
sulfatos, segun se comprob6 por seguimiento mediante HPLC. Como resultado
se obtiene un conjunto de mono- y disulfatos de PCA, junto con PCA sobrante,
que posteriormente se separan por HPLC a escala semipreparativa, para
obtener una fraccion que contiene una mezcla de PCA-3-sulfato y PCA-4-sulfato.
Los dos monosulfatos eluyen a tiempos de retencion muy cercanos, esto hace
muy dificil su separacion cromatogréafica, como también ha sido comprobado por
otros autores (De Ferrars et al., 2014; Pimp&o et al., 2014 y 2015; Almeida et al.,
2017), por lo que la obtencion de los compuestos individuales puros es
complicada. La fraccion obtenida se pasa seguidamente a través de un cartucho
de intercambio iénico Oasis MCX para eliminar la trimetilamina residual, y
finalmente los sulfatos se convierten en sus sales sddicas para mejorar su
estabilidad y se liofilizan. Por este procedimiento se pudieron obtener 128 mg de
una fraccién limpia que contenia la mezcla de los monosulfatos de PCA partiendo
de 500 mg de PCA, lo que represent6 un rendimiento del 15,5%. La Figura IV.8.1

muestra el cromatograma de la fraccion obtenida.

mAU 2
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Figura1V.8.1. Cromatograma de HPLC registrado a 250 nm correspondiente a la mezcla

de monosulfatos de PCA obtenida. Identificacion de los picos: (1) PCA-4-sulfato, y (2)
PCA-3-sulfato.
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Comparado con los métodos descritos anteriormente para la sintesis de
sulfatos de acidos benzoicos (Zhang et al., 2012; Almeida et al., 2017), el
procedimiento propuesto es mas rapido y simple y solo implica una etapa de
reaccion. Se emplea un reactivo de sulfatacion diferente (triéxido de azufre-N-
trietilamina) y se evita el uso de piridina, lo que lo hace més seguro y facilita la
eliminacién del disolvente y del exceso de reactivo. En los ensayos preliminares
que se realizaron para la optimizacion de método se verific6, de hecho, que
cuando se empleaba piridina se producian pérdidas de los productos durante la
eliminacion del disolvente, como también pusieron de manifiesto Almeida et al.
(2017).

4.8.2 Caracteristicas espectrales de absorcién y de masas de los sulfatos
de PCA

El andlisis por ESI/MS de los picos 1y 2 del cromatograma de la Figura
IV.8.1 confirmd que poseian el mismo ion pseudomolecular [M-H] de m/z 233,
correspondiente a monosulfatos de PCA, y que también mostraban el mismo
patron de fragmentacién MS2 dando lugar a fragmentos de m/z 189, 153 y 109.
El ibn de m/z 189 puede atribuirse a la pérdida de CO2 ([M-H-44]) del grupo
carboxilo del PCA, lo que indica que este grupo funcional no esta sustituido y
confirma que el resto sulfato se encuentra localizado sobre uno de los hidroxilos
fendlicos. El fragmento de m/z 109 se atribuye a la pérdida adicional del grupo
sulfato ([M-H-44-80]), mientras que el fragmento de m/z 153 corresponde al

acido protocatéquico por pérdida del grupo de sulfato ([MH-80]) (Figura 1V.8.2).
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Figura I1V.8.2. Fragmentacién MS? de los picos 1 y 2 del cromatograma de la Figura
IV.8.1, correspondientes a los monosulfatos de PCA (i6bn pseudomolecular [m-H] de m/z
233).

Para ambos compuestos, el fragmento MS2 mayoritario (100% de
abundancia relativa) era el correspondiente a PCA (m/z 153), con ligeras
diferencias en las abundancias relativas de los otros dos fragmentos. Para el
pico 1, la abundancia del ion de m/z 109 fue del 74% y del ion de m/z 189 del
5%, mientras que para el pico 2 la abundancia de iones fue del 78% (m/z 109) y
del 4% (m/z 189). Curiosamente, los picos poseian diferentes espectros UV. El
pico 1 presentaba dos bandas de maxima absorcion a 242 nm y 294 nm,
mientras que el pico 2 sélo mostraba una a 254 nm (Figura 1V.8.3). La existencia
de diferente patréon de fragmentacién y, sobre todo, en forma del espectro UV
son caracteristicas que podrian permitir la asignacion de la identidad de los picos

en una muestra con una composicion desconocida.

254 nm
242 nm 1004

294 nm

. —r T —TT T v
250 300 350 400 250 300 350 400

Figura IV.8.3. Espectros UV de los picos 1 (A) y 2 (B) del cromatograma de la Figura
Iv.8.1.
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4.8.3 Analisis por RMN

El espectro de RMN de la mezcla de monosulfatos de PCA revel6 dos
series de picos analogos con dos dobletes y un singlete para cada serie. Las
graficas COSY, HMBC y HSQC (Figuras IV.8.4-6) no mostraron interacciones
entre las dos series de picos, confirmando la existencia de dos compuestos
diferentes. Enla Tabla IV.8.1 se presentan los valores obtenidos en los espectros
RMN de 'H y de 13C y las asignaciones de los desplazamientos de los protones
y carbonos en cada posicion del anillo aromatico realizado en base a los
espectros bidimensionales *H-13C HMBC y HSQC. Los resultados estuvieron de
acuerdo con los datos predichos por el software Perkin Elmer ChemDraw
Professional 16.0.1.4 (77), con pequefias modificaciones en el desplazamiento
de los protones en la posicion 2 para PCA-3-sulfato y en la posicion 5 para PCA-
4 sulfato. Estas diferencias se explican por la influencia del grupo de sulfato
adyacente, que tiene una rotacion libre y puede adoptar una conformacién dando
lugar a una interaccion mayor de la esperada tedricamente. El compuesto
mayoritario de la mezcla se asigné a PCA-3-sulfato, para el que se encontré que
el protdn en posicién 2 aparecia a 7,76 ppm y experimentaba un cambio a un
campo mas bajo del previsto tedéricamente (6,85 ppm), mientras que el
desplazamiento del protdn H5 no se modificaba con respecto al esperado. En el
compuesto minoritario (PCA-4-sulfato), el proton H5 experimentaba un
desplazamiento de campo mas bajo (7,14 ppm) del esperado teéricamente (6,85
ppm), lo que se explicaria por la interaccién con el grupo sulfato adyacente. De
acuerdo con lo determinado por RMN, la proporcién entre los dos sulfatos era de
1:2,5. La identificacion de PCA-3-sulfato como el compuesto mayoritario permite
asignarlo al pico 2 en el cromatograma de la Figura 1V.8.1 y, por tanto, el pico 1,

para que se obtenia una sefial de RMN mas baja, se asigno al PCA-4-sulfato.
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Figura 1V.8.4. Espectro de correlacion RMN *H-'H COSY en 2D de PCA-3-sulfato y
PCA-4 sulfato (400 MHz, DMSO-d6).
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Figura IV.8.5. Espectro de correlacion RMN H-*C HSQC en 2D de PCA-3-sulfato y del
PCA-4 sulfato (400 MHz/100 MHz, DMSO-d6).
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Figura IV.8.6. Espectro de correlacion RMN H-*C HMBC en 2D de PCA-3-sulfato y del
PCA-4 sulfato (400 MHz/100 MHz, DMSO-d6).

172



IV. Resultados y Discusién

Tabla 1V.8.1. Datos de los espectros RMN de H y de *C NMR, y correlaciones HMBC
obtenidas para PCA-3-sulfato y PCA-4 sulfato determinados en DMSO deuterado.

Posicion & 'H (ppm); m; J (Hz) 8 13C (ppm) HMBC
PCA-3-sulfato
1 125,2 H2, H5
2 7,76, s? 124,1 H6
H2, H5,
3 140
H6
H2, H5,
4 152,3
H6
5 6,80, d, J=8,0 116,2 H6
6 7,50, d, J=8,4 126,5 H2, H5
Carbonilo 169 H2, H6
PCA-4-sulfato
1 148,1 H2, H5
7,40, s 118,1 H6
148,1 H5, H2
H2, H6,
4 143,2
H5
5 7,14, d, J=9,2 121,4
6 7,31, d, J=9,8 120,7 H2
Carbonilo 169 H2, H6

as, singlete; d, doblete.

4.8.4 Estabilidad de los sulfatos liofilizados

El extracto que contenia los dos sulfatos se liofilizé y almacen6 en un
desecador a temperatura de laboratorio durante 3 meses. En los dias 1, 15, 30,
60 y 90, se peso una cantidad de 2 mg y se disolvid en agua ultrapura, para
obtener una concentracion final de 0,1 mg/mL, que se analiz6 por HPLC. De
acuerdo con las areas de los picos registradas a 250 nm (Tabla IV.8.2), se puede
considerar que los compuestos liofilizados solo mantenian una estabilidad
razonable durante aproximadamente 15 dias (88% del area del pico inicial para
PCA-4-sulfato y 85% para PCA-3-sulfato) para caer luego rapidamente hasta el
2% de su concentracion inicial en el dia 30 de almacenamiento. Esta pérdida se
atribuyd principalmente a la escision del resto sulfato para liberar PCA, como se

observé en los cromatogramas. La estabilidad de los dos sulfatos era similar.
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Tabla 1V.8.2. Evolucion de las &reas (mAU) de los picos cromatograficos de PCA-4-
sulfato y PCA-3-sulfato registrados a 250 nm a lo largo de 3 meses de almacenamiento

del extracto liofilizado a temperatura de laboratorio.

