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1. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 

Los polifenoles son uno de los grupos de metabolitos secundarios más 

numerosos en el reino vegetal. Estos compuestos no están involucrados en su 

metabolismo primario, sin embargo son esenciales para la fisiología de la planta, 

ya que participan en el crecimiento, reproducción e incluso en su morfología. Se 

caracterizan por estar implicados en los mecanismos de defensa de las plantas, 

frente a predadores, patógenos, radiación ultravioleta y condiciones de estrés 

(Bravo, 1998). Los polifenoles se pueden subdividir en diferentes clases en 

función de su estructura química, su origen o su actividad biológica. El presente 

trabajo se centra en la subclase de los flavonoides, que a su vez se pueden 

clasificar en flavonas, flavonoles, flavanoles, antocianos, flavanonas, isoflavonas 

y calconas, entre otros. 

Tradicionalmente estos compuestos se han estudiado debido a su interés en 

diversas industrias, ya que se han empleado en la producción de tintes, 

cosméticos, aditivos, etc. Asimismo, constituyen una parte importante en la 

dieta humana, al encontrarse de manera ubicua en gran cantidad de alimentos 

vegetales. Se ha estimado que la ingesta media de polifenoles, en una dieta en la 

que se consuman varias piezas de fruta y diferentes verduras, es de 1 g/día 

(Manach et al., 2004).   

En los últimos años el interés por los polifenoles ha crecido debido a que se les 

ha atribuido diferentes efectos beneficiosos para la salud, especialmente frente 

al desarrollo de distintas enfermedades asociadas al daño oxidativo 

(enfermedades neurodegenerativas, cáncer, enfermedades cardiovasculares, etc.) 

(Scalbert et al., 2005). Así, el consumo habitual de flavonoides se ha relacionado 

con actividades anti-alérgicas, anti-inflamatorias, antivirales, antiproliferativas 

o cardioprotectoras (Nijveldt et al., 2001; Manach et al., 2005). Sin embargo los 

mecanismos subyacentes a estos efectos no están claros. Hasta ahora se habían 
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atribuido a su actividad antioxidante y su capacidad para captar radicales libres, 

pero estudios recientes demuestran que su actividad biológica podría estar 

relacionada con su estructura química y su capacidad para interactuar con 

diferentes receptores celulares y factores de transcripción. 

La mayoría de los estudios sobre actividad biológica de flavonoides se han 

centrado en la evaluación de su actividad antioxidante, fundamentalmente 

mediante ensayos en sistemas in vitro o ex vivo. Los ensayos con líneas celulares 

son una importante herramienta que permite entender como interactúan los 

compuestos a nivel celular y permiten obtener resultados sobre los efectos 

directos, por ejemplo, sobre células tumorales, o sobre células sanas para 

evaluar citotoxicidad. Sin embargo, en el organismo, para llegar a sus objetivos 

biológicos los flavonoides deben ser absorbidos y posteriormente 

transformados a diversos metabolitos, que son los que luego se distribuyen a 

los tejidos, de manera que los compuestos presentes a nivel celular son 

diferentes a los que se localizan originalmente en los alimentos (Day y 

Williamson, 2001; Natsume et al., 2003). Son todavía escasos los estudios in vivo 

que permitan establecer no sólo los efectos biológicos de los distintos 

compuestos sino también aspectos como su biodisponibilidad, metabolismo u 

objetivos biológicos. En este sentido, los ensayos con organismos modelo, como 

el nematodo C. elegans, constituyen una alternativa adecuada para evaluar los 

efectos en un organismo completo e intentar dilucidar los mecanismos de 

acción a nivel celular o molecular antes de proceder a la evaluación en animales 

superiores incluido el hombre. 

El objetivo principal de este trabajo es evaluar los efectos de diferentes 

flavonoides en líneas celulares y en C. elegans, con el fin de contribuir a elucidar 

sus mecanismos de acción a nivel celular y/o molecular. Para ello se han 

planteado los siguientes objetivos específicos: 
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1. Evaluación de los efectos de diferentes flavonoides y sus metabolitos 

derivados, sobre diversas líneas celulares, tumorales y sanas. 

2. Puesta a punto de un método para evaluar los niveles de daño en el ADN 

tras el tratamiento con diferentes flavonoides. 

3. Desarrollo de metodologías para el análisis de la actividad de enzimas 

antioxidantes y de biomarcadores de daño oxidativo en C. elegans. 

4. Ensayos para evaluar la influencia de flavonoides en la resistencia de C. 

elegans al daño oxidativo 

 

Los ensayos que se realizarán con el nematodo C. elegans y con líneas celulares 

no presentan repercusiones de tipo ético 
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2. INTRODUCCIÓN GENERAL 

2.1. Flavonoides 

 

2.1.1. Descripción y características 

 

Los flavonoides son uno de los grupos más numerosos de metabolitos 

secundarios de plantas que juegan papeles relevantes en ecofisiología vegetal, 

participando en los procesos de propagación y los mecanismos de defensa 

frente a factores de estrés bióticos y abióticos. Se encuentran ampliamente 

distribuidos en la dieta humana y su consumo se ha relacionado con la 

prevención frente a diversas patologías crónicas, especialmente de tipo 

cardiovascular (Del Rio et al., 2013). Esta familia agrupa varios miles de 

compuestos (se han descrito más de 8000 flavonoides diferentes de origen 

natural; Andersen y Markham, 2006) que comparten un esqueleto común, C6-

C3-C6, en el que dos anillos aromáticos (A y B) se encuentran ligados a través 

de un puente de 3 átomos de carbono que normalmente, aunque no siempre, 

forma un heterociclo (anillo C) dando lugar a una estructura fenilcromano 

(Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura básica de los flavonoides.  
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En función del patrón de sustitución del anillo C se distinguen diferentes clases 

de flavonoides: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles, antocianos, 

dihidroflavonoles e isoflavonas, existiendo también formas abiertas calcona y 

dihidrocalcona (Figura 2). Los flavonoides están habitualmente hidroxilados en 

las posiciones 3, 5, 7, 3’, 4’ y/o 5’, y pueden estar adicionalmente metilados, 

acetilados, prenilados o sulfatados. En sus fuentes naturales pueden 

encontrarse como agliconas libres, como derivados glicosilados o acilados y en 

forma de estructuras oligómeras o polímeras, como es el caso de los taninos 

condensados (o proantocianidinas) constituidos por la unión de un número 

variable de unidades flavan-3-ol. Excepto en el caso de los flavanoles 

(catequinas y proantocianidinas), la mayoría de los flavonoides existen 

habitualmente en sus medios naturales en forma de O-glicósidos o, menos 

frecuentemente, como C-glicósidos. Los restos glicosilo se encuentran 

normalmente unidos a los grupos hidroxilo en 3, 7 o 4’ en el caso de los O-

glicósidos, y directamente ligados a los carbonos C-6 o C-8 en el caso de los C-

glicósidos. Los azúcares pueden estar adicionalmente esterificados con ácidos 

alifáticos (p.ej., ácidos malónico o acético) o aromáticos (p.ej., ácidos p-cumárico, 

cafeico o ferúlico) (Santos-Buelga y González-Paramás, 2014). 

Por su relación con el objeto de este trabajo, a continuación se hace referencia 

particular a los grupos de flavonoles y catequinas. 
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Figura 2. Estructuras básicas de los principales grupos de flavonoides (Santos-Buelga y 

González-Paramás, 2014).  
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2.1.2 Flavonoles 

 

Son una subclase de flavonoides que posee una estructura básica de tipo 2-fenil-

3-hidroxi-cromona, caracterizada por la presencia de un grupo cetona en C4, 

una insaturación entre C2 y C3 y un grupo hidroxilo en posición 3 del anillo C. 

Normalmente se encuentran en la naturaleza en forma de O-glicósidos, siendo 

las posiciones de sustitución más habituales 3-, 7-, 3’-, y 4’-. Los azúcares más 

comúnmente encontrados son glucosa, galactosa y ramnosa, y en menor 

medida xilosa, arabinosa y ácido glucurónico, así como algunos disacáridos 

como rutinosa o neohesperidosa. Están ampliamente distribuidos en plantas 

superiores, habiéndose identificado del orden de 900 flavonol glicósidos en la 

naturaleza (Zhang et al., 2014), constituyendo junto con los flavan-3-oles el 

grupo de flavonoides mejor representados en dieta. Los azúcares pueden 

encontrarse adicionalmente esterificados con diversos ácidos, como p-cumárico, 

ferúlico, cafeico, gálico, o acético. La presencia de flavonoles como aglicones en 

los medios naturales es menos frecuente, aunque no extraña. En la Figura 3 se 

recogen los aglicones de flavonoles más comunes en frutas y hortalizas.  

 

 

 

Figura 3. Estructura de los aglicones de flavonoles más habituales en alimentos vegetales. 
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La quercetina es el flavonol más abundante en la dieta, encontrándose presente 

en diversas frutas, hortalizas y productos derivados. Son fuentes especialmente 

importantes las cebollas, manzanas y bayas, así como té y vino. En cebolla 

puede alcanzar concentraciones muy elevadas, del orden de 200-1000 µg/g 

(peso fresco) (Hertog et al., 1992; Crozier et al., 1997).  
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2.1.3 Flavan-3-oles (catequinas y proantocianidinas) 

 

Los compuestos de esta familia presentan un esqueleto básico en el que los dos 

anillos bencénicos están unidos por un heterociclo no aromático hidroxilado en 

posición 3 (Figura 4). Pueden encontrarse en la naturaleza como monómeros o 

condensados entre sí formando compuestos con diverso grado de 

polimerización (taninos condensados o proantocianidinas). También pueden 

poseer restos acilo, siendo el ácido gálico el sustituyente más frecuente. Al 

contrario de lo que ocurre con otros flavonoides, las combinaciones de tipo 

heterosídico son poco habituales. Los flavan-3-ol monómeros se suelen designar 

genéricamente como "catequinas" y se diferencian entre sí según el grado de 

hidroxilación de su anillo B. La presencia de dos carbonos asimétricos (C2 y C3) 

da lugar a cuatro isómeros ópticos para cada catequina (Figura 4). Entre ellos 

los más comunes son los pares diastereoisoméricos (+)-catequina / (-)-

epicatequina y (+)-galocatequina / (-)-epigalocatequina (Haslam, 1989). 

 

 

Flavan-3-oles R3’ R4’ R5’ C-2 C-3 

(+)-Galocatequina OH OH OH R S 

(+)-Catequina OH OH H R S 

(+)-Afzelequina H OH H R S 

(-)-Epigalocatequina OH OH OH R R 

(-)-Epicatequina OH OH H R R 

(-)-Epiafzelequina H OH H R R 

 

Figura 4. Estructura química de los principales monómeros de flavan-3-oles 
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Los flavan-3-oles pueden condensar entre sí a través de enlaces C-C y, 

ocasionalmente, C-O-C, dando lugar a los taninos condensados (Figura 5), que 

pueden clasificarse según el grado de polimerización que presenten en 

oligómeros (dímeros, trímeros y tetrámeros) y polímeros (con grado de 

polimerización igual o superior a 5). Los enlaces interflavánicos más usuales 

son los que se establecen entre el carbono 4 de una unidad flavanol 

(considerada "subunidad superior" o "de extensión") y los carbonos 8 ó 6 de otra 

(denominada "subunidad inferior" o "de iniciación"). Aunque menos frecuentes, 

existen también compuestos que, además de la unión C4-C8 ó C4-C6, presentan 

un enlace adicional de tipo éter entre las posiciones C2-O-C7 ó C2-O-C5 (unión 

de tipo A). En todos estos compuestos los tres carbonos del heterociclo 

flavánico (C2, C3 y C4) son asimétricos, por lo que pueden existir numerosas 

combinaciones de sustancias con diferentes configuraciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 5. Estructura de los taninos condensados. 
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La reacción más característica de los taninos condensados es la ruptura en 

medio ácido del enlace interflavánico, que da lugar, por una parte, a las 

subunidades inferiores en su forma libre y, por otra, a los carbocationes 

correspondientes a las unidades de extensión que pueden oxidarse a antocianos 

(Figura 6), razón por la cual son también designados como proantocianidinas. 

Las proantocianidinas más comunes en alimentos son las procianidinas (con 

sustitución 3’,4’-dihidroxi en el anillo B) y las prodelfinidinas (3’,4’,5’-trihidroxi), 

en cuya hidrólisis se liberan respectivamente los antocianos cianidina y 

delfinidina. 

 

 

 

 

Figura 6. Hidrólisis de proantocianidinas 
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2.1.4 Actividad antioxidante. 

 

Los flavonoides tienen la capacidad de donar electrones debido a la presencia 

de anillos aromáticos en su estructura, que son susceptibles de sufrir el 

desapareamiento de electrones por desplazamiento del sistema π (Ramírez-

Tortosa et al., 2001). De esta forma su potencial antioxidante depende del 

número y de la posición de los grupos hidroxilo, así como de la presencia de 

grupos dadores de electrones en su estructura química (Miller, 1997). En los 

flavonoides la presencia de grupos hidroxilo en la posición 3’ y 4’ del anillo B se 

ha relacionado con un alto potencial antioxidante, debido a que al formarse el 

radical por pérdida de electrones, la molécula resultante presenta una alta 

estabilidad. Por otra parte, la presencia de donadores de electrones como el 

grupo carbonilo en la posición 4 del anillo C, junto con los hidroxilos libres en la 

posición 3 del anillo C y 5 del anillo A, confieren a la molécula una mayor 

capacidad antioxidante (Rice-Evans et al., 1996). Se ha visto que los flavonoides 

que tienen mayor número de grupos hidroxilo presentan mayor actividad 

antioxidante. Sin embargo, la presencia de glicosilaciones en la molécula 

disminuye las propiedades antioxidantes de estos compuestos, y por lo tanto su 

mayor potencial se observa en los aglicones (Wang, 1997; Kuskoski et al., 2004). 

La actividad antioxidante in vitro de los flavonoides se ha evaluado en los 

últimos años por distintos autores. Estudios llevados a cabo en liposomas 

sintéticos (Duthie et al., 2000; Cirico y Omaye, 2006), en homogeneizados de 

órganos completos (Hubbard et al., 2004), en ensayos ex vivo con plasma 

humano (Valensi et al., 1996; Halliwell y Gutteridge, 1998), en lipoproteínas de 

baja densidad (Widlansky et al., 2005) o en líneas celulares (Young y Woodside, 

2001) han demostrado la actividad antioxidante de los flavonoides. Sin embargo, 

los flavonoides también pueden actuar como prooxidantes. De acuerdo a la 

definición, un antioxidante es una molécula capaz de donar electrones o átomos 

de hidrógeno, dando lugar a un radical derivado de la deficiencia electrónica 
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adquirida, que se supone que debe ser menos reactivo e incapaz de propagar la 

cadena radicalaria de manera eficaz o eficientemente inactivado por otras 

fuentes de electrones, con el fin de prevenir el daño celular. En relación a los 

flavonoides, los radicales subproducto derivados de su actividad captadora de 

ROS son los radicales fenoxil flavonoide (FO·). La estabilidad de estos radicales 

primarios derivados de flavonoides es en ocasiones cuestionable, ya que 

pueden ser convertidos en otros radicales o productos muy reactivos, como 

radicales o-semiquinona que pueden reaccionar con O2 en presencia de metales 

de transición para formar radicales superóxido O2·− o ser transformados en o-

quinonas, todos ellos pro-oxidantes y potencialmente citotóxicos (Pietta, 2000; 

Halliwell, 2008). Las quinonas derivadas de flavonoides presentan un alto 

grado de reactividad, aunque pueden ser inactivadas mediante su conjugación 

con moléculas como GSH, cisteínas o ácidos nucleicos (Awad et al., 2002; Torres 

et al., 2005; Hernández et al., 2009).  