Tiempo PCA-4-sulfato (mAU) PCA-3-sulfato (mAU)
(dias)
L 1203,6 5940,4
(100%*) (100%)
15 1062,3 5095,5
(88%) (85%)
23,4 163,8
30
(2%) (2,7%)
18 123,6
60
(1,5%) (2%)
0 132,3
90
(0%) (2,2%)

* entre paréntesis se indica el porcentaje de area de cada pico
con relacién al dia 1.

4.8.5 Conclusiones parciales

Se optimizé un procedimiento de hemisintesis para la preparacion de
sulfatos del acido protocatéquico. EI método propuesto presenta la ventaja de
ser mas simple en comparaciéon con otros descritos en la bibliografia, ya que
implica una sola etapa de reaccién, emplear un reactivo de sulfatacion (trioxido
de azufre-N-trietilamina) y disolventes més faciles de eliminar y seguros, y una
cinética de la reaccion més rapida. Por este método se consigui6 obtener PCA-
3-sulfato y PCA-4-sulfato, con un rendimiento del 15,5%, que se caracterizaron
por HPLC-DAD-ESI/MS y RMN. Estos metabolitos son de interés para su uso
posterior en ensayos in vivo e in vitro para el estudio de la actividad biolégica y
mecanismos implicados en los efectos de los compuestos fendlicos de la dieta.
Los sulfatos de PCA preparados y los datos obtenidos sobre sus caracteristicas
analiticas, especialmente el comportamiento diferencial observado en los
espectros UV, son asimismo de gran utilidad como estandares analiticos para la

identificacion de metabolitos fendlicos en muestras de composicion desconocida.
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Los acidos fendlicos estudiados (acido protocatéquico (PCA), acido
vanilico (VA), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DHPAA), acido 3-(4-hidroxifenil)-
propionico (3-4HPA), éacido dihidrocafeico (DHCA) y acido cafeico (CA))
conducen, en general, a efectos favorables sobre la resistencia al estrés
oxidativo en C. elegans. No obstante, se observan diferencias en funcion de la
concentracion y del compuesto ensayados. En este sentido, parece apuntarse
qgue el aumento de concentracion por encima de determinados valores puede

producir efectos adversos.

En los ensayos realizados con los acidos PCA, CA, y DHCA la modulacion
de los niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) podria estar relacionada
con la capacidad de estos compuestos para mejorar la resistencia al estrés
térmico. Sin embargo, esta premisa no se cumple para el resto de acidos
estudiados, por lo que no se puede establecer de forma general la existencia de
una relacion, al menos directa, entre niveles de ROS y grado de resistencia a

estrés del nematodo.

El tratamiento con CA y DHCA a las concentraciones ensayadas produce
un aumento significativo en la vida media y maxima de C. elegans, resultado que
no se observa en el caso del PCA. Los tres compuestos, sin embargo, mejoran
la resistencia a estrés oxidativo, lo que parece indicar que subyacen mecanismos
diferentes en los efectos inducidos por los mismos sobre longevidad y estrés

oxidativo.

En estudios de expresion génica se puso de manifiesto que los efectos
favorables de CA y DHCA sobre estrés oxidativo y longevidad podrian implicar
la activacion de varios genes relacionados con ruta de la insulina/IGF-1, en
particular daf-16, daf-18, hsf-1 y sod-3, asi como un gen de sirtuinas (sir-2.1). Sin
embargo, en condiciones de estrés térmico solo se continuaba observando
sobreexpresion de sod-3, mientras que se producia una disminucién significativa
en la expresion de hsf-1. Este resultado inesperado pone en duda el papel de
este factor de transcripcion en los mecanismos de accion de los compuestos,
seflalando que tienen que existir otras rutas no contempladas en el presente

trabajo para explicar los efectos inducidos por estos acidos.
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Se puso a punto un método para la preparacion de sulfatos de PCA, que
permitié obtener y caracterizar estructuralmente PCA-3-sulfato y PCA-4-sulfato.
El procedimiento desarrollado hace posible disponer de estos metabolitos para
realizar estudios in vitro e in vivo sobre la actividad bioldgica y mecanismos de
los compuestos fendlicos de la dieta. Asimismo, los datos obtenidos sobre sus
caracteristicas analiticas, especialmente el comportamiento diferencial
observado en los espectros UV, son también de gran utilidad para el empleo
como referencias analiticas en la identificacion de estos metabolitos en muestras

de composicién desconocida.
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Abstract: Protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid; PCA) is a phenolic acid present in plants
as a secondary metabolite and is also produced in the human organism as a metabolite from the
degradation of polyphenols by the intestinal microbiota, particularly of flavonoids. However, PCA,
like most polyphenols, is biotransformed in the human body to different conjugates as sulfates,
which are found circulating in blood and could be involved in the bioactivity of the original compound.
This paper describes a simple process for the preparation of PCA monosulfates with satisfactory yields.
Two compounds were obtained that were identified as PCA-3-sulfate and PCA-4-sulfate by mass
spectrometry and 'H and 3C nuclear magnetic resonance using one- and two-dimensional techniques
(heteronuclear single-quantum coherence and heteronuclear multiple-bond correlation). Differential
MS fragmentation behavior and UV spectra were observed for each compound, which could be used
for their identification in samples of unknown composition. The described procedure can be used for
the preparation of these polyphenol metabolites in view of their use in in vivo and in vitro studies,
as well as standards for their analysis in biological fluids, to contribute to the elucidation of biological
effects of dietary polyphenols.

Keywords: polyphenols; phenolic metabolites; phase II conjugates; phenolic acids; sulfates;
hemisynthesis; identification

1. Introduction

Most polyphenols are poorly absorbed and largely biotransformed in the human body, either by
phase I and II enzymes of the metabolism or by gut microbiota, so that metabolites represent the main
circulating forms of dietary polyphenols in the organism and may ultimately be responsible for the
reported bioactivity of the original compounds [1]. Most of the consumed polyphenols usually reach
the gut, where they interact with the microbiota and can be degraded to a range of products that may
be bioactive [2—4]. As a matter of fact, the concentrations in plasma and urine of microbial phenolic
metabolites are normally higher than those of the metabolites derived from polyphenols uptake in
the stomach or small intestine [5-9]. In general, phenolic sulfates have been indicated as abundant
metabolites of polyphenols in human plasma [10].

Protocatechuic acid (3,4-dihydroxybenzoic acid; PCA) is a phenolic acid present in plants as a
secondary metabolite produced through the shikimic acid pathway [11]. As such, it is commonly
found in fruits, vegetables, grains and spices, such as grapes, berries, onions, brown rice, rosemary,
and cinnamon, among others [12]. PCA is also produced in the human organism as a metabolite
from the degradation of polyphenols by the intestinal microbiota, particularly of flavonoids like
anthocyanins, flavonols or procyanidins [13]. It may be absorbed through the intestinal epithelium and
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reach systemic circulation. After uptake, PCA undergoes structural modifications through conjugation
processes, mostly occurring in the liver, giving rise to sulfated and glucuronidated forms that can be
distributed to the tissues, recycled back to the intestine, or excreted in urine [14,15]. PCA conjugates
have been detected in relevant concentrations in plasma, urine, and feces after consumption of
polyphenol-rich diets [7-10,16]. Concentrations of phase II conjugates (sulfates + glucuronides) of PCA
up to 5,540 + 490 nM were determined in urine by Czank et al. [7] following consumption of 500 mg of
13C-labelled cyanidin-3,0-glucoside by healthy humans, reaching maximum level 24 h after intake.
In the same intervention study, maximum concentrations of PCA sulfates of 157 + 116 nM were found
in serum with a tmax of 11.4 + 3.8 h, while maximum urinary concentrations of 1112 + 318 nM and
1244 + 333 nM were found for PCA-3-sulfate and PCA-4-sulfate, respectively, 1-2 h after anthocyanin
intake [9]. Both sulfates were also detected in feces with maximum recoveries of 30.0 + 27.7 g
(PCA-3-sulfate) and 23.0 + 18.1 ug (PCA-4-sulfate) at 6-24 h post-bolus from 500 mg of anthocyanidin
consumption [9]. De Ferrars et al. [8] found that PCA sulfates constituted the main group of phenolic
metabolites in plasma, representing 28.31% of total detected metabolites 3 h after an acute intake
of 500 mg of an elderberry extract by post-menopausal women. Concentrations of PCA sulfates
determined at 3 h after intake were 2014 + 1765 nM/mM creatinine and 358 nM in urine and plasma,
respectively, higher than those of PCA glucuronides (495 + 190 nM/mM creatinine and 29 nM) and
non-conjugated PCA (1534 + 1232 nM/mM creatinine and 24 nM) [8].