Existen determinadas características que determinan el poder pro-oxidante de 

algunos flavonoides. Así, los flavonoides con alto número de hidroxilos en el 

anillo B poseen una estructura más susceptible de generar radicales hidroxilo 

mediante la reacción de Fenton (Heim et al., 2002). Asimismo, se ha demostrado 

que los flavonoides con una estructura pirogalol en el anillo A son capaces de 

desencadenar la producción de peróxido de hidrógeno (Heim et al., 2002) y 

como consecuencia conducir a un aumento de los radicales libres a través la ya 

mencionada reacción Fenton (Galey, 1997). Este efecto pro-oxidante de los 

flavonoides es importante en aquellas reacciones in vivo en las que estén 

implicados metales de transición, así como en los medios de cultivo que se 

utilizan experimentación, y no debe considerarse como una característica 

despreciable en los efectos producidos. 
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2.1.5. Biodisponibilidad y metabolismo 

 

Los flavonoides probablemente representan el tipo de fitoquímicos más 

estudiado. Desde los años 90 el interés por analizar sus beneficios en la salud ha 

ido en aumento. Diversos estudios epidemiológicos han relacionado un 

consumo habitual de estos compuestos con una menor incidencia de diversas 

patologías, como cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes mellitus o 

determinados tipos de cáncer. Las recomendaciones del consumo habitual de 

frutas y verduras, con el fin de mantener una salud adecuada, son ampliamente 

conocidas. Sin embargo, un alto consumo de polifenoles en la dieta no garantiza 

una mayor biodisponibilidad de estos compuestos. Como biodisponibilidad se 

entiende la capacidad de un compuesto para alcanzar su diana o sitio de acción.  

Uno de los factores más influyentes en la biodisponibilidad de los polifenoles es 

su estructura química. En los alimentos, los polifenoles se encuentran en formas 

glicosiladas y, en ocasiones, en forma de polímeros, que no pueden ser 

absorbidos directamente y deben ser previamente transformados en el 

organismo. De esta forma las características del individuo receptor cobran una 

vital importancia. La mayoría de los flavonoides tienen una absorción limitada 

en el organismo. El grupo de las isoflavonas parece ser el que presenta mayor 

biodisponibilidad, seguido de catequinas, flavanonas y algunos flavonoles 

glicosilados. Los flavonoides con menor absorción en el organismo serían las 

proantocianidinas, las catequinas galoiladas y los antocianos (Kroon et al., 2004; 

Williamson y Manach, 2005). Por otra parte, la concentración de flavonoides en 

los alimentos puede verse afectada por factores externos, como la exposición a la 

luz solar o el grado de madurez de las frutas y verduras. Igualmente, la 

interacción con otros componentes de la matriz alimentaria, como grasa o fibra, 

puede influir sobre la absorción de los flavonoides en el organismo. Otro factor 

condicionante está relacionado con el procesado de los alimentos antes de ser 

ingeridos (tratamientos térmicos, liofilización, homogeneización) que puede 
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modificar la estabilidad de los compuestos y dificultar o favorecer su 

biodisponibilidad. 

En la mayor parte de los casos, sólo una pequeña proporción de los compuestos 

fenólicos ingeridos es absorbida en el intestino delgado. En el caso particular de 

los glicósidos de flavonoides (formas más abundantes en los alimentos) suele ser 

necesaria una hidrólisis para liberar el aglicón previa a su absorción. Esta 

hidrólisis comienza en la cavidad bucal y es producida por enzimas ß-

glucosidasas procedentes de la saliva y de la microbiota oral (Requena et al., 

2010). No obstante, el principal mecanismo de desglicosilacion de los flavonoides 

tiene lugar por acción de la enzima formada por el complejo lactasa-floricin 

hidrolasa (LPH), que se encuentra en las vellosidades de las células epiteliales del 

intestino delgado (Day et al., 2000; Day y Williamson, 2001). Tras la separación de 

los sustituyentes glicosídicos y el aumento de lipofobicidad, los aglicones pueden 

entrar al enterocito mediante difusión pasiva (Day et al., 2000). Algunos 

flavonoides concretos, como quercetina-4‘-O-glucósido, también podrían ser 

transportados por difusión activa al interior de las células epiteliales a través del 

transportador sodio dependiente de glucosa (SGLT1) y posteriormente ser 

hidrolizados dentro de la célula por la ß-glucosidasa citosólica (CBG) (Gee et al., 

2000; Day y Morgan, 2003). Dentro del enterocito los aglicones flavonoides sufren 

una serie de reacciones de conjugación (metilación, glucuronidación y 

sulfatación), mediante la acción de enzimas como catecol-o-metiltransferasa 

(COMT), UDP-glucuronosiltransferasa (UGT) y sulfotransferasa. Uno de los 

papeles de estas enzimas de fase II del metabolismo es conjugar los hidroxilos 

presentes en las posiciones 3’ y 4’ de algunos flavonoides, como es el caso de 

quercetina, con el fin de atenuar el efecto pro-oxidante y citotóxico de estos 

compuestos (Boersma et al., 2002). La fracción absorbida y biotransformada en el 

enterocito es luego transportada al hígado por circulación sistémica, donde sufre 

procesos adicionales de conjugación por enzimas de fase II. Algunos compuestos 
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son susceptibles de sufrir recirculación enterohepática y ser devueltos al intestino. 

Algunos autores sugieren que los procesos de metilación y glucuronidación se 

producen tanto en células intestinales como en hígado, mientras que los procesos 

de sulfatación son llevados a cabo principalmente en el hígado (Scalbert y 

Williamson 2000; Rechner et al., 2002). La mayor parte de los flavonoides, a 

excepción de algunas catequinas, derivados galoilados y ciertos antocianos, no se 

encuentran como tales en la sangre, sino que son los compuestos conjugados 

producto del metabolismo de las enzimas de fase II las formas circulantes que 

predominan. 

Otro mecanismo implicado en el metabolismo de los flavonoides es la 

conjugación con glutatión. Como se ha descrito antes, los flavonoides que 

presentan un grupo catecol en su estructura son susceptibles de sufrir procesos 

de oxidación y dar lugar a quinonas reactivas que pueder desencadenar procesos 

de daño oxidativo en las células. El glutatión se encuentra ampliamente 

distribuido en los tejidos y su conjugación con las quinonas derivadas de la 

oxidación de flavonoides es un mecanismo que pretende neutralizar el ataque 

nucleofílico de estos compuestos reactivos a otras moléculas como proteínas y 

ADN, evitando de esta forma el efecto pro-oxidante de los mismos (Galati et al., 

2001; Moridani et al., 2003; Hong y Mitchell, 2006). 

Los estudios realizados hasta ahora sugieren que los compuestos una vez 

conjugados presentan menor actividad, ya sea anti- o pro-oxidante, o incluso son 

totalmente inactivos. Esto sugiere que los metabolitos conjugados podrían no ser 

responsables del efecto in vivo de estas sustancias, al menos de un modo directo 

(Kroon et al., 2004). No obstante, diferentes células presentan mecanismos 

capaces de producir la desconjugación de los metabolitos glucuronidados y 

sulfatados de los flavonoides, especialmente en determinadas situaciones como 

procesos inflamatorios (Sperker et al., 1997; O’Leary et al., 2003). De esta forma, se 

establece que el proceso de conjugación puede ser reversible, y por lo tanto en 
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determinados células o tejidos podrían llegar a estar presentes los aglicones y/o 

sus formas metiladas y ser, al menos en parte, responsables del efecto in vivo de 

los flavonoides. Algunos autores han sugerido que los glucurónidos de 

quercetina podrían actuar como una forma de transporte, y que posteriormente 

sufrirían un proceso de desconjugación en el lugar donde el aglicón sea necesario 

para producir el efecto in vivo (Menéndez et al., 2011; Pérez-Vizcaíno et al., 2012).  

Una gran parte de los flavonoides que se ingieren no son absorbidos en el 

intestino delgado, y junto con los metabolitos que son devueltos al lumen 

intestinal mediante la recirculación enterohepática alcanzan el intestino grueso. 

En este punto los compuestos son sometidos a la acción de la microflora colónica. 

La bacterias presentes en el intestino son capaces de llevar a cabo procesos de 

desglicosilación y de degradación de compuestos fenólicos a productos más 

simples, que podrían ser eventualmente absorbidos en el intestino grueso y jugar 

un papel importante en la actividad biológica de los flavonoides de la dieta 

(Aura et al., 2005) En la Figura 7 se recoge un esquema de los procesos de 

absorción y metabolismo de flavonoides. 

 

 

Figura 7. Metabolismo, absorción y excreción de flavonoides 
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2.2. Caenorhabditis elegans como organismo modelo.  

(Hope, 1999; Horvitz, 2004) 

 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) es un nematodo de vida libre, no parásito, que 

vive en el suelo y se alimenta de microorganismos. Requiere para su vida y 

reproducción una temperatura entre 10 y 25 ºC, una humedad adecuada, 

oxígeno atmosférico y bacterias (ej. Escherichia coli) como fuente de alimento, 

por lo que es un organismo fácil de mantener en laboratorio. Es un organismo 

de pequeño tamaño, los adultos alcanzan 1 mm de largo y 70 µm de diámetro, 

lo que permite mantener el cultivo en poco espacio. No emiten olor intenso, su 

observación al microscopio resulta fácil y son relativamente sencillos de 

manipular. Se mueven formando leves ondas sinusoidales en un plano 

dorsoventral. Su carácter hermafrodita permite obtener gran cantidad de 

individuos tanto en medio sólido como líquido de manera rápida y barata. 

Anatomía 

C. elegans presenta dos sexos, masculino y, la forma predominante, 

hermafrodita. Los individuos hermafroditas producen tanto esperma como 

oocitos y por tanto pueden producir la autofecundación. Los oocitos también 

son fecundados por el esperma producido por los machos, de esta forma se 

producen cruces que dan lugar a machos y hermafroditas en las mismas 

proporciones. Un hermafrodita produce alrededor de 300 individuos 

hermafroditas, mientras que la fertilización cruzada puede producir más de 

1000 individuos machos y hermafroditas en las mismas proporciones. 
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Importancia en investigación 

En 1963 Sydeny Brenner introdujo C. elegans como organismo modelo en el 

campo de la investigación en biología y neurología. Desde entonces, este 

nematodo ha sido ampliamente estudiado, lo que ha permitido el desarrollo de 

protocolos y métodos de investigación. Actualmente C. elegans es utilizado, 

entre otras cosas, para la realización de estudios in vivo con compuestos de 

origen vegetal farmacológicamente activos.  

A continuación se señalan algunas de las características que hacen de C. elegans 

un modelo óptimo para el estudio de la funcionalidad y regulación de genes 

(The C. elegans Sequencing Consortium, 1998; Guarente y Kenyon, 2000): 

- Es un organismo eucariota, que presenta estructuras celulares y 

moleculares y rutas de control de organismos superiores. 

- Es multicelular con un complejo proceso de desarrollo que incluye 

embriogénesis, morfogénesis y cambio de estado larvario a estado adulto. 

Permite extrapolar la información obtenida en su estudio a organismos 

más complejos y de uso más difícil en laboratorio, como pueden ser los 

modelos murinos. 

- Permite la utilización de técnicas como manipulación del genoma por 

adición, silenciamiento o alteración de genes específicos, de una manera 

sencilla. 

- Presenta un genoma relativamente pequeño (9,7 x 107 pares de bases) 

que está completamente secuenciado y que posee al menos un 40% de 

genes ortólogos a genes humanos. 

- Tiene un ciclo de vida rápido: la embriogénesis dura 12 horas y el paso 

de larva a adulto se produce en apenas 2,5 días. Además, como se ha 

señalado anteriormente, debido a su peculiar reproducción permite 
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obtener organismos genéticamente iguales o muy parecidos, lo que 

facilita su uso en laboratorio. 

 

Figura 8. Ciclo de vida de C. elegans a 22 ºC. Fuente: www.wormatlas.com 
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2.3 Las teorías del envejecimiento  

 

Existen numerosas definiciones del proceso de envejecimiento, enfocadas cada 

una de ellas desde distintos puntos de vista. Una de las más aceptadas es la que 

considera el envejecimiento como el conjunto de transformaciones morfológicas, 

metabólicas, funcionales y psicológicas que el paso del tiempo ocasiona de 

forma irreversible en los organismos vivos. Dichas transformaciones dan lugar 

a una disminución en la capacidad de adaptación a los cambios del entorno y 

una mayor dificultad para mantener estable el medio interno, lo que origina un 

aumento de la vulnerabilidad y de la fragilidad (Queralt, 2014).  

Con el objeto de intentar explicar cómo y por qué tienen lugar estos cambios, 

que conducen irreversiblemente a la muerte, se han postulado a lo largo de los 

años numerosas teorías que se conocen con el nombre genérico de “teorías del 

envejecimiento”. Muchas de las inicialmente propuestas han sido refutadas en 

base a resultados experimentales, mientras que otras han sido modificadas para 

adaptarse al nuevo conocimiento científico. Entre estas últimas se encuentran 

todas las variantes en las que se relaciona el envejecimiento con la 

desorganización celular producida por el estrés oxidativo causado por los 

radicales libres y otras especies reactivas de oxígeno (ROS), teoría propuesta 

inicialmente por Harman en los años 50 (Harman, 1956). 

En sus inicios, Harman postulaba que el envejecimiento, y algunas de las 

enfermedades degenerativas relacionadas, se podían atribuir a los efectos de los 

radicales libres en diferentes compartimentos celulares. Sin embargo, su trabajo 

no tuvo mucha repercusión ya que por aquel entonces no se había descrito la 

producción de radicales libres en las células. No fue hasta 1969 cuando McCord 

y Fridovich descubrieron la existencia de la enzima superóxido dismutasa 

(SOD), lo que produjo un cambio de tendencia; de esta forma, si existía una 

enzima encargada de destoxificar los radicales libres, éstos debían de generarse 
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in vivo dentro de la célula. Años después se descubrió la producción de 

peróxido de hidrógeno en mitocondrias aisladas (Boveris y Chance, 1973). Este 

descubrimiento llevó a demostrar que durante la respiración mitocondrial de la 

célula se generan especies altamente inestables y reactivas debido a la 

incompleta reducción del oxígeno, que posteriormente fueron denominadas 

“especies reactivas de oxígeno” (ROS). Apoyándose en estos resultados 

Harman estableció que era la mitocondria el lugar donde se producían los 

radicales libres y propuso que la desorganización de las mitocondrias causada 

por los radicales libres podría ser «el reloj del envejecimiento». 

Miquel et al. (1980) redefinieron la teoría, que pasó a conocerse como “Teoría 

mitocondrial de envejecimiento por radicales libres”. A diferencia de Harman 

que proponía la desorganización de las mitocondrias de cualquier tipo de célula 

como el mecanismo fundamental del envejecimiento, la teoría propuesta por 

Miquel y colaboradores restringe la desorganización mitocondrial causante del 

envejecimiento sólo a las células somáticas diferenciadas, de manera que los 

ROS que se forman en las mitocondrias de las células diferenciadas lesionan su 

ADNmt, lo que produce una falta de regeneración mitocondrial debido a una 

progresiva desorganización oxidativa de los lípidos y proteínas de sus 

membranas que lleva a la digestión autofágica de las misma y provoca el 

correspondiente descenso de la síntesis de adenosín trifosfato (ATP) (Miquel, 

2006). En cualquier caso, parece que de acuerdo a las teoría del daño oxidativo, 

de una u otra manera los ROS están íntimamente ligados al proceso de 

envejecimiento. 
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2.3.1 Especies Reactivas de Oxígeno (ROS) 

 

Las especies reactivas de oxígeno son moléculas caracterizadas por presentar 

uno o más electrones desapareados en su orbital más externo y al menos una 

molécula de oxígeno, lo que las hace extremadamente reactivas. Atacan 

principalmente a moléculas con alta densidad o inestabilidad electrónicas, como 

pueden ser los átomos de nitrógeno de las proteínas, ácidos nucleicos (ADN y 

ARN) y los dobles enlaces presentes en los ácidos grasos insaturados. Este tipo 

de interacciones produce alteraciones en la estructura de esas moléculas, lo que 

se traduce en una pérdida de funcionalidad. La generación de ROS se produce 

en diferentes lugares dentro de la célula y como resultado de diversas 

reacciones metabólicas en pequeñas concentraciones, sin embargo, la principal 

fuente de generación de ROS es la mitocondria y más concretamente la cadena 

de transporte de electrones (CTE). Algunos estudios sugieren que entre el 0,12% 

y 2% del oxígeno consumido es convertido a ROS.  

La cadena respiratoria consiste en una serie de transportadores electrónicos que 

funcionan como pares redox y que se localizan en la membrana mitocondrial 

interna, y está formada por complejos multiproteicos (complejos I-IV). Las 

moléculas que se encargan de transportar los electrones son principalmente 

citocromos, centros hierro-sulfurados, quinonas y flavinas. Los electrones 

provenientes de nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) son movilizados 

desde el complejo I (NADH deshidrogenasa/NADH ubiquinona 

oxidorreductasa) y transferidos a la ubiquinona (Coenzima Q). Durante la 

transferencia de electrones, se produce asimismo una transferencia de protones 

desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana contribuyendo de 

esta forma a generar un gradiente electroquímico (Figura 9). Los electrones 

también se pueden transferir a la ubiquinona desde el complejo II (succinato 

deshidrogenasa) que recibe electrones desde el ciclo del ácido cítrico. El 
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complejo III (citocromo bc1) se encarga de transferir electrones desde la 

coenzima Q hasta el citocromo C generando una transferencia de protones 

desde la matriz hasta la zona intermembrana. Finalmente el complejo IV 

(citocromo C oxidasa) transfiere los electrones desde el citocromo C hasta una 

molécula de oxígeno, generando agua y movilizando protones al espacio 

intermembranal. De esta forma, el gradiente de protones producido mediante 

esta transferencia de electrones permite la síntesis de ATP a través de la ATP 

sintasa (Complejo V). En diversos sitios a lo largo de la cadena de transporte, 

electrones provenientes de NADH o FADH pueden reaccionar directamente 

con el oxígeno o con otros aceptores de electrones y generar radicales libres. Se 

ha descrito que el complejo I y III contribuyen a la mayor parte de la generación 

de ROS en la mitocondria (Herrero y Barja, 2000; Muller et al., 2000). El radical 

anión superóxido (O2·−) se genera como resultado de la reacción entre los 

electrones procedentes de la cadena de transporte y el oxígeno. Es un radical no 

reactivo frente a macromoléculas, sin embargo, en presencia de metales de 

transición como Cu o Fe puede dar lugar al radical hidroxilo (OH•, reacción de 

Haber-Weiss), que es una molécula altamente reactiva con capacidad para 

producir daño oxidativo y que puede dañar macromoléculas en el lugar donde 

se genera. Por otra parte, tiene una vida media muy corta, lo que dificulta que 

propague el daño oxidativo en las células más allá de su lugar de origen. El 

radical superóxido puede también ser transformado dentro de la célula a 

peróxido de hidrógeno (H2O2) cuando el oxígeno se reduce con dos electrones. 

No es una molécula reactiva, pero igualmente en presencia de metales de 

transición genera radicales hidroxilo (OH•) mediante la reacción de Fenton.  



26  II. Introducción General 

 

 

 

Figura 9. Funcionamiento de la cadena de transporte de electrones. Extraído de Cardellach y 

Miró (2004). 

 

Hasta hace unos años, esta “fuga” de electrones de la cadena, se consideraba 

producto de un proceso ineficiente, sin embargo, actualmente se ha propuesto 

que las ROS mitocondriales podrían estar implicados en procesos de 

señalización dependientes de reacciones redox, así como en el reloj biológico 

del envejecimiento (Dada et al., 2003; Nemoto et al., 2005), e incluso actuar como 

un indicador del buen funcionamiento de la cadena de transporte de electrones. 

De hecho, dentro de la célula existen otras muchas reacciones que tienen como 

resultado la generación de ROS. El citocromo P450 por ejemplo, que se encarga 

de destoxificar sustancias en el organismo, puede llevar a cabo reacciones de 

oxidación que, como resultado, pueden llevar acoplada la generación de 

superóxido. Por otra parte, la enzima xantina oxidasa cataliza la oxidación de 

hipoxantina y xantina hasta ácido úrico produciendo peróxido de hidrógeno. 

Por lo tanto, la existencia de enzimas que como resultado de su actividad llevan 

acoplada una generación de ROS indica que la producción de estas especies no 
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es un hecho al azar, y que por lo tanto su producción en la célula debe de tener 

una finalidad concreta, más allá de generar daño. 

 

2.3.2 Tendencias actuales en el proceso de envejecimiento 

 

La teoría del envejecimiento basada en el efecto negativo que produce el estrés 

oxidativo, y concretamente las ROS, ha sido tradicionalmente utilizada por 

muchos investigadores para explicar el proceso de daño celular a lo largo de la 

vida de un organismo. Existen numerosos estudios donde se encuentra que el 

estrés oxidativo y las ROS aumentan con la edad (Cabreiro et al., 2011). También 

se ha visto que disminuir los niveles de estrés oxidativo conlleva un aumento 

de la longevidad en diferentes organismos como levaduras o ratones 

(Kirkwood y Kowald, 2012). Sin embargo, actualmente existen tendencias que 

contradicen la teoría acerca del daño oxidativo causado por ROS y su papel 

fundamental en el envejecimiento. Las ROS son derivados del oxígeno y aún así 

el proceso de envejecimento se sigue observando en organismos que viven en 

condiciones de anaerobiosis, por ejemplo en levaduras, donde la producción de 

ROS es más que limitada (Koc et al., 2004). Por otra parte, en los últimos años se 

ha demostrado que las ROS juegan un papel esencial en la señalización celular, 

a través de la modificación de quinasas, fosfatasas y factores de transcripción, o 

directamente mediante la inducción de la transcripción de protomotores 

específicos (Ray et al., 2012). A pesar de todo, un número creciente de autores 

sigue señalando que el daño oxidativo producido por ROS influye en el 

envejecimiento celular. De hecho, existen una gran cantidad de estudios que 

han centrado sus esfuerzos en utilizar diseños experimentales que permitan 

medir el daño producido por las ROS, así como diversos indicadores de estrés 

oxidativo, como enzimas antioxidantes (Stadtman, 1992). Sin embargo, en el 
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metabolismo celular existen también otros subproductos que escapan de la 

atención de los investigadores y que podrían ser responsables de la 

acumulación de daño a lo largo del proceso de envejecimiento (Stadtman, 1992). 

De esta manera, parece claro que el estrés oxidativo produce daño celular, pero 

no es la única causa de senescencia en la célula. Una de las principales carencias 

de la teoría del envejecimiento es su limitación para explicar la falta de 

equilibrio existente entre la generación de ROS y su eliminación de la célula por 

parte de los sistemas antioxidantes y de defensa (Sohal y Orr, 2012). De manera 

que actualmente no se puede explicar porqué una célula está destinada a sufrir 

un daño inevitable. Por lo tanto, no sólo la generación de ROS debe 

considerarse causa principal en el proceso de envejecimiento celular. Los fallos 

en los procesos biológicos (mutaciones, proteínas no funcionales, ineficiencias 

metabólicas) han de considerarse como factores de similar importancia a la del 

daño producido por ROS (Pérez et al., 2009). La división celular resulta 

imprescindible como mecanismo para diluir el daño, hasta que las células no 

pueden dividirse más y alcanzan su senescencia programada. De esta forma, el 

daño oxidativo puede contribuir al envejecimiento, pero sólo como 

consecuencia del daño total producido por otros procesos biológicos 

ineficientes. Hay que señalar que hasta ahora muchos de los trabajos realizados 

y las conclusiones a las que se ha llegado se han obtenido de modelos en los que 

se modificaba positiva o negativamente la vida media de los organismos a 

través de intervenciones en la dieta, así como procesos de “Knock-out” y 

“Knock-down”, sobre-expresión de genes, etc. Todas estas aproximaciones 

implican una modificación en el metabolismo celular que afecta a las diferentes 

rutas a través de los mecanismos de respiración, glicolisis, metabolismo de 

ácidos grasos, etc., además de los mecanismos de regulación celular. Por tanto, 

se debe pensar que alguno de los daños observados serán similares a los que se 

producirían en el entorno habitual mientras que es previsible que otros de los 
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observados puedan ser consecuencia de la simple intervención (Gladyshev, 

2014). 

En definitiva, la tendencia actual lleva a interpretar el envejecimiento como el 

resultado de la acumulación de daño celular a diferentes niveles, siendo las 

ROS una de las principales causas de dicho daño pero no la única. Bajo esta 

premisa, las estrategias para prolongar la vida deberían ir encaminadas tanto a 

disminuir la acumulación de daño como a desplazar el metabolismo celular 

hacia estados en los que se generen diferentes tipos de daño, para minimizar su 

efecto. 

 

2.3.3. Estrategias de defensa frente al estrés 

 

2.3.3.1 Proteínas y enzimas antioxidantes 

(Ďuračková, 2014) 

A pesar de que, como se ha comentado, las ROS pueden actuar como 

señalizadores celulares, parece claro que un exceso de ROS contribuye a 

producir daños a diferentes niveles, por lo que el organismo cuenta con 

mecanismos de defensa antioxidante endógenos, principalmente proteínas y 

enzimas, para eliminar el exceso de ROS producido.  

a) Superóxido dismutasa (SOD). 

Tal y como se ha señalado anteriormente, la cadena transportadora de 

electrones favorece la producción principalmente de radical superóxido. Por 

tanto, parece lógico que la propia célula posea una primera línea de defensa 

consistente en una enzima, en mamíferos la SOD, capaz de transformar ese 

radical en una especie menos reactiva. Esta enzima cataliza la dismutación del 

radical superóxido a H2O2 que posteriormente puede ser transformado a agua 
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por la acción de otras enzimas como catalasa (CAT), glutatión peroxidasa (GPx) 

y/o peroxirredoxinas (Prxs) (Fridovich, 1995). SOD es la única enzima que 

puede destoxificar el anión superóxido y está presente tanto a nivel 

mitocondrial como en el citoplasma y el espacio extracelular (Fridovich, 1978). 

Hay tres isoformas, SOD1 (Cu/ZnSOD) es la captadora predominante de 

aniones superóxido y se localiza en el citoplasma, en el espacio intermembranal 

de la mitocondria, en el núcleo y en los lisosomas; SOD2 (MnSOD) y SOD3 se 

localizan en la mitocondria y en la matriz extracelular respectivamente 

(Trachootham et al., 2008). De manera similar a los mamíferos, en C. elegans 

existen seis isoformas de SOD localizadas en diferentes compartimentos 

celulares. Es uno de los sistemas antioxidantes más importantes en la célula, sin 

embargo, una baja actividad de las mismas no siempre se relaciona con alguna 

patología, mientras que una alta actividad tampoco puede considerarse 

necesariamente como un fenómeno positivo (Ďuračková, 2014). 

b) Glutatión peroxidasa (GPx)  

Se encuentra localizada en el citosol y la mitocondria. Su importancia reside en 

que es considerada como el principal sistema antioxidante en niveles bajos de 

estrés oxidativo (Benner et al., 2011). El término glutatión peroxidasa (GPx) se 

asocia a una familia de múltiples isoenzimas (GPx1–8) que cataliza la reducción 

de H2O2 a agua utilizando glutatión como donador de electrones (Margis et al., 

2008; Sena y Chandel, 2012). Las distintas isoformas se pueden clasificar en 

dependientes e independientes de Se. La forma independiente de Se, también 

conocida como glutatión-S-transferasa (GST), cataliza la destoxificación de 

varios xenobióticos, y en este caso el átomo de Se no participa en la reacción 

catalítica. La isoforma dependiente de Se, también conocida como GPx 

dependiente de Se, está compuesta por cuatro subunidades, y cada subunidad 

contiene un átomo de Se en el centro activo unido al aminoácido cisteína. Estas 
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enzimas se encargan de reducir peróxidos que son sustratos potenciales para la 

reacción tipo Fenton y que pueden dar lugar a radicales libres que son capaces 

de dañar otras macromoléculas. La mayor actividad de la GPx es detectada en 

el hígado, mientras que una actividad media se observa en el corazón y 

pulmones (Ďuračková 2014). La enzima GPx actúa en cooperación con el 

glutatión reducido (GSH), y se encuentra en las células en grandes 

concentraciones (milimoles). La enzima GPx descompone peróxidos a agua o 

alcohol, mientras que se produce una oxidación de GSH, de esta forma el 

glutation reduce el Se del centro catalítico de la enzima. En C. elegans, de la 

misma forma que en humanos, existen diversos genes que codifican para GPx 

(gpx-1 a gpx-8). 

c)  Catalasa 

La mayoría de los organismos presentan catalasa, localizada en los peroxisomas 

de las células, como sistema de defensa antioxidante. Esta enzima se localiza en 

todos los órganos importantes, incluyendo el hígado, y en los glóbulos rojos. Se 

encarga de la descomposición de peróxido de hidrógeno a agua y oxígeno. En C. 

elegans existen tres genes que codifican para tres catalasas, ctl1, ctl2, ctl3. 

d) Peroxirredoxinas (Prx) y Tiorredoxinas (Trx) 

Las Prx son una gran familia de enzimas antioxidantes que poseen cisteína en 

su centro activo (Rhee et al., 2005). Estas enzimas se encargan de controlar los 

niveles de peróxidos y actúan como reguladores de señalización, mediante la 

modulación de los niveles de ROS en cada lugar específico dependiente de 

procesos redox (Trachootham et al., 2008). En el caso de C. elegans existen tres 

Prx codificadas en su genoma. 

Las Trx son proteínas que actúan como antioxidantes facilitando la reducción 

de otras proteínas a través de un intercambio tiol-disulfuro en la cisteína. 
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Presentan un papel importante en la reactivación de las peroxirredoxinas a 

través de la reacción: 

Prx (reducida) + H2O2 → Prx (oxidada) + 2H2O 

Prx (oxidada) + Trx (reducida) → Prx (reducida) + Trx (oxidada) 

Las tiorredoxinas son reactivadas a través de su reducción por parte de la 

enzima tiorredoxin reductasa (TrxR) y NADPH. Su presencia es principalmente 

citosólica. En C. elegans se han encontrado un total de ocho Trx y dos TrxR. 

e) Glutatión 

Es un tripéptido que juega un papel importante en la protección del organismo 

frente al daño oxidativo. Como ya se ha señalado anteriormente, el glutatión 

actúa como cofactor de algunas enzimas del sistema antioxidante (glutatión 

peroxidasa, glutatión transferasa, etc) y además puede reducir directamente 

moléculas reactivas. El glutatión oxidado es reducido por la enzima glutatión 

reductasa (GR) en cooperación con NADPH. Su principal fuente es el hígado 

donde la mayor parte del glutatión circulante se sintetiza de novo. Tiene un 

papel importante en procesos de destoxificación celular y la relación entre 

glutatión reducido/oxidado (GSH/GSSG) contribuye al estatus redox de la 

célula. 

Además de las enzimas y los péptidos antioxidantes existen otro tipo de 

compuestos exógenos, de diferente naturaleza que actúan como defensas 

antioxidantes. Muchas de estas defensas son moléculas simples que son más 

fácilmente oxidadas en la célula que el resto de componentes funcionales. Por 

ejemplo, la vitamina E, cuya naturaleza es lipídica, que se encarga de la 

protección de las membranas celulares frente a la oxidación. Por otra parte, la 

vitamina C es un compuesto hidrosoluble y protege a los compuestos polares 
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de su oxidación. Además de estas vitaminas en la célula pueden existir otros 

compuestos que actúan como antioxidantes, entre los que se incluyen la 

vitamina A, ubiquinol y citocromo C, entre otros (Van Raamsdonk y Hekimi 

2010). 

 

2.3.3.2 Factores de transcripción implicados en estrés y 

envejecimiento. 

 

a) Ruta de la insulina y factor IGF-1 

 

Una de las rutas metabólicas que se ha relacionado con el envejecimiento y la 

resistencia al estrés es la ruta de la insulina, ampliamente conservada en los 

organismos eucariotas. La insulina y el factor de crecimiento insulínico tipo 1 

(IGF-1) regulan una amplia variedad de procesos metabólicos y actividades 

relacionadas con el crecimiento en los tejidos diana, así como el transporte de 

glucosa, la síntesis de glucógeno, la transcripción y traducción de genes, el 

proceso antiapoptótico y la replicación celular, entre otros. Esta ruta incluye, 

además, muchos de los genes y factores de transcripción que regulan la 

capacidad del organismo para sobrevivir durante estados de metabolismo 

reducido, la resistencia a estrés y a las formas de crecimiento detenido (formas 

Dauer).  