Different biological and pharmacological activities have been ascribed to PCA, including
antioxidant, antimicrobial, anticancer, antiulcer, antidiabetic, antiaging, anti-inflammatory,
and analgesic properties, as well as cardiovascular, hepatic, neurological, and nephron protective
effects [11,12]. As for PCA sulfates, some authors have reported anti-inflammatory effects in in vitro
assays. Thus, PCA sulfates have been shown to reduce the production of proinflammatory biomarkers of
coronary risk, such as interleukin-6 (IL-6) [17] and soluble vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1)
in human endothelial cells [17,18]. In addition, PCA-3-sulfate was demonstrated to significantly reduce
liposaccharide induced tumor necrosis factor alpha (LPS-TNF-«) secretion and decrease interleukin-1
beta (IL-1f3) in THP-1 monocytes [19].

A common problem when studying the effects and activity of conjugated metabolites of phenolic
compounds, such as PCA sulfates, is the usual lack of commercial standards, so they must be prepared
in the laboratory. Procedures for the chemical hemisynthesis of sulfates of different hydroxybenzoates
that are common metabolites of flavonoids, including protocatechuic acid, were previously described
by Zhang et al. [20] and Almeida et al. [21]. The method by Zhang et al. [20] involved the selective
protection of hydroxyl groups in the form of benzyl esters or tert-butyldimethylsilyl ethers and further
sulfation with trichloroethyl (TCE) chlorosulfate; finally, the protecting groups (TCE, benzyl, silyl)
were removed by hydrogenation under mild reducing conditions and in HF-pyridine in THF to yield
the corresponding sulfate derivatives. Sulfate derivatives were synthesized by Almeida et al. [21]
by reaction of phenolic precursors with sulfur trioxide-pyridine in anhydrous pyridine and further
purified on a Dowex 50W-X8 ion-exchange resin. The products were then converted into their sodium
salts to improve their stability.

In the present study, another feasible and easily reproducible method using sulfur trioxide-
N-triethylamine as sulfation reagent was proposed for the preparation of PCA sulfates. Furthermore,
UV absorption and mass spectral characteristics, NMR data for their structural characterization, as well
as information about their stability are provided. This knowledge is expected to contribute to the
correct identification of these metabolites in biological samples. Furthermore, the proposed procedure
can be used for the preparation of PCA sulfates in view of their employment in studies on their
biological activity and mechanisms of action.
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2. Results and Discussion

2.1. Preparation of PCA Sulfates

PCA sulfates were prepared via the reaction of the precursor phenolic acid with sulfur
trioxide-N-triethylamine, based on a method previously described for the preparation of flavonoid
sulfates [22]. The reaction was kept for 3 h, at which it was verified that the formation of the sulfates
reached their maximum, as checked by HPLC. The obtained chromatograms showed a not-well
resolved mixture of peaks presenting pseudomolecular ions [M — H]™ at m/z 313 and 233, coherent
with PCA disulfates and monosulfates, respectively, together with some remaining PCA ([M — H]™ at
m/z 153).

Semipreparative HPLC of this crude mixture allowed obtaining different fractions with a mixture
of the two monosulfates in different proportions, but none of them contained a single compound.
The close elution and difficult chromatographic separation of PCA-3-sulfate and PCA-4-sulfate have
also been noticed by other authors [8,10,16,21]. Fractions containing the monosulfates were pooled to
a unique fraction, which was concentrated and passed through an ion exchange cartridge, Oasis MCX,
to remove residual trimethylamine; the sulfates were further converted into their sodium salts and
freeze-dried. Finally, 128 mg of a clean fraction containing the two PCA monosulfates was obtained as
sodium salts, which represented a final yield of 15.5%. Figure 1 shows the HPLC chromatogram of the
obtained extract.

mAU 2
100

80

60

40

20

10 20 30 40 min

Figure 1. HPLC chromatogram recorded at 250 nM corresponding to the mixture of protocatechuic
acid (PCA) monosulfates obtained after semipreparative HPLC fractionation. Peak identification:
(1) PCA-4-sulfate, and (2) PCA-3-sulfate.

Compared to previously described procedures for the synthesis of benzoic acid sulfates [20,21],
the method proposed herein is faster and simpler, and it only involves one reaction step. A different
sulfation reagent (i.e., sulfur trioxide-N-triethylamine) is employed and the use of pyridine is avoided,
making it safer and facilitating the removal of the solvent and reagent excess. In preliminary assays
carried out to optimize the method, it was also checked that partial losses of the products were
produced during the elimination of pyridine, when it was used as a solvent, as also reported by
Almeida et al. [21].

2.2. Absorption and Mass Spectral Characteristics

ESI/MS analysis of peaks 1 and 2 confirmed that they had the same pseudomolecular ion [M — H]~
at mj/z 233, corresponding to PCA monosulfates, and also showed the same MS? fragmentation pattern
yielding product ions at m/z 189, 153, and 109. The ion at m/z 189 can be attributed to the loss of CO,
(IM — H — 44]7) from the carboxyl group of the PCA, indicating that this functional group was not
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substituted and allowing the confirmation of the phenolic hydroxyl groups as location for the sulfate
moieties. The fragment at m/z 109 was due to the further loss of the sulfate group (M — H — 44 — 80]7)
(Figure 2). For both compounds, the main MS? fragment was at m/z 153 (PCA) from the loss of the
sulfate group ([M — H — 80]7), but there were some differences in the relative abundance among the
distribution of the other two fragment ions. For peak 1, the abundance of ion at m/z 109 was 74%, and
at m/z 189 was 5%, while for peak 2 the abundance of ion at m/z 109 was 78% and at m/z 189 was 4%.
Interestingly, the two peaks also possessed different UV spectra (Figure 3). Peak 1 presented two bands
of maximum absorption at 242 nM and 294 nM, whereas peak 2 showed Amax at 254 nM. The existence
of different fragmentation behavior and spectral shapes are characteristic features that might allow the
assignment of peak identities in a given sample with unknown composition.

0] OH
R,=HR,=SO;H
R R,=SO;H R,=H
OR2
H- -SOH - CO,
[__6 on :ch -
. SOH o
[ r
HO HO HO
OH OH OSO3H
m/z 153 m/z 109 m/z 189

Figure 2. MS? fragmentation of the PCA monosulfates (pseudomolecular ion [M — H]™ at m/z 233).
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Figure 3. UV spectra of peaks 1 (A) and 2 (B) in the chromatogram of Figure 1.
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2.3. NMR Analysis

The nMR spectrum of the PCA monosulfates mixture showed two series of analogous peaks,
with two doublets and one singlet for each series. The COSY, HMQC and HMBC plots (see Figures S1-S3,
included as supplementary information) did not show interactions between the two series of peaks,
which confirmed the existence of two different compounds. 'H and *C-NMR data and assignments
of the displacements of the protons and carbons in each position of the aromatic ring, made based
on the two-dimensional spectra 'H-'3C HMBC and HSQC, are shown in Table 1. The obtained
results agreed with data predicted by the Perkin Elmer ChemDraw Professional 16.0.1.4 (77) software,
with minor modifications in the displacement of the protons in position 2 for PCA-3-sulfate and in
position 5 for PCA-4 sulfate. This difference was explained by the influence of the adjacent sulfate
group, which has free rotation and can adopt a conformation in which the interaction is greater than
theoretically expected. The major compound was assigned to PCA-3-sulfate, for which it was found
that the proton in position 2 appeared at 7.76 ppm, undergoing a more significant shift to a lower
field than would theoretically be expected (6.85 ppm), while the proton H5 did not change over the
expected displacement. In the minority compound, PCA-4-sulfate, proton H5 underwent a lower field
displacement (7.14 ppm) than theoretically expected (6.85 ppm), which could be explained by the
interaction of the adjacent sulfate group. The two sulfates showed a proportion of 1:2.5, as determined
by nMR. The identification of PCA-3-sulfate as the major compound allowed it to be assigned to the
peak 2, which showed the largest area in the chromatogram of Figure 1; consequently, PCA-4-sulfate,
the compound with lower nMR signal, was assigned to peak 1.

Table 1. 'H and 13C-NMR data and HMBC correlations obtained for PCA-3-sulfate, and PCA-4 sulfate
determined in deuterated DMSO.

Position. & 'H (ppm); m;J (Hz) & 3C (ppm) HMBC
PCA-3-Sulfate
1 125.2 H2, H5
2 7.76,8* 124.1 Hé6
3 140 H2, H5, H6
4 152.3 H2, H5, H6
5 6.80,d,]=8.0 116.2 Hé6
6 7.50,d,] =84 126.5 H2, H5
Carbonyl 169 H2, H6
PCA-4-Sulfate
1 148.1 H2, H5
2 7.40,s 118.1 Hé6
3 148.1 H5, H2
4 143.2 H2, H6, H5
5 7.14,d,]=9.2 1214
6 7.31,d,]=9.8 120.7 H2
Carbonyl 169 H2, Hé6

s ¥, singlet; d, doublet.