En C. elegans esta ruta fundamental está regulada por péptidos semejantes a la 

insulina que se unen al receptor DAF-2, ortólogo del receptor transmembrana 

insulina/IGF1 (IGFR). DAF-2/IGFR controla la actividad de la vía de 

transducción de señales PI(3)K/PDK1/Akt que culmina en la regulación, 

mediante fosforilación, de los factores de transcripción DAF-16/FoxO, HSF-1 y 

SKN-1/Nrf, que gobiernan la mayor parte de las funciones de la ruta. La 
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fosforilación de dichos factores de transcripción regula su interacción con otras 

proteínas que controlan su localización subcelular e impiden su entrada al 

núcleo celular (Figura 10).  

 

Figura 10. Ruta de la insulina en C. elegans. Fuente: www.wormbook.org. 

Existen mutantes daf-2 que presentan una mutación en el receptor de la 

insulina/IGF-1 (Kimura et al., 1997) que son capaces de vivir hasta dos veces 

más que la cepa silvestre N2. Algunos ensayos con estos mutantes han 

demostrado que poseen una alta resistencia al estrés oxidativo cuando son 

sometidos a un generador de aniones superóxido como es el paraquat 

(Houthoofd et al., 2003; Honda et al., 2008), además de mostrar un aumento en 

los niveles de expresión de los genes sod y ctl, y de glutatión-S-transferasas (Van 

Raamsdonk y Hekimi, 2010). El aumento en la expresión de dichos genes se 

traduce en un incremento en la actividad de las enzimas SOD y catalasa. El 

aumento en los niveles de estas enzimas antioxidantes, por otra parte, produce 

una disminución en los niveles de glutatión en los gusanos mutantes respecto 

de la cepa silvestre (Brys et al., 2007). 

Diversos estudios han intentado evaluar si el aumento de las defensas 

antioxidantes es la causa principal del aumento de la longevidad en los 
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mutantes daf-2. Así, cuando se procede a la delección de los genes sod en 

mutantes daf-2 con el objeto de eliminar la resistencia al estrés de estos gusanos, 

se encuentra que, a diferencia de lo que cabe esperar, la longevidad de los 

mismos no disminuye sino que, por el contrario, se ve aumentada (Yang et al., 

2007). Esta observación pone de manifiesto que la resistencia al estrés no 

condiciona una mayor longevidad, y por tanto lo que hace que los mutantes daf-

2 vivan más tiempo no es su capacidad para resistir mejor a los efectos 

negativos del daño oxidativo (Van Raamsdonk y Hekimi, 2010), por lo que debe 

ser otro mecanismo el que regula la longevidad a través de la ruta de la insulina. 

b) age-1 

El mutante age-1 fue la primera cepa de C. elegans para la que se encontró una 

larga longevidad. Más tarde se descubrió que este gen codificaba una proteína 

relacionada en la ruta de la insulina/IGF-1 (Morris et al., 1996). Los mutantes 

age-1 presentan una longevidad 1,5-2 veces mayor que la cepa silvestre 

(Friedman y Johnson, 1988) y, en algunos casos, incluso 10 veces mayor 

(Ayyadevara et al., 2008). Además, los mutantes age-1 muestran un incremento 

de la resistencia al estrés oxidativo (Larsen, 1993; Johnson et al., 2001) y, de 

manera consistente con el mismo, un aumento en las actividades de las enzimas 

SOD y catalasa (Larsen, 1993; Vanfleteren, 1993). El aumento de la actividad 

enzimática se relaciona con la edad de los organismos, de manera que al poseer 

una edad más avanzada presentan mayor actividad enzimática, por lo que no 

existe una relación causal entre el aumento de la resistencia a estrés y el de la 

longevidad, mientras que el aumento de la longevidad sí que proporciona 

mayor resistencia al estrés oxidativo (Larsen, 1993). De la misma forma, Adachi 

et al. (1998) demostraron que los mutantes age-1 presentaban menor 

concentración de proteínas carboniladas y que los niveles de éstas no 

aumentaban con la edad, en comparación con lo que ocurría en la cepa silvestre. 
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Los mutantes age-1 no sólo eran resistentes a estrés oxidativo inducido 

químicamente, sino también a otras forma de estrés, como estrés térmico 

(Lithgow et al., 1995), radiación UV (Murakami y Johnson, 1996) y exposición a 

metales pesados (Barsyte et al., 2001), lo que también contribuiría a una mayor 

longevidad. En definitiva, el aumento en la duración de vida de los mutantes 

age-1 está asociado con una mayor resistencia al estrés oxidativo y por lo tanto 

un menor daño. Sin embargo, el aumento en la resistencia al estrés no sería el 

único factor que contribuiría a su longevidad, sino que la misma sería el 

resultado de un conjunto de factores con repercusión sobre el envejecimiento.  

c) Factores relacionados con el factor nuclear eritroide-2 (Nrf2) y el 

elemento de respuesta antioxidante (ARE)  

Uno de los mecanismos de defensa antioxidante de la célula consiste en la 

inducción coordinada de genes que codifican proteínas de fase II. Todas las 

secuencias de este tipo de proteínas destoxificantes coinciden en la existencia de 

una región específica de unión denominada ARE (Antioxidant Response Element). 

El elemento ARE es una región amplificadora (“enhancer”) con una secuencia 

definida como 5'-TGACnnnGCA-3'. Esta región se activa por diversos 

compuestos oxidantes como quinonas, difenoles, metales pesados, etc (Lee y 

Johnson, 2004; Lee y Surh, 2005), regulando de esta forma las defensas 

antioxidantes de la célula en situaciones de estrés oxidativo. 

Los factores relacionados con el factor nuclear eritroide-2 (NF-E2) se conocen 

como Nrf (Nuclear Factor Erythroid 2-related factors) y se han relacionado con su 

respuesta a elevados niveles de estrés oxidativo. En condiciones normales, la 

ruta de Nrf2 está suprimida mediante el secuestro de Nrf2 en el citoplasma a 

través de la interacción con la proteína de unión a actina Keap1. Cuando el 

complejo Nrf2/Keap1 interactúa con ROS o productos de oxidación de lípidos, 

Keap1 sufre un cambio conformacional y libera Nrf2 (Kaspar et al., 2009; 
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Dinkova-Kostova et al., 2002), de esta forma Nrf2 se transloca al núcleo donde 

puede interactuar con ARE y regular la expresión de múltiples genes (Jaiswal, 

2004; Kaspar et al., 2009), promoviendo la síntesis de proteínas necesarias para 

la síntesis de glutatión y otros electrófilos destoxificadores (Nioi et al., 2003). 

Adicionalmente el gen que codifica Nrf2 contiene dos secuencias ARE en su 

región promotora, de manera que Nrf2 puede autorregularse y mediar la 

respuesta de expresión de genes antioxidantes (Kwak et al., 2002; Kensler et al., 

2007). Paralelamente, la ruta Nrf2/Keap1/ARE puede ser activada por 

proteínquinasas intra o extracelulares (PKC, ERK), fosfatidilinositol-3-quinasa 

(PI3K) y p38 MAP quinasa (MAPK) vía fosforilación. Se ha descrito que algunos 

compuestos bioactivos pueden igualmente activar el complejo Nrf2/Keap1 

precisamente a través de la fosforilación inducida por ERK o PI3K. 

En C. elegans, el factor de transcripción SKN-1 es el ortólogo al Nrf-2 en 

mamíferos y, de la misma forma, se activa en respuesta a altos niveles de estrés 

oxidativo, o frente a compuestos como H2O2, paraquat o juglona, y la activación 

de genes de transcripción de enzimas de fase II encargadas de destoxificar 

elementos nocivos (An y Blackwell, 2003; Tullet et al., 2008). De hecho, se ha 

sugerido que el aumento de longevidad en C. elegans bajo los efectos de la 

restricción calórica se produce debido a la activación de SKN-1, mediante el 

aumento de la tolerancia al estrés al disminuir la actividad en la ruta de las 

enzimas de fase II (Honda y Honda, 1999; Kaletsky y Murphy, 2010). La 

regulación de los mecanismos de SKN-1 son diferentes en el caso de C. elegans, 

ya que se regulan mediante la proteína WDR-23, que actúa como hómologa de 

Keap1, produciendo la translocación nuclear.  
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2.4. Polifenoles y enfermedad  

 

En los últimos años, diversos estudios epidemiológicos sugieren que una dieta 

rica en polifenoles está asociada con un menor riesgo de incidencia de 

enfermedades cardiovasculares y degenerativas (Checkoway et al., 2002), y 

algunos tipos de cáncer (Kuriyama et al., 2006). En concreto el grupo de los 

flavonoides ha sido objeto de muchos estudios, especialmente in vitro, 

mostrando un alto potencial en estudios con animales y humanos (Schroeter et 

al., 2001). 

 

2.4.1 Polifenoles y enfermedades cardiovasculares. 

 

Las enfermedades cardiovasculares (ECV), y en particular el infarto de 

miocardio, son la mayor causa de mortalidad en los países desarrollados (OMS). 

Las ECV se caracterizan por estar afectadas por un amplio abanico de factores, 

tanto genéticos como ambientales, que hacen que sea difícil establecer las 

causas concretas de su desarrollo. A pesar de todo, muchos estudios sugieren 

que una dieta regular rica en polifenoles, presentes en alimentos como frutas, 

vegetales, cacao, té o vino tinto, podría ejercer un efecto beneficioso frente a las 

enfermedades cardiovasculares (Hertog et al., 1997; Arts et al., 2001; Mink et al., 

2007). 

Algunos estudios han relacionado el consumo de polifenoles con una menor 

incidencia de enfermedad arterio-coronaria y una menor tasa de mortalidad por 

accidente cardiovascular. Por ejemplo, se observó que el consumo de al menos 

tres tazas de té al día se asociaba a un 11% menos de incidencia de enfermedad 

coronaria, mientras que el consumo moderado de vino tinto, la reducía en un 

32% (Arts y Hollman, 2005). Sin embargo, existe una controversia sobre cuáles 

serían los compuestos activos, ya que existen multitud de factores que impiden 
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concluir sobre este punto, como las diferentes dietas y estilos de vida de los 

participantes en los distintos estudios, la forma de administrar los compuestos, 

o las dificultades metodológicas para determinar los compuestos o sus 

metabolitos en el organismo. Del mismo modo, los diferentes tipos de 

flavonoides investigados y el tipo de población sobre la cual se realiza el 

estudio pueden modificar los resultados observados (Vita, 2005).  

Algunos autores han propuesto que los polifenoles podrían ejercer su efecto 

mediante la inducción de defensas antioxidantes endógenas (Stein et al., 1999; 

Rein et al., 2000; Wan et al., 2001), disminuyendo la tensión arterial (Desch et al., 

2010; Taubert et al., 2007), mejorando la función endotelial (Grassi et al., 2005), 

inhibiendo la agregación plaquetaria o disminuyendo la oxidación de 

lipoproteínas de baja densidad (Wan et al., 2001). Uno de los mecanismos de 

acción de los polifenoles respecto a la función cardiovascular, se relaciona con 

su capacidad para modular la actividad y los niveles de la enzima óxido-nítrico 

sintasa endotelial (eNOS) y, por lo tanto, la biodisponibilidad de óxido nítrico 

en el endotelio (Leikert et al., 2002). Además, también se ha descrito la 

capacidad de estos compuestos para interactuar con la ruta de señalización de 

las quinasas, como la PI3K/Akt que se encarga de la fosforilación y consecuente 

producción de NO (Lorenz et al., 2004). 
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2.4.2 Polifenoles y neurodegeneración 

 

Las enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson y el Alzheimer, 

representan un problema creciente en las sociedades envejecidas (Nussbaum y 

Ellis, 2003). Este tipo de enfermedades aparecen propiciadas por un compendio 

de factores, que incluyen neuroinflamación, aumento del estrés oxidativo o 

disminución de los sistemas de defensa antioxidante, entre otros (Barzilai y 

Melamed, 2003). En estudios epidemiológicos se ha observado que una ingesta 

regular de flavonoides en la dieta se relaciona con una reducción en el riesgo de 

padecer demencia, un retraso en la aparición de Alzheimer y una disminución 

en la incidencia de Parkinson (Commenges et al., 2000; Checkoway et al., 2002; 

Dai et al., 2006). 

La biodisponiblidad de los flavonoides en el cerebro es todavía un proceso poco 

conocido. Diversos estudios han identificado la presencia de algunas 

flavanonas, como la hespertina y narigenina, y antocianos y sus metabolitos 

derivados en el cerebro de animales de experimentación. Esto sugiere que 

algunos flavonoides podrían ser capaces de atravesar la barrera 

hematoencefálica pudiendo actuar como neuroprotectores o modular la función 

neuronal (Youdim et al., 2004; Passamonti et al. 2005; Kalt et al., 2008). En 

sistemas modelo se ha demostrado la capacidad de determinados flavonoides 

para proteger el cerebro mediante el aumento de la función neuronal, la 

estimulación de la regeneración de las neuronas dañadas (Youdim y Joseph, 

2001) y la protección de las neuronas frente al estrés oxidativo (Inanami et al., 

1998). 

Estudios llevados a cabo con Ginkgo biloba (extractos con alto contenido en 

flavonoides) utilizando líneas celulares encontraron un efecto neuroprotector 

mediante la protección de las neuronas frente al óxido nítrico (Bastianetto et al., 

2000). En ensayos con animales se observó que antocianos e isoflavonas 

reducían la neurodegeneración asociada a la edad (Shan et al., 2009), y que la 
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flavanona tangeretina producía una mejora en las patologías asociadas a la 

enfermedad de Parkinson (Datla et al., 2001). En el mismo sentido, flavonoides 

como como quercetina, rutina y fisetina (Maher et al., 2006; Pu et al., 2007) 

mostraron efectos positivos a la hora de revertir los efectos causados por el 

envejecimiento en ratas tratadas con estos compuestos.   

 

2.4.3 Polifenoles y cáncer 

 

Estudios llevados a cabo tanto en animales de experimentación como en líneas 

celulares sugieren la eficacia de los flavonoides de la dieta en la protección 

contra diferentes tipos de cáncer (Watson et al., 2000; Wenzel et al., 2000; Yang et 

al., 2001). Sin embargo, estudios realizados en humanos han conducido a 

resultados contradictorios o no tan beneficiosos (Goldbohm et al., 1996; Tsubono 

et al., 2001). Los estudios en líneas celulares representan una potente 

herramienta para tratar de identificar los mecanismos de acción de los 

flavonoides, así como potenciales dianas moleculares que permitan el 

tratamiento de las células cancerosas. Los polifenoles podrían tener efectos 

quimioprotectores frente a diversos tipos de cáncer, actuando en etapas 

tempranas de iniciación de los tumores o interviniendo en las rutas de 

proliferación de los mismos (Manson, 2003; Surh, 2003). Sin embargo, es 

importante tener en cuenta que la actividad quimioprotectora de un compuesto 

puede ser efectiva para un tipo de célula cancerosa y no mostrar efecto ninguno 

en otro tipo de tejido. Por ello, los estudios realizados en este sentido deben 

tener en cuenta el compromiso entre el efecto citotóxico de los flavonoides 

frente a células tumorales y el efecto citoprotector en células sanas. Además, se 

ha observado que el efecto de los flavonoides muestra un comportamiento 

dosis-dependiente diferente en cada tipo de célula. 

Estudios con quercetina mostraron una reducción en la actividad tumoral en 

diferentes líneas celulares de adenocarcinoma de cáncer de colon (Gee et al., 
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2002; Dolara et al., 2005; Goss et al., 2005; Barth et al., 2007). En el mismo sentido, 

flavonoides del té verde demostraron propiedades anticarcinogénicas frente a 

lesiones gástricas (Meia et al., 2005) y en la inhibición de la proliferación y la 

mestástasis en estadios tempranos en ratas (Liu et al., 2001). Flavonoides, 

especialmente flavonas, mostraron en intestino e hígado un aumento en la 

actividad de enzimas como glutatión-S-transferasa (GST) que se encargan de 

inactivar radicales y ROS que pueden desencadenar mutagénesis en los tejidos 

(Nijhoff et al., 1993; Vander et al., 2003). Sin embargo, otros flavonoides como 

genisteína, isoflavona abundante en la soja, ha demostrado promover la 

iniciación del cáncer de mama en ratones (Hsieh et al., 1998). 

La presencia de ROS puede contribuir al proceso de iniciación tumoral 

(Hanahan y Weinberg, 2000). Los flavonoides debido a su actividad 

antioxidante podrían impedir el desarrollo del cáncer en su etapa más 

temprana, además de prevenir el daño oxidativo al ADN producido por las 

ROS (Surh, 2003). Los flavonoides podrían actuar a través de varios 

mecanismos: 1) captación directa de ROS, 2) quelación de metales implicados en 

reacciones de Fenton, y 3) modulación de enzimas y demás defensas 

antioxidantes frente al estrés oxidativo (Surh, 2003). Se ha demostrado que 

flavonoides como quercetina, rutina y epicatequina-3-O-galato (EGCG) son 

capaces de disminuir la aparición de tumores en su fase de iniciación al 

modificar los niveles de GSH y modular la actividad de diferentes enzimas 

antioxidantes  (GPx, SOD y catalasa) en distintos estudios sobre líneas celulares 

(Murakami et al., 2002; Alia et al., 2006b; Vasquez-Garzón et al., 2009).  

Durante el proceso de iniciación tumoral, los flavonoides pueden también 

intervenir sobre el metabolismo de los agentes carcinogénicos mediante la 

inhibición e interacción con enzimas antioxidantes de fase I, como el citocromo 

P450 (CYP), que se encarga de activar metabólicamente muchos compuestos 

que pueden interactuar con neutrófilos celulares y desencadenar carcinogénesis, 
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además de modular la actividad de las enzimas CYP1A1 y CYP1A2 (isoenzimas 

de P450) relacionadas con las primeras etapas de la carcinogénesis (Tsyrlov et al., 

1994; Marchand et al., 2000). También se ha descrito que pueden intervenir en la 

activación o modulación de la expresión génica de enzimas destoxificantes de 

fase II implicadas en reacciones de glucuronidación, sulfatación, acetilación o 

metilación (Surh, 2003; Ramos, 2008) 

La modulación de las vías de transducción de señales PI3K/AKT, MAPKs 

(ERKs, JNKs, p38 MAPKs), PKCs, AP-1 y NF-kB está relacionada con la 

regulación de la supervivencia, proliferación celular y muerte celular 

programada (Ballif y Blenis, 2001; Nicholson y Anderson, 2002). El efecto 

antiproliferativo de los flavonoides se ha descrito por muchos autores. En 

ocasiones esta reducción en la progresión de las células tumorales está 

relacionada con la inhibición del agente oxidante que promueve el desarrollo 

del tumor. Así, algunos autores han demostrado que los polifenoles son capaces 

de inhibir la enzima xantina oxidasa (Chang et al., 1993) y la ciclo-oxigenasa 

(COX; Mutoh et al., 2000), que son importantes en la progresión tumoral. Del 

mismo modo, existen evidencias sobre efectos de flavonoides en el ciclo celular 

que podrían explicar su efecto antiproliferativo. Varios tipos de cáncer están 

relacionados con la hiper-activación de ciclinas dependientes de quinasas 

(CDKs) debido a mutaciones o represiones en los genes codificantes de esas 

ciclinas. Por ello, encontrar inhibidores o moduladores de la actividad de CDKs 

representa un nuevo reto en el tratamiento contra el cáncer. Algunos autores 

han demostrado que la inhibición en el ciclo celular por el alcaloide de 

naturaleza flavonoide flavopiridol podría estar mediada por la inhibición de 

CDKs (Senderowicz, 1999; Wang, 2000). 

La apoptosis celular es otro efecto en el que podrían intervenir los flavonoides. 

Estudios con líneas celulares han demostrado que los flavonoides pueden 

inducir apoptosis en células cancerosas, mientras que el efecto no se observa en 
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células sanas. Algunos autores han relacionado la capacidad de inducir 

apoptosis por parte de los flavonoides con una alteración en la expresión de 

proteínas de shock térmico (HSP; Rong et al., 2000), con la disminución de ROS 

(Lee et al., 2002) y con la modificación de las rutas de señalización molecular 

(Yin et al., 1999).  

Por otra parte, los flavonoides pueden actuar como pro-oxidantes dependiendo 

de la célula tratada, así como de la dosis y el tiempo de exposición. Este efecto 

pro-oxidante se debe la alta reactividad de algunos compuestos derivados del 

metabolismo de flavonoides y que pueden dar lugar a la apoptosis celular de 

manera que puede evitar y prevenir el desarrollo de tumores. En estudios en 

células tumorales de mama y de adenocarcinoma pulmonar se ha demostrado 

la capacidad de epigalocatequina (EGC) y de quercetina para inducir la 

apoptosis mediante un aumento de los niveles intracelulares de ROS, traducido 

en la formación de H2O2 (Yang et al., 2000). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS GENERALES 

 

3.1. Intrumentación y equipos 

 

- Incubadoras refrigeradoras Velp modelo FTC 901.  

- Autoclave Selecta modelo Presoclave II.  

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

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

con programa de procesamiento de datos Agilent ChemStation para 

espectroscopía UV-visible.  

- Baño ultrasonido Branson modelo 5510.  

Sonicador Microson™ XL2000 100 

- Lupa Leica M250 FA con cámara Leica DFC420C y software de aplicación V3.  

- Equipo de cromatografía líquida de alta eficacia Hewlett-Packard 1100 

(Agilent Technologies) compuesto por bomba cuaternaria, inyector automático, 

sistema de termostatización de columnas y detector de diodos en circuito 

integrado, dotado de una celda de flujo para altas presiones, y acoplado a una 

estación de control y tratamiento de datos HP ChemStation (rev. A.05.04).  

- Equipo de cromatografia líquida semi-preparativa, Agilent Technologies 1260 

Infinity, acoplado a una bomba binaria, inyector automarico, detector de diodos 

y a una estacion de control y tratamiento de datos (openLAB CDS Chem station) 

- Liofilizador Telstar modelo LyoQuest.  
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- Espectrómetro de masas Applied Biosystems modelo API 3200 Qtrap, 

equipado con fuente de ionización por electrospray y analizador de masas triple 

cuadrupolo/trampa de iones lineal controlado por el software Analyst 5.1.  

- Agitador Vortex IKA Genius 3.  

- pHmetro Crisol Basic 20.  

- Agitador magnético SBS.  

- Baño maría Bunsen.  

- Rotavapores Büchi R-124, con baño de agua termostatizable B-480 y bombas 

de vacío B-270. 

- Incubador de CO2 Thermo Scientific™ serie 8000. 

- Lector de microplacas FLUOstar Omega (BGM LABTECH, Ser.415-1562) 

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

- Centrífuga para tubos eppendorf (Thermo Scientific heraeur Fresco 17)  

- Balanza analítica Mettler Toledo AG245  

- Concentrador rotatorio Genevac modelo Mivac DNA .  

- Sistema de producción de agua ultra pura Direct-QTM 3 de Millipore 
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3.2 Material y reactivos específicos. 

 

- Sigma Aldrich: ampicilina sódica, nistatina, colesterol, epicatequina, extracto 

de levadura, quercetina, catequina, agar, triptona, 5-hidroxi-1,4-naftoquinona 

(juglona), seroalbúmina bovina, reactivo de Bradford, SDS, fluorodesoxiuridina 

(FUdR), 2’,7’-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA), 5,5’-ditiobis(2-ácido 

nitrobenzoico) (DTNB), glutatión reducido (GSH), NADPH, glutatión reductasa, 

minimum essential medium eagle (MEME), RPMI-1640 AQmedia, suero fetal 

bobino (FBS), 0,25% tripsina–EDTA, azul de tripano, sulforrodamina B (SRB), 

tris–HCl y soluciones antibióticas y antimicóticas. 

- Scharlau: dimetil sulfóxido de grado espectroscópico, ácido trifluoroacético.  

- Merck: acetonitrilo, fosfato di-hidrógeno de potasio, sulfato de magnesio, 

hidróxido de sodio, fosfato mono-hidrógeno de potasio, fosfato mono-

hidrógeno de sodio, Tween 20, ácido tricloroacético,  

- VWR Prolabo: etanol, ácido fórmico, ácido acético. placas microtiter Brand 96 

pocillos pureGrade, base transparente con fondo plano y placas Petri Ø 90 mm 

y Ø 35 mm. 

- Extrasynthèse: quercetina-3-O-glucopiranósido, isoramnetina, tamarixetina.  

- Fluka Analytical: peptona de soja, medio Triptona, ácido acético glacial, 

dimetil sulfóxido (DMSO)  

- Epigentek:  Kit para la determinación de 8’-OHdG. 

- Roche:  Nucleasa P1. 

- Biorad:  ARNasa, fosfatasa alcalina. 

- Panreac: ter-butil hidroperóxido (t-BOOH), Hipoclorito sódico, cloruro de 

sodio.  
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- Los gusanos C. elegans y las bacterias Escherichia coli OP50 utilizadas como 

fuente de alimento para el nematodo, fueron obtenidos del Caenorhabditis 

Genetic Center (CGC) de la Universidad de Minnesota (Minneapolis, EEUU). 

- Las líneas celulares utilizadas fueron suministradas por TPP (Trasadingen, 

Switzerland). 
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3.3. Preparación de flavonoides y metabolitos 

 

3.3.1. Preparación de quercetina-3-O-glucurónido. 

 

La quercetina-3-O-glucurónido (Q3GlcA) se aisló de judías verdes como se 

describe en Dueñas et al. (2011). El material vegetal se extrajo con metanol 70%. 

Una vez preparado el extracto, se eliminaron los componentes liposolubles con 

n-hexano. Posteriormente el extracto se depositó en una columna de poliamida, 

se realizaron lavados sucesivos con buffer fosfato (pH 7,0- 0,1 M) y metanol, el 

compuesto de interés se eluyó con una mezca de metanol-hidróxido amónico 

(99,5:0,5 v/v), y finalmente se purificó mediante HPLC-semipreparativa. La 

identidad y pureza del compuesto obtenido se comprobaron por HPLC-DAD-

ESI/MS y mediante comparación con un patrón previamente aislado e 

identificado mediante RMN (Dueñas et al., 2011).  

 

3.3.2. Síntesis de sulfatos de quercetina y de epicatequina 

 

Estos compuestos fueron sintetizados químicamente mediante una adaptación 

del método de Jones et al. (2005) previamente descrita por nuestro grupo 

(González-Manzano et al., 2009; Dueñas et al., 2012). La quercetina o 

epicatequina comerciales se disolvieron en dioxano y se dejaron reaccionar con 

un complejo trióxido de azufre-N-trietilamina en una concentración molar diez 

veces mayor a la de quercetina o epicatequina. La reacción se llevó a cabo en 

baño de agua a 40 ºC durante 90 min bajo una atmósfera de argon, con el fin de 

evitar el contacto con el aire. Posteriormente el dioxano se decantó y el 

producto obtenido se redisolvió en una mezcla de metanol-agua 10:90. A 

continuación, los compuestos se fraccionaron en columna de Sephadex LH-20 
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mediante eluciones con etanol-agua 10:90 v/v y 20:80 v/v sucesivamente, con el 

fin de separar monosulfatos, disulfatos y aglicones de quercetina o epicatequina. 

Las fracciones que contenían los monosulfatos se concentraron a sequedad bajo 

vacío, se redisolvieron en agua ultrapura y se sometieron a purificación 

mediante HPLC-semipreparativa. Se pudo así obtener epicatequina-3’-O-sulfato 

y quercetina-4’-O-sulfato con una impureza de quercetina-3’-O-sulfato (11,5%). 

La pureza e identidad de los compuestos se comprobaron por HPLC-DAD-

ESI/MS y comparación con patrones previamente aislados e identificados en 

nuestro laboratorio (Dueñas et al., 2012). 

 

3.3.3. Síntesis y purificación de metabolitos metilados de 

epicatequina y catequina 

 

Los derivados metilados de epicatequina se obtuvieron por semisíntesis 

química mediante el protocolo descrito por González-Manzano et al. (2009), que 

es una adaptación del método descrito previamente por Donovan et al. (1999). 

Se prepararon mezclas de catequina o epicatequina (250 mg), carbonato 

potásico (500 mg) y ioduro de metilo (1 mL) en acetona, se sometían a 

irradiación en un baño de ultrasonidos durante 3,5 h y transcurrido este tiempo 

se filtraba y se llevaba a sequedad en rotavapor. Los residuos recuperados con 

agua ultrapura se fraccionaron por HPLC semipreparativa para la obtención de 

compuestos puros (3’- y 4’-metiléteres de catequina y epicatequina). 
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3.4 Ensayos con líneas celulares. 

 

3.4.1 Condiciones de cultivo y mantenimiento. 

 

Se utilizaron tres líneas celulares tumorales: Caco-2 (colon), BxPC-3 (páncreas) y 

MCF-7 (mama), y una línea de células sanas de fibroblastos humanos (HFF-1). 

Las células se mantuvieron en monocapas a 37 ºC en una atmófera de 5% de 

CO2 y 90% de humedad relativa. Como procedimiento de rutina, las células 

Caco-2 y HFF-1 se cultivaban en placas de 25 cm2 como monocapas en Minimun 

Essential Medium Eagle (MEME), enriquecido con 15% de suero fetal bovino 

(FCS) y con L-alanina-L-glutamina (2 mM), y las células BxPC-3 y MCF-7 en 

medio RPMI 1640 que contenía un 10% de suero fetal bovino (SBS) inactivado 

térmicamente. En todos los casos se añadía un 1% de una solución con mezcla 

de antibióticos y antimicóticos (100 unidades/mL de penicilina, 100 µg/mL de 

estreptomicina y 0,25 µg/mL de anfotericina B).  

Las células se recogían y se separaban mediante tripsinización una vez a la 

semana. Para el proceso de tripsinización se utilizaba una solución de 0,25%, 

w/v, de tripsina-EDTA4-Na. 

 

3.4.2 Evaluación de la proliferación celular. 

 

El efecto de los compuestos en el crecimiento de las líneas celulares se evaluó 

mediante el procedimiento adoptado por el Instituto Nacional del Cáncer de 

Estados Unidos (NCI, USA) mediante tinción con sulforrodamina B (SRB) 

(Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991). Las células se distribuyeron en placas de 

96 pocillos en una concentracion de 1,5 x 105 células/mL para las células 

tumorales (Caco-2, MCF-7, BxPC-3) y de 0,25 x 105 células/mL para las células 

no tumorales (HFF-1). Las placas se incubaron durante 24 h para permitir su 
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crecimiento antes de añadir los compuestos. El efecto del disolvente DMSO se 

evaluó en todos los experimentos mediante la exposición de células control a la 

máxima concentración de DMSO (0,1%) usada en los ensayos. Una solución 

stock de cada compuesto estudiado se preparó en DMSO y se almacenó a -20 ºC 

para su posterior uso. Antes de cada ensayo se prepararon disoluciones frescas 

de cada compuesto por dilución de la solución madre. Posteriormente cada 

línea celular era incubada con su respectivo compuesto durante 2 días, con una 

concentración máxima de DMSO de 0,1%. La incubación de las células se 

detenía mediante la adición de una disolución de ácido tricloroacético (TCA, 

50%) manteniendo luego durante 1 hora a 4 ºC. A continuación las placas se 

lavaban sucesivamente con agua (4 veces) para eliminar los posibles restos de 

TCA, y se dejaban secar a temperatura ambiente durante toda la noche, o una 

hora a 37 ºC.  

Las placas se teñían con una solución al 0,4% de SRB durante 30 min en 

oscuridad. El exceso de colorante se eliminaba con una solución de ácido acético 

al 1%. Una vez que las placas estaban teñidas y completamente secas, el exceso 

de colorante se lavaba con Tris-buffer (10 Mm, pH 10,5) y se procedía a la 

cuantificación por medida espectrofotometrica a 492 nm. La actividad 

antiproliferativa se expresa como el porcentaje de supervivencia de las células 

calculado como la relación entre la medida obtenida en las células tratadas y la 

obtenida en las células control (%T/C).  
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3.5. Ensayos con C. elegans. 

 

Todos los ensayos realizados en esta tesis doctoral fueron llevados a cabo 

usando la cepa silvestre N2 de C. elegans.  

 

3.5.1 Preparación del medio de cultivo para C. elegans (Nematode 

Growth Medium, NGM) 

 

Se mezclan 3 g de NaCl, 17 g de agar, 2,5 g de peptona en 975 mL de H2O 

destilada y se autoclava durante 50 min para su posterior uso. Al medio 

preparado se le añade 1 mL de CaCl2 1M, 1 mL de colesterol (5 mg/mL en 

etanol), 1 mL de MgSO4 1M, 25 mL de buffer KPO4 1M, pH 6,0 (108,3 g KH2PO4 

+ 35,6 g K2HPO4 en 1L de H2O), 1 mL de ampicilina sódica (50 µg/mL) y 1,75 mL 

de nistatina (4%), todos ellos previamente esterilizados mediante autoclavado. 