2.4. Stability of the Freeze-Dried Sulfates

The prepared compounds were freeze-dried and stored in a desiccator at room temperature for
three months. On days 1, 15, 30, 60, and 90, 2 mg of the preparation was weighed and dissolved
in ultrapure water to obtain a final concentration of 0.1 mg/mL and analyzed by HPLC to check
stability. According to the peak areas recorded at 250 nM (Table 2), it can be considered that the
freeze-dried compounds only kept reasonable stability for around 15 days (88% of the initial peak
area for PCA-4-sulfate and 85% for PCA-3-sulfate) to then fell quickly, losing up to 98% of their initial
concentration at day 30 of storage. This loss was mainly attributed to the cleavage of the sulfate moiety
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to release PCA, as observed in the chromatograms. The stability of both compounds was very similar
between them.

Table 2. Evolution of the areas (mAU) of the chromatographic peaks of PCA-4-sulfate and PCA-3-sulfate
recorded at 250 nM over 3 months of storage of the freeze-dried compound at room temperature.

Time (days) PCA-4-Sulfate (mAU) PCA-3-Sulfate (mAU)

1 1203.6 (100% *) 5940.4 (100%)
15 1062.3 (88%) 5095.5 (85%)
30 23.4 (2%) 163.8 (2.7%)
60 18 (1.5%) 123.6 (2%)
90 0 (0%) 132.3 (2.2%)

* in brackets it is indicated the percentage of peak area relative to day 1.

3. Materials and Methods

3.1. Standards and Reagents

Protocatechuic acid (PCA), dioxane, trifluoroacetic acid (TFA), acetonitrile, and sulfur trioxide-
N-triethylamine were purchased from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany). Methanol was
purchased from Macron Fine Chemicals™ (Gliwice, Poland), formic acid and ammonia from VWR
(Fontenay-sous-Bois, France), and sodium hydroxide from Panreac (Barcelona, Spain).

3.2. Preparation of PCA Sulfates

The procedure was based on the method previously described in our laboratory for the
hemisynthesis of catechin sulfates [22] with modifications. PCA (500 mg) was dissolved in dioxane
(50 mL) and allowed to react with a 10-fold molar excess of sulfur trioxide-N-triethylamine. The reaction
was carried out under an argon atmosphere in a water bath (40 °C) for 3 h. The sulfation products
precipitated out and the supernatant was decanted. The precipitate was re-dissolved in ultrapure
water and dried on a rotary evaporator. The composition of the extract containing a sulfate mixture
was analyzed by HPLC-DAD-MS, as described in Section 3.3. Products of sulfation were newly
recovered in a minimal volume of ultrapure water, and PCA monosulfates were further fractionated
by semi-preparative HPLC, as described below. The fractions containing the monosulfates were
collected, concentrated, and re-dissolved in 2% formic acid in ultrapure water and loaded into an ion
exchange cartridge, Oasis MCX 3 cc (60 mg), to remove residual trimethylamine. The cartridges were
conditioned with methanol and equilibrated with ultrapure water; the sample was loaded and eluted
with 2% formic acid in ultrapure water, and the sulfates were collected in this step. For greater stability,
the sulfates were converted into their sodium salts as described by Almeida et al. [21], with 0.5 M
sodium hydroxide, and freeze-dried. The identity and purity of the compounds were checked by nMR,
as described below. The stability of the freeze-dried compounds was evaluated by HPLC from the
areas of their chromatographic peaks recorded at 250 nM for 3 months.

3.3. HPLC-DAD-MS Analyses

An Agilent 1200 series HPLC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) provided
with a quaternary pump and a diode array detector (DAD) and controlled by the ChemStation
software (version B.04.01) was used. The column was an Agilent Poroshell 120 EC-C18, 2.7 pm
(4.6 mm x 150 mm) thermostatted at 35 °C. Solvents were (A) 0.1% formic acid in ultrapure water,
and (B) acetonitrile, establishing the following elution gradient: 100% A in 10 min, 0-5% B in 10 min,
5-10% B in 15 min, 10-14.5% B in 20 min, and 14.5-60% B in 15 min, at a flow rate of 0.5 mL/min.
Double detection was carried out in the diode array spectrophotometer and by mass spectrometry
(MS), using 250 and 290 nM as preferred wavelengths for chromatogram recording. MS detection
was performed on an API 3200 Qtrap (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany) equipped with an
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electrospray ionization probe (ESI) and a triple quadrupole mass analyzer that could also act as an ion
trap, controlled by Analyst 5.1 software. Mass spectra were recorded in negative ion mode between
mfz 100 and 900. Zero air at 50 psi was used as a nebulizer, turbo gas at 500 °C and 40 psi for the
elimination of the eluent, and nitrogen at 25 psi as a curtain and medium-collision gas. The method
of full scan at high sensitivity (Enhanced MS, EMS) was used for data acquisition, followed by an
analysis in Enhanced Product Ion (EPI) mode to obtain the characteristic fragmentation of the majority
ion obtained in the first experiment. The EMS parameters were as follows: capillary voltage, —3500 V;
de-clustering potential (DP), —65 V; entrance potential (EP), =10 V; and collision energy (CE), =20 V.
The conditions in the EPI mode were: DP, —40 V; EP, -8 V; CE, —50 V; and collision energy spread
(CES), 20 V.

3.4. Semipreparative HPLC

The separation was performed with an Agilent 1260 Infinity LC equipment (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany), consisting of a thermostatted autosampler, a binary system with two coupled
preparative pumps, a diode array detector, and a collector thermostatic sampling, controlled by the
OpenLab CDS Chemstation Workstation software (version C.01.04). An Agilent Prep-C18 column,
5 um (21.2 mm X 150 mm) was used. The solvents were (A) 0.05% trifluoroacetic acid in ultrapure
water, and (B) acetonitrile. The elution gradient was 100% A for 30 min, 0-5% B 10 min, 5-10% B for
20 min, 10-60% B for 5 min, using a flow rate of 15 mL/min. Chromatograms were acquired at 290 nM
for peak collection.

3.5. NMR Analysis

The 'H nMR (400 MHz) and '*C-NMR (100 MHz) spectra of the isolated metabolites were
measured in deuterated DMSO on a Bruker Avance DRX-400 spectrometer (Bruker Biospin GmbH,
Rheinstetten, Germany) at 298 K. The resonances at 2.50 ppm of the residual in the 'H spectra and at
39.79 ppm for deuterated DMSO in the '3C spectra were used as internal references. 'H chemical shifts
were assigned using one-dimensional (1D) and two-dimensional (2D) 'H nMR (correlation spectroscopy
(COSY)), while 13C resonances were assigned using 2D nMR (heteronuclear multiple-bond correlation
(HMBC) and heteronuclear multiple-quantum coherence (HMQC)). COSY, HMQC and HMBC plots
are included as supplementary information in Figures 51-53, respectively.

4. Conclusions

Protocatechuic acid monosulfates were synthesized, isolated, and characterized by HPLC-DAD-
ESI/MS and nMR. Two compounds were obtained that were identified as PCA-4-sulfate and
PCA-3-sulfate, respectively, based on their nMR and mass spectral characteristics. Compared to
previously described procedures, the hemisynthesis method proposed herein is simpler, involving only
a reaction step. The sulfation reagent (sulfur trioxide-N-triethylamine) and solvent used are easier to
remove and safer, and the reaction kinetics is faster. The prepared metabolites are of great interest
for their use in in vivo and in vitro studies, to contribute to the knowledge of the compounds and
mechanisms involved in the biological effects of dietary polyphenols. The prepared PCA-sulfates and
data that contributed to their analytical features, such as their differential MS fragmentation behavior
and UV spectra, are also helpful as analytical standards for the identification of phenolic metabolites in
samples of unknown composition.

Supplementary Materials: Supplementary nMR data are included in Figures S1-53.
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Abstract: Flavonoids are phenolic compounds widely distributed in the human diet. Their
intake has been associated with a decreased risk of different diseases such as cancer, immune
dysfunction or coronary heart disease. However, the knowledge about the mechanisms behind
their in vivo activity is limited and still under discussion. For years, their bioactivity was asso-
ciated with the direct antioxidant and radical scavenging properties of phenolic compounds,
but nowadays this assumption is unlikely to explain their putative health effects, or at least to
be the only explanation for them. New hypotheses about possible mechanisms have been pos-
tulated, including the influence of the interaction of polyphenols and gut microbiota and also
the possibility that flavonoids or their metabolites could modify gene expression or act as po-
tential modulators of intracellular signaling cascades. This paper reviews all these topics,
from the classical view as antioxidants in the context of the Oxidative Stress theory to the
most recent tendencies related with the modulation of redox signaling pathways, modification
of gene expression or interactions with the intestinal microbiota. The use of C. elegans as a
model organism for the study of the molecular mechanisms involved in biological activity of
flavonoids is also discussed.
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1. INTRODUCTION

Flavonoids constitute one of the largest groups of
plant secondary metabolites. They are phenolic com-
pounds, synthesized through the shikimate/phenyl-
propanoid and acetate/malonate pathways, which pos-
sess a C6-C3-C6 skeleton, where two aromatic rings (A
and B in Fig. 1a) are linked through a three-carbon
chain that usually forms a closed pyran ring (ring C),
configuring a phenylchromane arrangement. In a few
cases, the C3 bridge does not conform a heterocyclic
ring but occurs in an open form (chalcone form, Fig.
1b).