El agar fundido se añade a placas Petri de Ø 90 mm (20 mL) en condiciones de 

esterilidad y en campana de flujo laminar, donde se dejan enfriar durante 24 

horas. 

 

3.5.2 Preparación del medio de cultivo para Escherichia coli OP50 y 

sembrado de las placas. NGM 

 

Las bacterias (E. coli OP50) se cultivan en medio L. Broth, que contiene: 10 g de 

triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g NaCl en 1L de H2O destilada. El pH se 

ajusta a un valor de 7,0 con NaOH 1M, y el medio de cultivo se esteriliza en 

autoclave. Se coge alrededor de 100 mL de este medio en un erlenmeyer 

previamente autoclavado, se inocula una colonia aislada de E. coli y se deja toda 
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la noche a temperatura de 37 ºC. Este cultivo de E.coli se almacena a 4 ºC y 

puede ser usado durante varias semanas.  

Las colonias aisladas de E. coli OP50 se almacenan en placas de LB Agar 

preparado con 3,4 g de agar, 2 g de medio triptona, 1 g de extracto de levadura, 

1 g de cloruro sódico y 200 mL de agua destilada. Todo ello esterilizado en 

autoclave. Tras mantenerlo 20 min en un baño a 60 ºC se añaden 200 µL de 

ampicilina. 

Las placas con medio NGM estéril, previamente preparadas y secas, se inoculan 

con aproximadamente 200 µL del cultivo de E. coli. crecidas en el medio de 

cultivo L Broth y se dejan durante 24 horas a temperatura ambiente con el fin de 

obtener un césped de bacterias.  

La siembra de gusanos se hace transfiriendo un trozo de agar con gusanos 

desde una placa antigua a una placa fresca con ayuda de un bisturí o de una 

espátula esterilizados. Para transferir gusanos individualmente se usa un asa de 

siembra de alambre de platino de calibre 32. 

 

3.5.3. Sincronización de los gusanos. 

 

La sincronización de C. elegans se llevó a cabo para obtener individuos de la 

misma edad o estado larvario. Para ello se partía de una placa con alto número 

de nematodos en edad fértil y que tuvieran alta cantidad de huevos en su 

interior. Los gusanos eran recogidos en un tubo Falcon con buffer M9 (3 g 

KH2PO4, 6 g Na2HPO4, 5 g NaCl, 1 mL MgSO4 1M, H2O hasta 1 L, esterilizado 

por autoclavado) y se centrifugaba durante 2 min a 3000 rpm con el fin de lavar 

los gusanos. El sobrenadante se retiraba y sobre el residuo de gusanos 

previamente centrifugados se añadía 20 mL de una solución de hipoclorito 

sódico al 12% con el fin de destruir todas las larvas y la carcasa de los gusanos 
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adultos sin afectar a los huevos. La mezcla se agitaba vigorosamente durante 10 

min (alternando cada minuto un ciclo de agitación con un ciclo de reposo del 

tubo en hielo). Pasados los 10 min, la mezcla se centrifugaba durante 1 min a 

3000 rpm y 4 ºC y a continuación se eliminaba el sobrenadante. Este proceso se 

repetía una vez más con otros 20 mL de hipoclorito sódico. 

El pellet de huevos se lavaba varias veces con buffer M9 para eliminar 

completamente los residuos de hipoclorito sódico y finalmente se resuspendía 

en 1 mL de solución M9 y almacenaba a 15 ºC para su posterior utilización. 

 

3.5.4 Preparación de placas para los ensayos con flavonoides. 

 

Los medios de cultivo enriquecidos en flavonoides se prepararon en placas de 

agar NGM donde se incorporaba el compuesto a ensayar. Para ello se partía de 

una disolución madre de cada flavonoide (200 mM) en DMSO de la que se 

añadía a la placa el volumen necesario para obtener la concentración deseada 

en el medio de cultivo (200 µM). En todos los casos las placas contenían una 

concentración final de 0,1% de DMSO en el medio de cultivo, incluyendo las 

placas control libres de flavonoides, donde se incorporaba esa misma 

proporción de disolvente para mantener la composición constante en todos los 

casos. Las placas además eran inoculadas con E. coli OP50 como se ha descrito 

previamente.  
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3.5.5 Ensayos de estrés térmico. 

 

Para los ensayos de estrés térmico se partía de una población de C. elegans que 

se sometía al proceso de sincronización con el objeto de obtener huevos del 

nematodo y tener todos los individuos en las placas en el mismo estadio de 

desarrollo. Los huevos se sembraban en las placas que contenían el compuesto 

que se pretendía ensayar (200 µM) y en placas control (carentes del flavonoide). 

Ambos tipos de placas habían sido sembradas con E. coli previamente, que se 

dejaron crecer 24h. Para llevar a cabo el sembrado de los huevos se utilizaba 

una pipeta de manera que se añadía el mismo volumen de suspensión a cada 

placa, para intentar obtener una mayor homogeneidad entre réplicas. Los 

gusanos se dejaban crecer hasta alcanzar la fase L4, momento a partir del cual 

eran transferidos cada dos días a placas frescas, que además contenían FUdR 

(2’-desoxi-5-fluorouridina) con el fin de prevenir la puesta de huevos y evitar 

una mezcla de generaciones. Las placas se mantenían en esas condiciones hasta 

que los gusanos alcanzaban el sexto día de adulto, o la biomasa necesaria para 

realizar el ensayo, en el caso de la determinación de ADN oxidado. En ese día 

las placas se colocaban en estufa para someter a los gusanos a shock térmico (5 

h, 35 ºC) A continuación se recolectaban todos los gusanos procedentes de tres 

placas y se introducían en un tubo con solución M9 (alrededor de 1500-3000 

individuos). En paralelo se realizaban ensayos con gusanos no sometidos a 

estrés, que se recogían y se trataban del mismo modo. La suspensión se 

centrifugaba (12000 g, 5 min) y el pellet se lavaba con PBST (PBS + 0,01% Tween 

20) dos veces, y una tercera vez sólo con PBS. Posteriormente las muestras se 

disgregaban con la ayuda de un Vortex y se sonicaban seis veces en un 

disruptor celular para obtener un homogeneizado; a continuación se 

centrifugaba (13000 g, 5 min, 4 ºC) y se recolectaba el sobrenadante para la 

determinación de glutatión y de las distintas actividades enzimáticas como se 

describe en los apartados 3.5.7 y 3.5.8. 
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Para cada tratamiento se realizaron tres ensayos independientes, y en cada 

experimento las determinaciones se hicieron por triplicado a partir de tres 

homogeneizados diferentes. 

 

3.5.6 Ensayos de estrés oxidativo. 

 

En estos ensayos se procedió de la misma forma que para los ensayos de estrés 

térmico, aunque, en este caso, cuando los gusanos alcanzaban el estadío L4 se 

transferían a placas con juglona (500 µM) durante 20 min con el objetivo de 

someterlos a un estrés oxidativo inducido químicamente. Transcurrido ese 

tiempo se lavaban sucesivamente, primero con agua, posteriormente con PBST 

y PBS y, por último, nuevamente con agua. La mezcla se centrifugaba y el pellet 

se resuspendía en 1 mL de PBS y almacenaba a -20 ºC durante 12 h. A 

continuación las muestras se disgregaban con la ayuda de un Vortex y se 

sonicaban seis veces en un disruptor celular para obtener un homogeneizado; 

seguidamente se centrifugaba (13000 g, 5 min, 4 ºC) y se recolectaba el 

sobrenadante para la determinación de glutatión y de las distintas actividades 

enzimáticas (apartados 3.5.7 y 3.5.8). 

 

3.5.7 Determinación de glutatión reducido (GSH). 

 

Los niveles de GSH en los gusanos se determinaron según el método de Beutler 

et al. (1963) en el sobrenadante obtenido tras homogeneización de las muestras 

como se describe en los apartados 3.5.5 y 3.5.6. Este método se basa en la 

formación de ácido 2-nitro-5-tiobenzoico a partir del ácido 5,5’-ditiobis-2-

nitrobenzoico (DTNB) en presencia de GSH. Se añadían 150 µL de ácido 

tricloroacético 15% a 300 µL de homogeneizado de gusanos y seguidamente se 

centrifugaba a 13000 g durante 5 min a 4 ºC. Posteriormente se tomaba una 
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alícuota de 100 µL del sobrenadante y se mezclaba con 400 µL de EDTA 3,4 mM 

preparado en PBS. A continuación se añadía 1 mL de PBS y 250 µL de DTNB 

(preparado en PBS, 20 mg/mL) y las muestras se incubaban 15 min a 

temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de incubación se medía la 

absorbancia a 412 nm. La concentración de GSH total en las muestras se 

determinó por interpolación de las medidas de absorbancia en una recta de 

calibrado de GSH (0,5-0,010 mM). 

 

3.5.8 Determinación de las actividades glutatión peroxidasa (GPx), 

catalasa (CAT) y superóxido dismutasa (SOD). 

 

Las actividades enzimáticas GPx, CAT y SOD se determinaron en los 

sobrenadantes obtenidos tras homogeneización de las muestras, como se 

describe en los apartados 3.5.5 y 3.5.6 

La determinación de la actividad glutatión peroxidasa se basa en la oxidación 

de GSH por GPx usando ter-butil hidroperóxido (t-BuOOH) como sustrato en la 

reacción, acoplado a la desaparición de NADPH, por parte de la enzima 

glutatión reductasa. Para ello se preparaba una mezcla con 0,9 mL de tampón 

fosfato potásico 50 Mm, 20 µL de Glutatión reductasa y 20 µL de NADPH 9,6 

mM. A la mezcla se le añadía 50 µL de la muestra y se medía la absorbancia a 

340 nm durante 2 min. A continuación se añadían 20 µL de t-BOOH 30 mM y se 

volvía a medir la absorbancia durante 2 minutos más para monitorizar la 

desaparición de NADPH (Alia et al., 2005). 

La actividad catalasa se determinó como el ratio de desaparición de peróxido de 

hidrógeno, para ello se tomaba una alícuota de la muestra (0,750 mL) y se le 

añadía H2O2 (0,375), monitorizando la disminución en la absorbancia a 240 nm, 

durante 2 min a intervalos de 10 s (Aebi, 1987). 
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La actividad superóxido dismutasa se midió mediante ensayo con lucigenina. El 

sistema xantina/xantina oxidasa usado en este método genera un flujo de 

aniones superóxido en el medio; la lucigenina reacciona con el superóxido 

generado produciendo quimioluminiscencia. La enzima SOD compite con la 

lucigenina por los aniones superóxido y reduce intensidad en la luminiscencia. 

De esta forma la actividad de SOD puede determinarse como la reducción en la 

quimiolumiscencia de la lucigenina (Houthoofd et al., 2003). Para ello, se 

tomaban alícuotas de 6,7 µL de diluciones seriadas de las muestras (100:0, 75:25, 

50:50, 25:75, 0:100 preparadas en PBS) y se añadían por triplicado a un pocillo 

de una placa de 96 pocillos. Como blanco se utilizaba agua. A continuación se 

añadían 20 µL de xantina oxidasa diluida 1:5 en agua destilada y, por último, 

174 µL de mezcla de reacción (5,2 mL de glicina 0,1 M, 1mL de EDTA 1 mM, 

ajustado a pH 9,0 con NaOH, 10 mL de xantina 0,108 mM, 2,1 mL de lucigenina 

1 mM y 1,2 mL de agua hasta un total de 18,5 mL) rápidamente incorporados 

con ayuda de una pipeta multicanal. La luminiscencia se medía a 25 ºC durante 

el tiempo requerido para medir 25 ciclos. 
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3.5.9 Determinación de proteínas totales 

 

Se determinó el contenido de proteínas en los homogeneizados de C. elegans, 

obtenidos del modo que se describe en los apartados 3.5.5 y 3.5.6, con el objeto 

de normalizar los resultados en algunos de los ensayos expresándolos con 

relación al contenido proteico total. Para ello se utilizó el método descrito por 

Bradford (1976), con una digestión previa de las muestras con NaOH. La 

concentración de proteína de las muestra se calculó por interpolación de los 

valores de absorbancia en la recta de calibrado obtenida con disoluciones 

estándar de BSA. 

 

3.5.10 Determinación de sustancias reactivas de oxígeno (ROS) 

 

Los niveles de ROS intracelulares se cuantificaron mediante el método de la 

diclorofluoresceína (Wang y Joseph, 1999), usando un lector de microplacas. 

Los ensayos fueron realizados a diferentes edades (L4, 5º día de adulto o 6º día 

de adulto) según el experimento. Una vez que los gusanos (tratados con 

flavonoides o control) alcanzaban la edad necesaria para realizar el ensayo, eran 

transferidos individualmente a placas de 96 pocillos (un gusano por pocillo). En 

cada pocillo se añadía previamente 75 µL of PBS. Para los ensayos de estrés 

oxidativo los gusanos eran tratados con juglona en placas Petri, como se 

describe en el apartado 3.5.6, antes de ser transferidos a la placa multipocillo. 

En los ensayos de estrés térmico los gusanos eran colocados en la placa de 96 

pocillos y una vez en la misma sometidos a estrés térmico (2 h, 35 ºC). Tras el 

tratamiento se añadía a cada pocillo 25 µL de diclorofluoresceín-diacetato 

(DFCH-DA) disuelto en metanol, alcanzando una concentración de DFCH-DA 

en cada pocillo de 62,5 µM. 
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Cuando el colorante entra en las células del gusano, los grupos acetato del 

colorante son separados enzimáticamente. Posteriormente el compuesto es 

oxidado por los ROS presentes y produce el pigmento fluorescente DCF. La 

fluorescencia producida en cada pocillo se medía a 35 ºC inmediatamente 

después de la incorporación del compuesto y luego a intervalos de 10 min, con 

1 s de tiempo de integración, usando 485 y 535 nm como longitudes de onda de 

excitación y de emisión respectivamente. Simultáneamente también se medía la 

fluorescencia en gusanos control no estresados. Se realizaron cinco 

experimentos independientes por cada tratamiento, y en cada experimento los 

niveles de ROS se determinaron al menos en 36 individuos.  

 

3.5.11. Determinación de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG) 

 

Para la determinación de los niveles de 8-OHdG se utilizó el kit EpiQuik™ de la 

casa comercial Epigentek. La técnica consiste en una cuantificación 

colorimétrica del ADN oxidado mediante la detección de 8-OHdG. El kit utiliza 

ADN extraído directamente de diferentes especies, como plantas, hongos y 

mamíferos, y mediante un ensayo con anticuerpos permite cuantificar los 

niveles de 8-OHdG y extrapolarlos a una recta de calibrado. Los detalles 

experimentales se recogen en el capítulo 4. 2.  de esta tesis doctoral. 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      RESULTADOS 





IV. Resultados 65 

 

 

4.1. Ensayos en líneas celulares 

 

4.1.1. Introducción 

 

Es comúnmente asumido que los flavonoides ejercen efectos beneficiosos en la 

prevención de enfermedades crónicas, degenerativas y algunos tipos de cáncer 

(Hertog et al., 1993; Scalbert et al., 2005; Hooper et al., 2008). Esos efectos se han 

atribuido a su actividad bioquímica y farmacológica, especialmente a su 

actividad antioxidante. Sin embargo, los mecanismos implicados en los efectos 

biológicos de los flavonoides son más complejos que los que pueden atribuirse 

a su simple actividad antioxidante. Estudios recientes han demostrado que los 

flavonoides pueden interactuar con proteínas específicas implicadas en rutas de 

señalización intracelulares y regular la expresión de genes (Kong et al., 2000), 

modulando de este modo la expresión de defensas antioxidantes de la célula, 

como las enzimas antioxidantes o GSH (Halliwell, 2011). Algunos estudios con 

animales y modelos celulares sugieren que ciertos flavonoides podrían inhibir 

tanto la iniciación tumoral como su progresión (Tanaka et al., 1997; Sah et al., 

2004) mediante apoptosis y parálisis del ciclo celular (Sah et al., 2004; Gupta et 

al., 2000). Además los flavonoides podrían inhibir la inflamación y la invasión 

de las células cancerosas en los tejidos (Porath et al., 2005; Ho et al., 2007; 

Siddiqui et al., 2008).  

Catequinas y glicósidos de quercetina son los flavonoides más abundantes en 

alimentos y se han relacionado con el efecto beneficioso de dietas ricas en frutas 

y hortalizas. Sin embargo, los mecanismos de acción in vivo implicados en el 

beneficio producido por su consumo no están aún elucidados. Tras la ingesta de 

flavonoides, éstos son químicamente transformados y modificados, tanto por 

enzimas del tracto gastrointestinal como por la flora del colon, para 

posteriormente ser absorbidos y biotransformados a diferentes formas 
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conjugadas (derivados metilados, sulfatados o glucuronidados). Estos 

metabolitos conjugados son los que principalmente se detectan en plasma (Baba 

et al., 2001; Donovan et al., 2001; Fernández-Pérez et al., 2012) y por lo tanto 

constituyen las formas potencialmente capaces de alcanzar las dianas biológicas. 

Los metabolitos conjugados poseen propiedades biológicas diferentes a las de 

los compuestos de origen, por lo que los estudios in vitro deben de considerar 

trabajar con metabolitos en vez de los compuestos nativos encontrados en los 

alimentos (Kroon et al., 2004). 

Diferentes estudios han demostrado una disminución en la capacidad 

antioxidante in vitro de los derivados metilados de catequinas y quercetina 

(Lemańska et al., 2004; Dueñas et al., 2010; Dueñas et al., 2011). Por otra parte, en 

algunas células y tejidos o bajo algunas condiciones fisiopatológicas, como 

estrés oxidativo o inflamación, algunos metabolitos conjugados pueden sufrir 

desconjugación a sus aglicones, mediante la acción de enzimas ß-

glucuronidasas o sulfatasas, mientras que las formas metiladas se mantienen 

intactas (Manach et al., 2005). De este modo, tanto aglicones como sus derivados 

metilados podrían llegar a interactuar con receptores en las células diana. 

 

En este capítulo se evalúa el efecto antiproliferativo de tres aglicones de 

flavonoides (quercetina, catequina y epicatequina) y algunos de sus metabolitos 

conjugados, incluyendo derivados metilados (ver Figura 10) en diferentes líneas 

celulares tumorales, de adenocarcinoma de mama (MCF-7), colon (Caco-2) y 

páncreas (BxPC-3), y una línea de células sanas procedentes de fibroblastos 

humanos (HFF-1). Los metabolitos ensayados fueron obtenidos como se indica 

en el apartado 3.3. 
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  Figura 10. Estructura de los flavonoides y metabolitos estudiados.   
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4.1.2 Resultados 

 

Los ensayos en líneas celulares fueron realizados utilizando 5 niveles de 

concentraciones en el intervalo 6,3–100 µM para todos los compuestos 

ensayados y tiempos de incubación de 48 h. Estos niveles de concentración 

estarían muy por encima de las concentraciones fisiológicas que podrían 

esperarse en células de mama y de páncreas. Sin embargo, representan una 

importante herramienta de aproximación con el fin de evaluar el mecanismo de 

acción y establecer una relación entre estructura y actividad. Por otra parte, 

aunque la exposición a los compuestos durante 48 h puede considerarse 

extrema es el tiempo mínimo requerido para la duplicación de las células de 

origen. Esto permite que los compuestos intervengan en los mecanismos 

implicados en la división celular, que han sido propuestos como una de las 

principales rutas de actuación de los flavonoides. 

 

En la Figura 11 se recogen los resultados obtenidos en los ensayos de 

citotoxicidad en fibroblastos humanos (HFF-1). En el caso de los flavonoles,  

quercetina, tamarixetina (4’-O-metilquercetina) y quercetina-3-O-glucósido 

mostraron efectos citotóxicos en esta línea celular HFF-1. Entre las catequinas 

sólo los metabolitos metilados de epicatequina (4’-O-metilepicatequina y 3’-O-

metilepicatequina) presentaron efecto citotóxico en células humanas sanas. Sin 

embargo, el efecto citotóxico sólo fue observado en la concentración más alta 

ensayada (100 µM). 
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Figura 11. Porcentaje de crecimiento de células HFF-1 tratadas con diferentes flavonoides y sus 

metabolitos derivados respecto del control (línea de puntos, 100%). Las células fueron 

sembradas en placas de 96 pocillos y tratadas con cada uno de los compuestos (100 µM) durante 

48 h. La proliferación celular se evaluó mediante el ensayo SRB. Cada valor representa la media 

± SEM (n = 6–12). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (disminución significativa respecto del 

control).  

 

En los ensayos con líneas tumorales las concentraciones más bajas a las que se 

encontraron efectos significativos fueron 50 µM y 100 µM, para flavonoles y 

flavan-3-oles respectivamente (ver figuras 12 y 13). El efecto de los derivados de 

quercetina en el crecimiento de las líneas MCF-7, Caco-2 y BxPC-3 se representa 

en la Figura 12. Quercetina y tamarixetina fueron los únicos compuestos que 

mostraron efecto anti-proliferativo en las tres líneas celulares estudiadas. La 

mayor actividad se produjo en el tratamiento con quercetina, con un IC50 de 

19,90 µM en BxPC-3, 34,47 µM en MCF-7, y 85,21 µM en Caco-2. No se 

observaron diferencias significativas entre el efecto de tamarixetina (IC50: 81,95 

Q
uer

ce
tin

a

Tam
ar

ix
et

in
a

Is
orh

am
net

in
a

Q
uer

ce
tin

a-
3-

O
-g

lu
có

si
do

Q
uer

ce
tin

a-
3-

O
-g

lu
cu

ró
nid

o

Q
uer

ce
tin

a-
4'

-O
-s

ulfa
to

E
pic

at
eq

uin
a

3'
-O

-m
et

il-
ep

ic
at

eq
uin

a

4'
-O

-m
et

il-
ep

ic
at

eq
uin

a

E
pic

at
eq

uin
a-

3'
-O

-s
ulfa

to

C
at

eq
uin

a

3'
-O

-m
et

il-
ca

te
quin

a

0

50

100

150

*** ***
*

***

**
%

 c
o

n
tr

o
l

A
b

s
 (

4
9
2
 n

m
)



70   IV. Resultados 

 

 

µM) y quercetina en células Caco-2, mientras que en el resto de células 

quercetina resultó más activa que tamarixetina  (IC50: 50,45 µM en MCF-7, y 

59,04 µM en BxPC-3).  

 

 

 

Figura 12. Porcentaje de crecimiento de las líneas celulares Caco-2, MCF-7 y BxPC-3 tratadas 

con quercetina y sus metabolitos derivados respecto a controles no tratados (línea de puntos, 

100%). Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y tratadas con cada compuesto (50 

µM) durante 48 h. La proliferación celular se evaluó con el ensayo SRB. Cada valor representa la 

media ± SEM (n = 6–12). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 (disminución significativa respecto 

del control). 

 

 

Isorhamnetina (3’-O-metilquercetina), el otro derivado metilado derivado de 

quercetina que se utilizó en estos ensayos, sólo mostró efectos significativos en 

la inhibición de la proliferación en las células BxPC-3 (IC50: 58,6 µM) y MCF-7 

(IC50: 50,5 µM), pero no en Caco-2. Por otra parte, quercetina-3-O-glucósido 

(Q3Glc) y quercetina-4’-O-sulfato sólo mostraron efectos significativos en BxPC-

3 (IC50: 75,89 µM y 94,61 µM, respectivamente) y MCF-7 (IC50: 90,24 µM y 
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glucurónido) no mostró efectos sobre el crecimiento en ninguna de las células 

tratadas en estos estudios. 

 

Figura 13. Porcentaje de crecimiento de las líneas celulares Caco-2, MCF-7 y BxPC-3 tratadas 

con epicatequina (A), catequina (B) y sus metabolitos derivados comparado con células no 

tratadas (línea de puntos, 100%). Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y 

tratadas con cada compuesto (100 µM). La proliferación celular se evaluó con el ensayo SRB. 

Cada valor representa la media ± SEM (n = 6–12). *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 

(disminución significativa respecto del control) 

 

Los resultados obtenidos en las líneas tumorales en los ensayos con catequinas 

se recogen en la Figura 13. En general, el efecto en la reducción en proliferación 
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para quercetina y derivados. Ninguno de los compuestos ensayados fue capaz 

de reducir la población celular por debajo del 50%. Sólo los metabolitos 

sulfatados y metilados de epicatequina mostraron cierto efecto sobre el 

crecimiento en algunas de las líneas celulares utilizadas. Epicatequina-3’-O-

sulfato solo mostró efecto significativo en células Caco-2, mientras que 4’-O-

metil-epicatequina y 3’-O-metil-epicatequina inhibieron el crecimiento en 

células MCF-7 y BxPC-3 respectivamente. Sin embargo el efecto observado para 

esos compuestos metilados, fue el mismo que el observado en células no 

cancerosas (línea celular no proliferativa). No se observó ningún efecto 

antiproliferativo sobre las líneas tumorales ensayadas en los casos de catequina, 

epicatequina, y 3’-O-metil-catequina. 

 

4.1.3 Discusión 

 

Tanto quercetina como catequinas son flavonoides ampliamente distribuidos en 

los alimentos y se encuentran entre los que demuestran mayor actividad 

antoxidante en estudios realizados in vitro (Frank et al., 2006; Hidalgo et al., 

2010). En el organismo humano estos compuestos son ampliamente 

metabolizados para ser transformados en derivados metilados, sulfatados y 

glucuronidados. Estos metabolitos se encuentran circulantes en la sangre y 

serían, por tanto, capaces de alcanzar los lugares de acción. Sin embargo, la 

formación de este tipo de metabolitos conjugados trae consigo una reducción en 

el número de grupos hidroxilo presentes en los flavonoides originales y por lo 

tanto puede afectar a su actividad biológica. De hecho, la capacidad 

antiproliferativa de los flavonoides se ha relacionado con el número de grupos 

hidroxilos libres en el anillo B de su estructura (Saeki et al., 2000; Fernandes et al., 

2010), además de verse reducida su capacidad antioxidante tras el proceso de 

conjugación (Lemańska et al., 2004; Dueñas et al., 2010). 
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En este capítulo se evalúa el efecto de quercetina, catequina y epicatequina, 

junto con algunos de sus metabolitos derivados sobre tres líneas celulares 

cancerosas. Aunque todos los compuestos fueron ensayados en el mismo 

intervalo de concentraciones, hay que tener en cuenta que in vivo las células de 

páncreas, colon y mama pueden estar sometidas a diferentes concentraciones de 

las aquí ensayadas, en función del tejido y de las características de 

biodisponibilidad y estructura de los compuestos. Para alcanzar el páncreas u 

otros órganos los flavonoides deben ser absorbidos en el tracto gastrointestinal, 

punto en el que se alcanzan altas concentraciones de flavonoides; sin embargo, 

hasta el momento no se ha demostrado que los metabolitos de flavonoides 

alcancen y/o se bioacumulen en tejidos particulares. Los resultados mostraron 

que quercetina posee actividad antriproliferativa en las tres líneas ensayadas, 

mientras que catequina y epicatequina no poseían actividad. La metilación de 

uno de los hidroxilos del anillo B en quercetina produjo una pequeña reducción 

la capacidad antiproliferativa, aunque los compuestos metilados todavía 

presentaban significativa capacidad antiproliferativa en todas las líneas 

celulares, a excepción del derivado metilado isorhamnetina en células Caco-2. 

Una observación interesante fue que la disminución en la actividad 

antiproliferativa de quercetina era mayor cuando la metilación se producía en el 

hidroxilo en posición 3’ (isorhamnetina) que en 4’ (tamarixetina). El efecto de la 

metilación de los hidroxilos del anillo B fue diferente en el caso de epicatequina, 

cuyos derivados metilados mostraron ser activos en las células MCF-7 (4’-O-

metil-epicatequina) y BxPC-3 (3’-O-metil-epicatequina). 

La conjugación de quercetina con glucosa o con ácido glucurónico eliminaba, en 

general, el efecto antiproliferativo del aglicón, excepto en el caso del glucósido 

de quercetina (Q3Glc) que mostró cierta actividad sobre las células BxPC-3. Una 

posibilidad para explicar este efecto es que este tipo de células poseyera 

actividad glucosidasa, lo que llevaría a liberar el aglicón (quercetina), que sí 

muestra un destacado efecto antiproliferativo sobre esta línea celular (Figura 
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12). Se debe resaltar que la carencia de actividad antiproliferativa de los 

derivados glicosilados se observó aún cuando el grupo orto-dihidroxilo del 

anillo B de quercetina no estaba sustituido, como ocurre en el caso de Q3Glc y 

quercetina-3-O-glucurónido (Q3GlcA). 

Los metabolitos sulfatados por su parte fueron inactivos en la mayoría de las 

células ensayadas, aunque quercetina-4’-O-sulfato y epicatequina-3’-O-sulfato 

mostraron cierto efecto antiproliferativo en células MCF-7 y Caco-2 

respectivamente. De manera general, las células MCF-7 y BxPC-3 resultaron ser 

más sensibles a los compuestos ensayados que las Caco-2, especialmente a 

quercetina y derivados. Algunos flavonoides y sus metabolitos conjugados son 

buenos sutratos para los transportadores de membrana MRP2 (multidrug 

resistance protein 2) (O'Leary et al., 2003; Williamson et al., 2007) y BCRP (breast 

cancer resistance protein) (Sesink et al., 2005). Esas proteínas pueden transportar 

xenobióticos conjugados cargados negativamente, como ocurre con los 

conjugados de flavonoides (Jonker et al. 2000; Nakatomi et al., 2001; Chen y 

Chen, 2003). Se ha indicado que ambos transportadores de membrana pueden 

modular la biodisponibilidad de estos compuestos al limitar su captación 

intestinal (Dietrich et al., 2003). Walle et al. (1999) demostraron que en células 

Caco-2 el transportador MRP2 se expresa apicalmente, y se ha demostrado 

también que MRP2 está implicado en el flujo apical de glucurónidos y sulfatos 

de quercetina y en la eliminación de estos últimos de sangre a bilis, reduciendo 

de esta forma la biodisponibilidad de quercetina (O'Leary et al., 2003). Por lo 

tanto parece probable que esos transportadores puedan contribuir al eflujo de 

metabolitos de flavonoides a través de la zona apical de la membrana en células 

Caco-2, dando lugar a una menor acumulación dentro de esas células, lo que 

podría explicar la baja actividad sobre las mismas observada en este estudio. 

Por otra parte, Wong et al. (2012) también demostraron la capacidad de 

quercetina-3’-O-sulfato para interaccionar con transportadores de aniones 

orgánicos (OATs) y/o polipéptidos transportadores de aniones orgánicos 
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(OATPs) en células HepG2, los cuales podrían actuar como transportadores de 

eflujo, dando lugar a la excreción de metabolitos generados previamente en el 

intestino, contribuyendo de esta forma a reducir la biodisponibilidad de 

quercetina. 

El proceso de metilación de quercetina a isorhamnetina (3’-O-metil-quercetina) 

o a tamarixetina (4’-O-metil-quercetina) juega un papel importante en el 

metabolismo de quercetina (Manach et al., 2005). Aunque la metilación redujo la 

actividad antiproliferativa de quercetina en las tres líneas celulares estudiadas, 

isorhamnetina y tamarixetina continuaron mostrando efectos sobre la 

proliferación celular, por lo que se puede especular que, de manera similar a 

quercetina, serían capaces de ingresar en la célula e inducir la muerte celular. 

Sin embargo, lo contrario parece ocurrir en el caso de otros metabolitos de 

quercetina ensayados, que mostraron actividad anti-carcinogénica reducida y 

limitada a algunas líneas celulares (quercetina-4’-O-sulfato en MCF-7 y Q3Glc 

en BxPC-3). En los ensayos realizados no se observaron efectos anti-

proliferativos cuando las células eran tratadas con Q3GlcA, lo que sugiere que 

este compuesto no se acumulaba ni podía ser desconjugado en las mismas. La 

interacción de glucurónidos de quercetina con algunos transportadores como 

ABCC2 ha sido previamente descrita por algunos autores (Petri et al., 2003; 

Williamson et al., 2007), que hipotetizan que la misma limita la acumulación de 

estos compuestos en las células al forzar su salida hacia el lumen intestinal o 

bilis. 