The Flavonoids can be divided into various classes
based on the oxidation level of the ring C, being
flavones, flavonols, flavan-3-ols, anthocyanins,
flavanones, dihydroflavonols and isoflavones the most

*Address correspondence to this autor at the Area de Nutricion y
Bromatologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Salamanca,
Salamanca, Spain; E-mail: csb@usal.es
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Fig. (1). Basic structure of flavonoids: phenylchromane (a)
and chalcone (b) forms.

important ones. The complete structures of more than
8000 naturally-occurring flavonoids have been
described [1], although the number of reported
compounds is continually increasing. They are wide-
spread in higher plants and widely distributed in the
human diet through cereals, pulses, fruits, vegetables
and their derived products such as wine, tea or choco-
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late, in which they contribute to sensory, technological
and health properties [2]. The intake of these phyto-
chemicals largely varies depending on the country, sea-
son and dietary habits, especially related to the con-
sumption of fruits and vegetables. A mean daily fla-
vonoid intake of around one gram was firstly estimated
by Kiithnau in 1976 [3] although further estimations
situate it below this amount, ranging between 140 mg
per day in Brazilian population [4] to 350-450 mg/d in
the US or different European countries [5-6].

Certain plants containing flavonoids have been used
for thousands of years in traditional medicine, so the
potential beneficial effects of these phytochemicals
were known long before flavonoids were isolated as the
effective compounds. In the earlier 1930°s Japanese
researches [7-8] described the therapeutic action of the
flavones, but they received no general recognition until
the Hungarian biochemist Albert Szent-Gyorgyi (Nobel
Prize in Physiology and Medicine in 1937) and co-
workers postulated in 1936 the role of two preparations
from lemon peel, “citrin” and “eriodictin” in the
treatment of abnormal capillary permeability and
fragility [9]. The substances responsible for that
activity were identified as flavonoids (flavones or
flavonols) and tentatively classed as ‘vitamin P’ (for
permeability). Nevertheless, their essential nature was
never demonstrated, so that in 1950 the term vitamin P
was finally dropped [10]. The interest for these
compounds renewed in the 1990’s with the observation
of inverse epidemiological associations between the
dietary intake of flavonoids and a reduced incidence
and mortality from cardiovascular disease (CVD) [11-
12]. Currently, numerous epidemiological, clinical and
animal studies reveal that flavonoids may exert
protective effects not only against cardiovascular
disease but also on various disease conditions,
including type II diabetes, cancer or neurodegenerative
disorders such as Parkinson’s [13]. Quite recently,
several preclinical trials have pointed to the efficacy of
some flavonoids to act as acetylcholinesterase
inhibitors, suggesting the potential of these compounds
for the symptomatic treatment of Alzheimer’s disease
[14].

Although the bioactivity of flavonoids has been
widely substantiated, the knowledge about the
mechanisms behind their in vivo activity is limited and
still under discussion. The best described property of
almost every group of flavonoids is their capacity to act
as radical scavenging/antioxidant agents [15], however
this activity has been usually established by in vitro
methods, without considering the low bioavailability
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and extensive conjugation that occur when the
flavonoids are ingested. In fact, the low in vivo levels
of flavonoids that have been determined for most
flavonoids and their metabolites suggest that other
mechanisms of action different from a direct
antioxidant activity should exist.

This review discusses about the potential working
mechanism of flavonoids, from the classical view as
antioxidants in the context of the Oxidative Stress
theory to the most recent tendencies related with the
modulation of redox signaling pathways, modification
of gene expression or interactions with the intestinal
microbiota.

2. FLAVONOIDS AS ANTIOXIDANTS

For years, most of the beneficial health effects of
flavonoids were attributed to their antioxidant and
chelating abilities. An antioxidant can be defined as
“any substance that delays, prevents or removes oxida-
tive damage to a target molecule” [16]. During normal
metabolism, reactive oxygen and nitrogen species
(RONS), such as hydroxyl (OH’), superoxide (O"),
nitric oxide (NO°), nitrogen dioxide (NO,’), peroxyl
(ROO’) and lipid peroxyl (LOO") radicals are con-
stantly formed and believed to contribute to cellular
aging. Since Harman proposed in 1950 [17] that organ-
isms age because they accumulate oxidative damage
which comes from reactive oxygen species, and Sies
formulated in 1985 the “Oxidative Stress theory”, ac-
cording to which the origin of major degenerative dis-
eases could be explained by an imbalance in the dy-
namic equilibrium between pro-oxidants and antioxi-
dants [18], it was assumed that antioxidants, and
among them flavonoids, might help counteract this
oxidative damage, thus contributing to the prevention
of the age-related diseases.

The antioxidant capacity of flavonoids has been as-
sociated to their ability to act as effective scavengers of
most types of oxidizing species, such as RONS,
through mechanisms that involve the transfer of an H
atom (HAT) or of a single electron (SET) to the radical
stabilizing it, as well as to their metal chelating activ-
ity, as largely shown in in vitro studies [19]. Further-
more, in vivo, they could also act by indirect mecha-
nisms like the activation of natural antioxidant defenses
or the inhibition of oxidases [20].

2.1. Direct scavenging of ROS

Flavonoids are able to scavenge free radicals di-
rectly by hydrogen atom donation, a capacity that de-
pends upon the total number of hydroxyl groups, the
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substitution pattern and the arrangement of functional
groups about the nuclear structure [21]. The presence
of a catechol group in the B-ring is the most significant
determinant for scavenging of RONS, owing to its abil-
ity to donate hydrogen, giving rise to a relatively stable
flavonoid-derived radical (aroxyl radical) [22]. Further
structural criteria for optimal scavenging activity are
the presence of a 2,3-double bond conjugated with a 4-
oxo function in the C-ring and a 3- (and 5-) hydroxy
group (Fig. 2), as they provide extensive electron delo-
calisation over the three-ring system and confer higher
stability to the produced radical [15, 23]. According to
these criteria, quercetin and myricetin-derived fla-
vonols have been indicated as the most effective radical
scavengers in aqueous phase [24]. Some authors, how-
ever, have questioned the stability of the formed fla-
vonoid aroxyl radicals, and have described their con-
version into more reactive secondary radicals, such as
quinones or semiquinones, that may give rise to pro-
oxidant or potentially cytotoxic effects [25]. For in-
stance, it has been shown that quercetin forms an o-
semiquinone radical that can be disproportionated to
produce o-quinones, as well as to react with O, to form
superoxide [26].

catechol group (3’- and
4’-hydroxyl groups)

o
. <

2-3 double bond in conjugation
with a 4-keto function

presence of 3- and
5-hydroxyl groups

Fig. (2). Structural requirements associated with antioxidant
activity of flavonoids as chain breaking antioxidants.

Polymerization of flavonoids, as it occurs in con-
densed tannins, further increases the antioxidant capac-
ity due to the higher number of hydroxyl groups,
whereas substitution of the hydroxyls (e.g. glycosyla-
tion or methylation) generally decreases the antioxidant
potential compared to the parent molecules [15, 27].

2.2. Metal Chelating Activity

The ability of flavonoids to prevent the toxicity of
redox active metal ions, such as iron, cobalt, manga-
nese or copper has been less considered than their
scavenging capacity. These cations are believed to
catalyze the production of oxidant species leading to
oxidation at different cellular levels (lipids, DNA or
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proteins). Fe(Il) catalyzes, in the presence of hydrogen
peroxide, the formation of hydroxyl radical OH" by the
Fenton reaction, whereas the reaction of Cu(ll) with
H,0, leads to the formation of both OH" and superox-
ide (0,") radicals [28]. Several flavonoids can form
stable metal complexes through their multiple OH
groups and the carbonyl moiety, whenever present, re-
moving a causal factor for the development of free
radicals [29]. Chelating complexes with divalent
cations may be formed between the 3-OH or 5-OH and
4-oxo0 group, or between the 6- and 7-OH in A ring or
3’- and 4’-OH in B ring (Fig. 3) [30-31]; this process
does not necessarily render the flavonoid inactive, as
the complex retains ROS scavenging activity [32].
Both quercetin and rutin (i.e., quercetin 3-O-rutinoside)
possess iron-chelating and iron-stabilizing properties
due to their potential binding sites (a-hydroxy-
carbonyl, B-hydroxy-carbonyl or ring-B catechol), sug-
gesting little difference between aglycones and gly-
cosides in the ability to complex metals [33]. The
catechol moiety in the B ring has been shown to be the
major contributory site for Cu®"-chelate formation [34].
Several examples on the chelating activity of different
flavonoids can be found in the papers by Cherrak et al.
[28] and Leopoldini et al. [29].

MeZ+

HO. _ O
\Mei+ Me?
Fig. (3). Structural requirements associated with antioxidant

activity of flavonoids as metal chelators.

2.3. Ability to Regulate Enzymes Activities

Other possible mechanisms by which flavonoids can
act is through the activation of endogenous defenses or
the inhibition of enzymes responsible for superoxide
production, such as oxidases.

The potential of different flavonoids to activate en-
dogenous antioxidant enzymes, such as glutathione
peroxidase (GPx), catalase (CAT) or superoxide dis-
mutase (SOD) has been described by different authors
[35-37]. SOD converts superoxide to H,O,, and CAT
or peroxidases (e.g., glutathione peroxidase or perox-
iredoxins) subsequently convert H,O, to water; peroxi-
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dase activity can be further restored through reduction
by either thioredoxin (TRX) or glutaredoxin.

Flavonoids can also induce phase II detoxifying en-
zymes (e.g. NAD(P)H-quinone oxidoreductase, glu-
tathione S-transferase, and UDP-glucuronosyl trans-
ferase), which are the major enzymatic line of defense
against electrophilic toxicants and oxidative stress [20].
It is known that most phase II genes generally contain
cis-acting regulatory elements called the antioxidant
response element (ARE) or electrophile-responsive
element (EpRE) [38]. The induction of these elements
may have origin in the putative toxicity of polyphenols.
As commented before, in cellular media, flavonoids
and other polyphenols can form potentially toxic qui-
nones that are, themselves, substrates of antioxidant
enzymes. That way the flavonoids could be able to ac-
tivate these enzymes for their own detoxication and,
thus, induce a general boosting of body defenses
against toxic xenobiotics [39-40]. Flavonoids with a
higher intrinsic potential to generate oxidative stress
and redox cycling would be the most potent inducers of
EpRE-mediated gene expression. Flavonoids contain-
ing a free hydroxyl group at position 3 in the ring C,
such as quercetin and myricetin, have been indicated to
be among the most effective inducers [41]. In the case
of tea polyphenols, the presence of a 3-gallate group
appears to be an important structural factor for the in-
duction of ARE reporter genes, being epigallocatechin
gallate (EGCG) the most active one [38].

Flavonoids are not only able to activate enzymatic
defences but they can also regulate the oxidative status
of the cell by inhibiting oxidative enzymes responsible
for superoxide production, such as xanthine oxidase
and protein K [42]. Flavonoids have been also shown
to inhibit cyclooxygenase, lipoxygenase, microsomal
succinoxidase and NADPH oxidase. NADPH oxidase
is a membrane-associated system catalyzing the pro-
duction of O, in activated neutrophils. The inhibition
of protein kinase C was suggested to be a mechanism
of inhibition of NADPH by flavonoid molecules pos-
sessing a planar benzopyrone ring system with free hy-
droxyl substituents at the 3', 4’ and 7-positions, such as
quercetin, fisetin or luteolin [43].

The interference of flavonoids with nitric oxide-
synthase (NOS) activity is another potential mechanism
to decrease oxidative damage in the cell. NO, produced
by the oxidation of L-arginine catalyzed by NO syn-
thases, interacts with free radicals, especially O,", pro-
ducing peroxynitrites. Although it is not clearly under-
stood yet how flavonoids inhibit induction of NOS and
NO production, they would possess ability to directly
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scavenge molecules of both NO and peroxynitrite once
produced. Furthermore, the scavenging ability of fla-
vonoids may hinder the reaction of free radicals with
NO, thus resulting in less damage [44]. The most sig-
nificant determinant for their activity against peroxyni-
trite is again the presence of a 3°,4’-catechol arrange-
ment, followed by an unsubstituted 3-hydroxyl group
[45].

2.4. Interaction of Flavonoids with Other Antioxi-
dants

a-Tocopherol (aT) is one of the major lipid-soluble
antioxidants in blood, tissues, cell membranes and hu-
man low-density lipoprotein (LDL) and it is thought to
have an important function in the prevention of degen-
erative diseases. This compound can scavenge reactive
species, originating the corresponding o-T  radical.
Several studies support the notion of a regeneration of
o-T from its o-tocopheroxyl radical at water-lipid in-
terfaces by dietary flavonoids [46]. In particular, the
potential of both flavonols and catechins to delay the
oxidation of LDL has been pointed out [47].

The recycling of the aroxyl radicals has also been
proposed to explain the interactions between flavonoids
and other antioxidants, such as ascorbate. Flavonoids
that possess a catechol group in the B-ring and a double
bond at position 2-3 in the C-ring, such as quercetin,
would have a higher redox potential (E;= 0,33 V) than
ascorbate (E; = 0,28 V), thus being capable of oxidiz-
ing it to the ascorbyl radical [31], which may be further
enzymatically reduced or disproportionate to the non-
radical form [48].

Despite the abundant literature about the antioxidant
capacity of flavonoids, it is necessary to consider that
the compounds of this family are, in general, little
bioavailable and largely biotransformed in the organ-
ism, so that their levels as such in body fluids, tissues
and cells are usually very low and well below those of
other physiological antioxidants, like urate, a-
tocopherol, ascorbate or glutathione [49].

Interestingly, significant increases in the serum lev-
els of uric acid, the major contributor to plasma total
antioxidant capacity, after consumption of flavonoid-
rich foods, such as strawberries, spinach or red wine,
have been reported [50], although the mechanisms why
this effect is produced are not clear. What seems clear
is that the notion of these compounds acting as ‘sys-
temic’ antioxidants and as conventional hydrogen do-
nators is unlikely to be the sole explanation for their
putative health effects [1].
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Nowadays, other hypotheses, such as the possibility
that flavonoids could act as potential modulators of
intracellular signaling cascades vital to cellular func-
tion independent of their classical antioxidant capacity,
are considered more accurate to explain the in vivo ac-
tivity of flavonoids [51].

3. BIOAVAILABILITY OF FLAVONOIDS

Bioavailability can be defined as “the rate and ex-
tent to which an active ingredient or active moiety is
absorbed from a matrix and becomes available at the
site of action”. Based on this, the rate of absorption and
the availability at the site of action look like the most
importance parameters for a flavonoid to be effective
within biological systems. The bioavailability of fla-
vonoids is generally low and can vary dramatically
among different flavonoid classes, as well as for indi-
vidual compounds in a particular class [52]. It has been
estimated that less than 5-10% of the consumed fla-
vonoids may be absorbed in the small intestine to be
further conjugated in the intestinal wall, the liver and
peripheral tissues, so that they will be found in plasma
in the form of conjugated metabolites (glucuronides,
sulfates and methylated derivatives) [53]. Thus, the
compounds able to reach the metabolical targets are
chemically and, in many instances, functionally distinct
from the consumed forms, and such features underlie
their bioactivity [54].

In general, the absorption of flavonoids in the diges-
tive tract starts in the ileum (Fig. 4). Except for flavan-
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3-ols (i.e., catechins and proanthocyanidins), these
compounds mostly exist in plants and foods as gly-
cosides, which cannot be generally absorbed in their
native form. Some glycosides, however, can be hydro-
lyzed by the enzyme lactase phloridzin hydrolase
(LPH) in the intestinal epithelium to release the agly-
cone, which can enter the enterocyte by passive diffu-
sion because of its increased lipophilicity [55]. There is
still controversy about the possibility of an active
transport of some particular glycosides into epithelial
cells by the active sodium-dependent glucose trans-
porter SGLT1 and the subsequent hydrolysis in the cell
by a cytosolic B-glucosidase (CBG) [55-56]. It has also
been described that hydrolysis of some flavonoid gly-
cosides might already occur in the oral cavity, as both
saliva and oral microbiota show B-glucosidase activity
[57]. Compounds with large molecular weight, like
polymeric proanthocyanidins, would not be absorbed,
while oligomeric proanthocyanidins (dimers, trimers)
could be absorbed in the small intestine without previ-
ous degradation to lower molecular weight compounds
[58]. In vitro digestion assays have also suggested that
some flavonoids (e.g., procyanidin B1 or anthocyanins)
might be also absorbed in a small percentage under the
acidic conditions of the stomach [59].

Once absorbed, the flavonoids interact with phase II
enzymes, catechol-o-methyltransferase (COMT), UDP-
glucuronosyltransferase (UGT) and sulfotransferase,
already in the enterocytes and further in the liver and
peripheral tissues, to produce conjugated metabolites
that will be found circulating in plasma. Except for par-

PHENOLIC
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Fig. (4). Scheme of flavonoid metabolism.
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ticular flavonoids, like some catechins or certain
isoflavones, aglycones are not found as such in the
blood [60-61]. It has been suggested that whilst methy-
lation and glucuronidation are produced in both intesti-
nal cells and liver, sulfation would mainly take place in
the liver [62]. This metabolic conversion is known to
be a major factor affecting flavonoid bioavailability.
After conversions in the liver, enterohepatic transport
in the bile would also occur and some metabolites are
recycled back to the small intestine. Additionally, the
conjugated metabolites, especially glucuronide deriva-
tives, can be pumped out into the gut lumen to partici-
pate in enteric, and local recycling by efflux transport-
ers such as multidrug resistance-associated proteins
(MRPs) and breast cancer resistance protein (BCRP),
decreasing in this way even more the bioavailability of
polyphenols and limiting their exposure to target or-
gans [63]. A simplified scheme of human metabolism
of flavonoids is presented in Fig. (4).

Due to this extensive metabolic process, the final
concentration of flavonoid metabolites that can be
found in human plasma are in the nanomolar to low
micromolar range, and at least ten times lesser amount
of aglycones [53]. As above indicated, even at the
highest levels reported, the plasmatic concentrations of
flavonoids and their conjugated metabolites are far be-
low those of other physiological antioxidants [49],
therefore a direct antioxidant effect might be only ex-
pected in tissues directly exposed to polyphenols, like
the gastrointestinal tract. On the other hand, the process
of conjugation involves a decrease in the antioxidant
potential of the flavonoids, due to the substitution of
the active hydroxyl groups [64].

Some authors have, however, suggested that flavon-
oids may overcome the challenges posed by their poor
bioavailability and decreased activity of their conju-
gated metabolites, through their accumulation in some
body compartments, in view of their capacity to estab-
lish H-bonds and hydrophobic interactions with
biomembranes [48]. Furthermore, in some tissues [65]
or under some physiological situations, such as in-
flammation [66], deconjugation of the glucuronidated
and sulfated forms of flavonoids can occur, so that
aglycones and/or their methylated derivatives may be
released in some target sites, contributing to the in vivo
effects of dietary flavonoids [67-69].

Whatever the effects of the compounds absorbed in
the small intestine, the large majority of the flavonoids
from the oral intake go to the large intestine, where
they interact with the gut microflora. Currently these
interactions are a major item of interest to explain a
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relevant part of the potential healthy effects that fla-
vonoids and polyphenols in general may have in the
human organism.

4. INTERACTIONS WITH GUT MICROBIOTA

Most of the consumed flavonoids, those that are not
absorbed in the small intestine or are recycled after me-
tabolism, are reaching the large intestine where they
interact with and may be metabolized by the colonic
microflora. Bacterial enzymes may catalyze a wide va-
riety of reactions that occur under anaerobic conditions
and are based mainly on processes of reduction and/or
hydrolysis, such as dehydroxylation, demethylation,
decarboxylation, reduction of double bonds, hydrolysis
of glucuronides, sulfates and glycosides, or ring cleav-
age [20]. In most flavonoid groups, this latter would
take place in the heterocyclic C-ring, but cleavage of
the aromatic ring A may also occur in flavan-3-ols. The
enzymatic cleavage of C-C bonds in flavonoids appears
to be characteristic of gut microbiota [70].

It is well stablished that some gut bacteria, espe-
cially some Clostridium species, can catabolize fla-
vonols. Deglycosylation could take place as a first step
of the metabolism, as observed in in vitro digestion
assays of quercetin glycosides in the presence of rat
microflora [71]. After deglycosylation, a breakdown of
the C-ring may occur (breaking the bond between the
1- and 2- or 2- and 3-positions) followed by dehy-
droxylation, leading to the formation of simpler com-
pounds, such as phenolic acids and aldehydes [71]. It
has been shown that human intestinal bacteria, such as
Eubacterium ramulus and Flavonifractor plautii (for-
merly Clostridium orbiscindens), are also able to pro-
duce the reduction of the double bond in the 2,3- posi-
tion of the C-ring in quercetin, resulting in the forma-
tion of the dihydroflavonol taxifolin, which is further
isomerized to the auronol alphitonin by a unique C-ring
contraction, and suffer C-ring oxidative cleavage to
produce 3,4-dihydroxyphenylacetic acid and phloro-
glucinol, the latter undergoing further degradation to
butyrate and acetate [72]. 3,4-Dihydroxyphenylacetic
acid would be degraded into 3,4-dihydroxybenzoic acid
(protocatechuic acid, usually the main metabolite in the
fermentation media) and subsequently into hydroxy-
benzoic acid [71]. Other products from the colonic deg-
radation of flavonols that have been described are 3-
(3,4-dihydroxyphenyl) propionic acid and 3-(3-
hydroxyphenyl) propionic acid resulting from the A
ring [73]. The formation of homovanillic acid, found in
urine and other body fluids, has been explained by O-
methylation of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid in the
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liver after microbial metabolism of quercetin [74]. In-
deed, methylation and other conjugation reactions
would further take place in the liver after microbial
metabolism, as such derivatives have not been ob-
served in the in vitro faecal or caecal incubations [75].

Bacterial metabolism of anthocyanins also involves
the cleavage of glycosidic linkages and breakdown of
the anthocyanidin heterocycle to release B-ring- and A-
ring-derived products. Protocatechuic acid has been
described as a major metabolite corresponding to the
B-ring fragment in the case of cyanidin-derived antho-
cyanins, while the A-ring generates 2,4,6-
trihydroxybenzaldehyde that could further be converted
to phloroglucinol [76-77]. A wide range of metabolites
was detected in serum and urine by Czank et al. (2013)
[78] after cyanidin-3-glucoside intake by human volun-
teers, including phenolic, hippuric, phenylacetic, and
phenylpropenoic acids, some of them conjugated with
glucuronic acid and sulfate.

Catechins and oligomeric proanthocyanidins un-
dergo the opening of the C-ring followed by different
reactions, like lactonization, decarboxylation, dehy-
droxylation or oxidation. Phenyl-y-valerolactones and
phenylvaleric acids have been described as exclusive
microbial metabolites of flavan-3-ols. Phenylvaleric
acids would be subsequently biotransformed by succes-
sive loss of carbon atoms to give rise to different phen-
ylacetic, phenylpropionic and hydroxybenzoic acids,
and in minor extension to hippuric, vanillic and ho-
movanillic acids by further conjugation [79-80].

Other flavonoids families, such as flavanones, are
found to be less degraded by the colonic microbiota.
Similar to other flavonoids, flavanone glycosides suffer
first a deglycosylation to render the aglycone, which
through C-ring cleavage gives rise to 3-(3,4-
dihydroxyphenyl)propionic acid and sometimes
phloroglucinol [81].

Multiple examples of the catabolism of flavonoids
and schematic representations of the different processes
can be found in the reviews by Del Rio (2013) [13]
Stevens (2016) [70] and Selma (2009) [72].

It is important to remark that there is a great interin-
dividual variation both in the amount and the profile of
phenolic metabolites produced after flavonoids intake
[82]. These differences could be attributed, at least in
part, to the existence in the human gut microbiome of
the so-called “enterotypes”, which are defined as a
network of co-abundant microbial populations domi-
nated by the prominent presence of one of these three
genera: Ruminococcus, Bacteroides and Prevotella
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[83], but also due to differences in minority microbial
groups related to phenolic metabolism phenotypes
(“metabotypes”). The term gut metabotype refers to a
metabolic phenotype with specific gut microbiome-
derived metabolites that characterize the metabolism of
the parent compound. In this regard, a gut metabotype
is defined not only by the resulting metabolites but also
by the associated gut microbiota both in terms of com-
position and activity [84].

After the catabolism process, many of the produced
catabolites could be efficiently absorbed in the colon,
appear in the blood and be transformed by human cell
enzymes into phase Il conjugates, including methyleth-
ers, glucuronides and sulfates, to be ultimately excreted
in the urine. Since microbial catabolites and their con-
jugate derivatives may be present at many sites of the
body in higher concentration than the parent com-
pounds, it has been proposed that at least a part of the
biological activities ascribed to flavonoids could be due
to their colonic catabolites [78, 80].

On the other hand, it is accepted that phenolic com-
pounds and their metabolites may impact on gut micro-
biota inducing prebiotic-like effects on bacteria [85]. It
has been postulated that dietary polyphenols could ex-
ert, at less in part, their health effects through changes
in the composition of the gut microbiota. Some in vitro
and in vivo studies (humans, pigs, sheep) have sug-
gested that flavonoids or their catabolites might, for
example, increase the proportion of bifidobacteria and
eubacteria without inhibiting lactic acid bacteria, sup-
press bacteroides and pathogenic Clostridium perfrin-
gens and Clostridium difficile, or lower the colonic pH
value [86-87].

5. CAENORHABDITIS ELEGANS AS A MODEL
TO STUDY FLAVONOIDS BIOACTIVITY

Nowadays, there is an accepted view that if flavon-
oids have any preventive or curative activity through
their ingestion, it must involve not only their antioxi-
dant potential, but also the modulation of different sig-
naling pathways, such as phosphoinositide 3-kinase,
Akt/protein kinase B, mitogen-activated protein kinase,
tyrosine kinases, and protein kinase C, that are crucial
in the pathogenesis of several diseases [51, 88]. In ad-
dition, flavonoids could also modulate various genes
expression through activation of diverse transcription
factors. Due to their flexibility, model organisms like
zebrafish, Drosophila melanogaster or the nematode
Caenorhabditis elegans are increasingly used to per-
form studies related with genes or cellular pathways.
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Caenorhabditis elegans is a well characterized in
vivo model organism whose genome has been fully se-
quenced and many of its gene functions characterized
by generating mutant strains. It has been widely used
because of its easy culture and handling under labora-
tory conditions, being maintained from 12 to 25 °C on
agar with Escherichia coli as feed. Besides, approxi-
mately 60-80% of C. elegans genes have human
orthologues, and the presence of tissue and organ sys-
tems raises the possibility to consider the metabolism
of compounds. Its relatively short lifespan (15-22 days
at 25 °C) makes it useful in longevity studies [89-91].
Furthermore, facilities such as information about genes
function are available in the wormbase page
(http://www.wormbase.org).

This nematode has been used for studying the influ-
ence of different flavonoids on the process of ageing
(lifespan and oxidative stress).

Some authors have found that catechins are able to
extend life duration in wild-type N2 C. elegans [92-
94], while others did not observe lifespan extension for
these flavonoids, although they found it for their meth-
ylated metabolites [95]. On the other hand, feeding of
the worms with apple polyphenols mainly containing
procyanidins, consisting of (epi)catechin units, was
reported to increase mean lifespan in wild-type N2
strain and fem-I mutants [96]

Significant increases in worm lifespan were also ob-
served for flavonols, like quercetin [97]. In these com-
pounds, the hydroxylation pattern of ring B seems to
play a crucial role, the greater the number of hydroxyl
groups, the greater the effect: myricetin > quercetin >
kaempferol (reviewed by [98]). Lifespan effects are
also influenced by aglycone glycosylation and methyla-
tion. Greater increase in mean and maximum life dura-
tion was produced for isorhamnetin = 3-O-
methylquercetin) than for quercetin in worms fed at the
same compound doses (200 uM); however, similar life
extension was found for tamarixetin (4-O-
methylquercetin) and quercetin [97]. The treatment
with quercetin-3-O-glucoside increased C. elegans life
at low concentrations (10-25 uM), whereas exposure to
greater doses (50-200 uM), at which quercetin showed
life extending effects, caused lifespan reduction, sug-
gesting a hormetic response [99]. The type of sugar
residue also seems to be important for the biological
effects of flavonols; thus, homo-disaccharides (glu-
cose-glucose) were indicated to increase longevity in
wild type worms, while hetero-disaccharides (glucose-
rhamnose) could no prolong lifespan [100]. This differ-
ential behavior could be explained by differences in
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compound bioavailability, with some glycosides being
more efficiently taken up by the nematode than quer-
cetin, to be further deglycosylated, so that higher
amounts of the aglycone were accumulated in the
worm organism, than following exposure to quercetin
itself [99]. These findings suggested that deglycosyla-
tion was a key step in the lifespan effects of flavonols
and that the aglycone would be the actual responsible
for the observed biological activity, as also observed in
other ex vivo and animal models [101].

Numerous studies have also been conducted in C.
elegans in order to evaluate the influence of flavonoids
on the oxidative stress and the putative mechanisms
behind such effects. Flavonoids have the potential to
modulate intracellular oxidative stress directly by scav-
enging free radicals, reducing reactive oxygen species
(ROS) basal level and modulating the activity of anti-
oxidant enzymes such as SOD-3, CAT and glutathione-
S-transferase (GST) [102-103]. These protective effects
were also observed in C. elegans submitted to either
thermal or oxidative stress and treated with flavonols
such as quercetin, myricetin or kaempferol [97, 102],
or catechins [95, 104-105], demonstrating the capacity
of flavonoids to improve the survival rates of worms
under stress conditions.

Studies using different mutant strains have shown
that the mechanisms underlying the lifespan and anti-
oxidant effects might differ depending on the flavonoid
[106]. Using mutant nematode strains lacking the func-
tion of key genes involved in the insulin/IGF-1 signal-
ing pathway, has been a way to study the potential of
flavonoids to mediate stress tolerance and extend
lifespan [98]. The insulin/insulin like growth factor
(IGF-1) signaling pathway is an evolutionary con-
served mechanism that influences longevity and me-
tabolism throughout different species. The daf-2 gene
encodes for a receptor tyrosine kinase and is the only
member of the insulin receptor family in C. elegans.
The initiation of the cascade depends on the phos-
phorylation of DAF-2 (Fig. 5). The inhibition of the
DAF-2 pathway avoids phosphorylation and leads to
nuclear localization and activation of the transcription
factors (DAF-16/FoxO, HSF-1, SKN-1/Nrf2), which
changes the expression of various genes responsible for
endogenous stress-response, development, metabolism
and longevity [91].

Interestingly, none of the flavonoids or extract
tested prolonged further the lifespan in the long-live
mutant strain daf-2 [92, 107]. The results obtained in
relation to other genes of the same pathway differ de-
pending on the flavonoid. Quercetin did not prolong
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Fig. (5). Abbreviated scheme of the insulin/IGF-1 signaling pathway.

the lifespan of the mutant strain age-/ (the orthologue
of the phosphoinositide 3-kinase (PI3K) in mammals
and a central component insulin-like signaling pathway
in C. elegans) [107], while catechin increased lifespan
in the same mutant [92]. By contrast, catechin, but not
quercetin, failed to increase lifespan in the akt-2 mutant
[92, 107]; akt-2 gene encodes for a homologue of the
serine/threonine kinase Akt/PKB, AKT-2, and its inac-
tivation causes animals to arrest constitutively at the
dauer stage, while having an increased lifespan.

DAF-16 is the C. elegans transcription factor homo-
logue to the forkhead box O (FoxO) in the insulin/IGF-
1-mediated signaling (IIS) pathway. This factor was
found to be essential for lifespan regulation in the ac-
tion of kaempferol and myricetin, but not for quercetin
or catechin [92, 107-108]. DAF-16 has also been re-
lated to the increased resistance of C. elegans against
H,0,-induced stress provided by cocoa polyphenols
[109], as well as in the decrease in ROS levels in nema-
todes exposed to myricetin [95]. However, the lower-
ing effect of quercetin and kaempferol on mitochon-
drial ROS level was observed to be independent of
DAF-16 [102].

The mev-1 gene encodes for the C. elegans
orthologue of the succinate dehydrogenase cytochrome
b560 subunit, and mev-I mutations result in abnormal
energy metabolism and increased sensitivity to oxida-
tive stress and pathogen infection. It has been shown
that epigallocatechin-3,0-gallate [94] and myricetin
[102] were able to prolong lifespan in mev-/ mutants,
whereas catechin [92], quercetin, kaempferol and nar-
ingenin did not [102, 107].

Studies in different mutant strains revealed that sek-
1 and wunc-43 genes, related to MAP kinase and
calmodulin-dependent protein kinase pathways, could
be key players in quercetin mediated longevity in C.
elegans. [107, 110]. SEK-1 is required for the resis-
tance to oxidative stress by assisting the translocation
of cytoplasmic DAF-16 into the nucleus.

In C. elegans, members of the HSP-16 protein fam-
ily are known to be involved in thermotolerance and
are suggested as predictors for longevity [111]. Differ-
ent flavonoids have been shown to be able to modulate
HSP-16.2 expression induced either thermally or
chemically by treatment with the stressor juglone [105,
112-113].
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Several authors have also demonstrated that flavon-
oids possess the ability to increase the expression of
skn-1 and to induce the SKN-1 translocation into the
nucleus [92, 113]. This transcription factor is the C.
elegans homologue of the nuclear factor erythroid-2-
related factor 2 (Nrf2) that regulates the gene expres-
sion of phase II detoxifying enzymes and antioxidant
proteins, such as SOD, GST or NAD(P)H:quinone oxi-
doreductase (NQO-1). Under physiological conditions
in mammals, Nrf2 is bound to Keapl, which retains
Nrf2 in the cytoplasm. Oxidative stress induces disso-
ciation of the Nrf2-Keapl complex and subsequent
translocation of Nrf2 into the nucleus, where it binds to
antioxidant response elements (ARE) in the promoter
region of genes encoding phase II enzymes and anti-
oxidant proteins leading to a changed expression pro-
file [114]. However, this mechanism seems not to be
common for all the flavonoids, for instance, the gene
expression of skn-I appears not to be involved in
myricetin, catechin or procyanidins mediated longevity
in C. elegans [92, 108].

CONCLUDING REMARKS

Notable advances have been made over the last two
decades in the knowledge of flavonoids bioavailability
and metabolism; however, little is still known about the
actual and more active metabolites responsible for their
biological effects and the molecular mechanisms fi-
nally involved in their activity. It is now accepted that
the classical assumption of flavonoids as antioxidants
is unlikely to explain their putative health effects, or at
least to be the only explanation for them. The interac-
tion with gut microbiota and the possibility that flavon-
oids or their metabolites could act as potential modula-
tors of intracellular signaling cascades vital to cellular
functions are hypotheses that are now gaining place.
The studies available in these respects are, however,
partial and inconclusive, and point to that not all fla-
vonoids act through the same action mechanisms and
on the same molecular targets, but different metabolites
and genes may be involved in their biological effects.
Further progresses should be expected in the coming
years favored by the use of the novel omics approaches
(especially transcriptomics and metabolomics) and
model organisms like C. elegans, and the increased
knowledge on human microbiome and its influence on
flavonoids/polyphenols metabolism and activity.
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