Los mecanismos implicados en la actividad antiproliferativa de quercetina y sus 

derivados son aún desconocidos. Algunos autores han sugerido que el efecto 

inhibitorio de quercetina sobre el crecimiento celular podría estar mediado por 

un aumento en los procesos de apoptosis. Los mecanismos más comúnmente 

discutidos incluyen la activación de AMPK (proteín quinasa activada por AMP) 

y la inactivación de la proteína quinasa B (Akt) y del factor nuclear kB (NF-kB) 

(Granado-Serrano et al., 2006; Ramos, 2007; Vidya-Priyadarsini et al., 2010). 
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Aunque los derivados de quercetina no pudieran penetrar en el citosol a través 

de la membrana celular, podrían modular el estado redox de las membranas 

celulares a través de su interacción con las bicapas lipídicas (Adachi et al., 2007), 

con lo que la actividad antiproliferativa no tendría necesariamente que implicar 

la absorción de los compuestos. Por otra parte, la conjugación de las moléculas 

podría prevenir la oxidación enzimática y, de este modo, facilitar la existencia 

de un ‘pool’ de compuestos, extendiendo su vida media en el sistema y 

manteniendo sus propiedades biológicas (Pasqualini y Chetrite, 2005). La 

capacidad de algunas células para desconjugar metabolitos liberando los 

aglicones podría luego contribuir a explicar la actividad biológica en 

determinados tejidos y/o bajo condiciones fisiopatológicas, como se ha 

demostrado recientemente para los efectos vasculares de conjugados de 

quercetina (Menéndez et al., 2011; Galindo et al., 2012). 

Con respecto a los flavan-3-oles, Vaidyanathan y Walle (2001) no observaron 

transporte basolateral de epicatequina en monocapas de células Caco-2 en un 

intervalo de concentraciones entre 5 y 50 µM, mientras que Salucci et al. (2002) 

encontraron que este compuesto era solamente absorbido en células Caco-2 tras 

72 horas de incubación mostrando una baja actividad anticarcinogénica. En 

general, en el presente estudio las catequinas no mostraron efectos sobre las 

líneas celulares tratadas, sugiriendo que su absorción por estas células es 

limitada, aunque algunos de los metabolitos de epicatequina fueron capaces de 

inhibir el crecimiento celular a concentraciones de 100 µM. Estos compuestos 

podría interactuar con transportadores como MRP1 y MRP2, transportadores 

monocarboxilato (MCT) y transportadores SGLT1 (Walle, 2004), lo que podría 

contribuir a su actividad biológica. 

 

En conclusión, los resultados obtenidos sugieren que tanto quercetina como sus 

metabolitos derivados son más activos frente a las líneas de células tumorales 

ensayadas que catequinas y sus metabolitos derivados. Por otra parte, la 



IV. Resultados 77 

 

 

metilación en el anillo B de quercetina produce una disminución en sus efectos 

antiproliferativos, aunque los metabolitos metilados todavía poseen una 

actividad antiproliferativa significativa en las células tratadas. Sin embargo, los 

metabolitos sulfatados y glicosilados muestran, en general, baja o nula 

actividad antiproliferativa, sugiriendo que esos compuestos tienen dificultades 

para entrar y acumularse dentro de las células. 
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4.2. Estudios en C. elegans 

 

4.2.1. Análisis de biomarcadores de estrés (ROS y ADN) 

 

4.2.1.1. Introducción  

 

Como se ha indicado en la introducción, las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

son metabolitos de oxígeno altamente reactivos, como el anión superóxido 

(O2·−), el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH·). Su vida 

media en los sistemas biológicos comprende rangos desde nanosegundos a 

segundos dependiendo de su reactividad y de los antioxidantes presentes en la 

célula. Debido a su alta reactividad y a la respuesta frente a estos compuestos 

que existe en los sistemas biológicos, estos metabolitos se encuentran en 

concentraciones muy bajas (entre picomolar y nanomolar). Se generan 

normalmente en la mitocondria, y más concretamente en la cadena de 

transporte de electrones, además de ser subproducto de algunos procesos 

metabólicos en el organismo, y son también producidos debido a factores 

externos como la radiación ultravioleta. Si bien una elevada concentración de 

ROS se considera nociva para el organismo, una concentración basal de ROS es 

necesaria para el mantenimiento de las funciones vitales de la célula como la 

proliferación, apoptosis, inflamación y la respuesta inmune (Seifried et al., 2007). 

De hecho, las ROS juegan un importante rol en el desarrollo de los procesos 

biológicos, ya que permiten a la célula activar los mecanismos de defensa 

antioxidante, los procesos de reparación de ADN y diferentes cascadas de 

señalización (Halliwel, 2006). 

Cuando se produce un desequilibrio entre los niveles de ROS producidos y los 

que son capaces de eliminar las defensas antioxidantes en la célula se origina 

una acumulación de estrés oxidativo que puede producir daño a diferentes 
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macromoléculas como lípidos, proteínas y ADN (Finkel y Holbrook, 2000). Por 

tanto, el daño oxidativo no es necesariamente producido porque exista una 

mayor producción de ROS, sino también debido a una disminución en la 

actividad de los sistemas de defensa antioxidante. Este daño oxidativo ha sido 

ampliamente relacionado con problemas cardiovasculares, cáncer, diabetes e 

incluso enfermedad de Alzheimer (Halliwell, 2006).   

No todas las especies reactivas de oxígeno son capaces de dañar 

macromoléculas. Por ejemplo, H2O2 y el radical superóxido (O2·−) necesitan 

reaccionar con metales de transición, especialmente con Fe y Cu, para producir, 

a través de la reacción de Haber–Weiss (Figura 14), el radical hidroxilo (OH·), 

altamente reactivo y capaz de producir daños en los sistemas biológicos. 

 Figura 14. Reacción de Habber-Weiss 

 

De entre todos los posibles daños producidos por ROS en macromoléculas, se 

ha prestado mayor atención a aquellos que implican al ADN. Esto es debido a 

que la célula puede reponer los lípidos y proteínas dañadas, ya que dispone de 

procesos para su síntesis, mientras que el ADN debe ser reparado.  

El daño producido en el ADN puede presentarse de diversas formas: ruptura 

de cadenas en la cromatina, aberraciones cromosómicas en metafase e 

intercambios en las cromátidas, y formación de aductos en su estructura 

(Morimoto y Wolff, 1980; Erexson et al., 1985). La aparición de aductos 

derivados del daño oxidativo en el ADN origina la formación de diferentes 

moléculas, no todas ellas conocidas. Entre las moléculas que han sido descritas 
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hasta ahora se incluyen: 8-hidroxiadenina (8-OHAde), 8-hidroxiguanina (8-

OHGua) y su desoxinucleósido equivalente (8-hidroxi-2’-desoxiguanosina, 8-

OHdG), 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol, Tg), y otras derivadas de 

lesiones que producen apertura de anillos como 4,6-diamino-5-

formamidopirimidina (FapyAde) y 2,6-diamino-4-hidroxi-5-

formamidopirimidina (FapyGua) (Dizdaroglu, 1993).  

El producto más comúnmente estudiado es la 8-hidroxiguanina (8-OHGua) que 

se genera mediante la oxidación del C-8 de la guanina y presenta un alto 

potencial mutagénico. Se ha demostrado que en los procesos de replicación de 

ADN que contienen este aducto, las hebras hijas presentan incorporaciones de 

timinas, en vez de guaninas (Mayne, 2003). Este hecho condiciona la 

importancia del análisis de 8-OHGua o de su desoxinucleósido (8-OHdG). En 

los estudios de estrés oxidativo el biomarcador 8-OHdG es el más utilizado ya 

que presenta una elevada tasa relativa de mutación, entre 2,5–4,8% en 

mamíferos (Cheng et al., 1992). Diversos estudios sobre el estrés oxidativo han 

tratado de cuantificar los niveles de 8-OHdG. La determinación de este 

biomarcador se ha llevado a cabo en orina (Pedret et al., 2012), plasma (Álvarez-

Suárez et al., 2014) y otros tejidos (Li et al., 2010). Algunos autores han también 

evaluado también el efecto de distintos flavonoides en la producción de ROS y 

en el daño producido en el ADN en diferentes líneas celulares (Sgambato et al., 

2001; Granado-Serrano et al., 2006; Ramos et al., 2011). 

Existen diversos métodos para cuantificar estos biomarcadores. Los más 

utilizados son las técnicas de detección directa, como HPLC con detección 

electroquímica (HPLC-ECD), la cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS), y en menor medida HPLC-MS (Harri et al., 

2007; Fan et al., 2012). También se han desarrollado ensayos de aproximación 

indirecta (de tipo ELISA, entre otros) con el objetivo de determinar aductos en 

diferentes medios (Santella, 1999). Los métodos directos en primer lugar 
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requieren la extracción de ADN desde las células y una posterior hidrólisis, ya 

sea mediante métodos químicos o enzimáticos, de la molécula de ADN. De esta 

manera se pueden obtener nucleótidos, nucleósidos o bases nitrogenadas 

(Ravanat, 2005). La principal limitación de estas técnicas es la posible formación 

de aductos debido a la oxidación de ADN durante la extracción. Los métodos 

indirectos, como los métodos ELISA, presentan la limitación de la especificidad 

de los anticuerpos usados, ya que en muchos casos no es lo suficientemente alta 

para determinar el nivel de lesión debido a la similitud entre la base 

nitrogenada oxidada y la base sin modificar. 

En este capítulo se pretende estudiar el efecto de metabolitos de flavonoides, en 

particular epicatequina, quercetina y sus metabolitos metilados 4'-O-

metilquercetina (Tamarixetina) y 3’-O-metilepicatequina, en la producción de 

ROS y daño oxidativo en ADN en el nematodo C. elegans, ya que en la 

bibliografía que ha sido revisada no existen ensayos que incidan en dichos 

efectos. Sin embargo, en otros modelos sí se ha evaluado el efecto de algunos 

flavonoides sobre los niveles de 8-OHdG, como en el caso de ratas (Magielse et 

al., 2014), donde como resultado del tratamiento se observaba una disminución 

en los niveles de 8-OHdG. En el mismo sentido, el tratamiento de células 

HepG2 pretratadas con quercetina y luteolina reducía la formación de 8-OHdG 

en un 25% y 15%, respectivamente (Kanazawa et al., 2006).  
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4.2.1.2. Materiales y métodos específicos 

 

Algunos de los métodos utilizados en este capítulo, como los referidos a la 

determinación de ROS y el cultivo de C. elegans se encuentran desarrollados en 

el capítulo 3 de métodos generales. 

1. Extracción de ADN de C. elegans. 

Los gusanos control así como los tratados con los diferentes compuestos objeto 

de estudio eran propagados en placas de NGM a 20 ºC, como se describe en el 

apartado de métodos. Las placas (al menos 5 por tratamiento) eran incubadas 

hasta alcanzar una biomasa de gusanos suficiente para realizar el ensayo, 

momento en el cual una parte de las placas eran sometidas a estrés térmico (5h, 

35 ºC) mientras que el resto se mantenían a la temperatura de cultivo habitual. 

De esta forma, se tenía gusanos sometidos y no sometidos a estrés, tanto en el 

grupo control como en los diferentes tratamientos objeto de estudio. Tras el 

estrés térmico los gusanos se recogían con agua MiliQ en un tubo de 15 mL, se 

centrifugaba a 3000 rpm durante un minuto para eliminar el sobrenandante, se 

resuspendían en 0,5 mL de TEN (Tris 20 Mm, EDTA 50 Mm, NaCl 100 Mm, pH 

7,5) y se congelaban a -20 ºC para su posterior uso. 

 

a) Extracción de ADN total de C. elegans mediante el método de 

fenol/cloroformo. 

 

En el momento de proceder a la extracción del ADN, el pellet de gusanos se 

transfería a un tubo eppendorf de 1,5 mL al que se añadían 25 µL de buffer SDS 

al 10% y 25 µL de proteinasa K (0,1 mg/mL) y las muestras se incubaban a 55 ºC 

durante 1 hora. Durante la incubación las muestras eran agitadas en vortex cada 

10 min para facilitar la lisis de los gusanos. Transcurrido ese tiempo se añadían 
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otros 25 µL de proteinasa K y se volvía a incubar durante otra hora. A 

continuación, las muestras eran sometidas a sucesivas etapas de 

extracción/purificación. Inicialmente, se extraían con fenol, realizándose una 

mezcla por inversión. Minutos despues se centrifugaba durante 5 min a 12.000 

rpm y se recuperaba el sobrenadante, que es donde se encuentra el ADN. El 

siguiente paso consistía en un lavado del sobrenadante con 

fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) y posteriormente con 

cloroformo/alcohol isoamílico (24:1). Una vez recuperado el sobrenadante libre 

de restos, se añadían 45 µL de acetato de sodio 3M y 0,8 mL de etanol para 

precipitar el ADN, dejándolo durante toda la noche a -20 ºC para al día 

siguiente centrifugar durante 5 min a 12.000 rpm y lavar con etanol al 70%. Una 

vez precipitado el ADN se eliminaba el sobrenadante, se dejaba secar 

completamente y posteriormente se resuspendía en 50 µL de agua MiliQ. La 

pureza del ADN aislado de cada muestra era medida en un Nanophotometer 

(Implen Múnich, Alemania). Para ello se comprobaba que la relación entre las 

absorbancias de una muestra a 260/280 nm estaba en torno a 1,8.  

 

b) Extracción de ADN total de C. elegans mediante un Kit comercial 

 

La aplicación del método señalado en el epígrafe anterior no siempre llevaba a 

obtener ADN en cantidad y pureza suficientes para la determinación de 8-

OHdG, por lo que también se utilizó un proceso de extracción para el 

aislamiento de ADN total de C. elegans utilizando el kit Dneasy Blood and 

Tissue de Quiagen, siguiendo las instrucciones indicadas en su protocolo. Al 

igual que en el caso anterior, se comprobaba la pureza del ADN aislado 

confirmando que la relación entre las absorbancias a 260/280 nm se encontraba 

en torno a 1,8. 
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2. Digestión del ADN de C. elegans. 

 

Una vez aislado el ADN, las muestras se incubaban una hora a 50 ºC con el fin 

de desnaturalizar el material genético para posteriormente ser digerido por 

diferentes enzimas. Inicialmente se añadían 20 µL de nucleasa P1 (5 U/muestra) 

y se incubaba a 50 ºC durante 30 min. La nucleasa P1 se disolvía previamente en 

acetato sódico 20 mM, pH 4,8, que contenía cloruro de zinc 10 mM y 15% de 

glicerol. A continuación, se añadían 10 µL de DNAsa I (4 U/muestra) junto con 

20 µL de fosfatasa alcalina (4 U/muestra), y se repetía la incubación a diferentes 

tiempos (1, 2 ó 24 horas) a 37 ºC. Seguidamente las muestras se incubaban con 

RNAsa (4U por muestra) durante 1 hora a 37 ºC y, por último, se centrifugaban 

a 13.000 rpm durante 20 min en tubos eppendorf, se filtraban a través de papel 

Whatman y el filtrado resultante se inyectaba en HPLC.  

 

3. Análisis de ADN por HPLC-DAD-ESI/MS 

 

Tras la digestión de las muestras de ADN con las diferentes enzimas se llevaba 

a cabo la separación cromatográfica y su posterior análisis por espectrometría 

de masas. La separación de los diferentes fragmentos de ADN se realizó en un 

equipo de HPLC Agilent Tecnologies 1200 series, equipado con una bomba 

cuaternaria, inyector automático, sistema de termostatización de columnas y 

detector de diodos en circuito integrado, conectado a un espectrómetro de 

masas y acoplado a una estación de control y tratamiento de datos HP 

Chemstation. La separación se realizaba en una columna Poroshell 120 EC-C18 

2,7 µm (4,6x150 mm). Las fases móviles eran (A) acetato de amonio (20 mmol/L, 

pH 6,5) y (B) metanol, con un flujo de 0,2 mL/min, estableciendo el siguiente 

gradiente: 10% a 20% de B en 15 min, 20% a 30% B en 5 min, de 30% a 40% B en 

5 min, 40% a 70% B en 5 min, y un período isocrático final de 5 min a 70% B. Los 
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cromatogramas se registraban a las longitudes de onda seleccionadas de 250 nm, 

280 nm y 300 nm. 

Para el análisis de espectometría de masas se empleaba un espectrómetro de 

masas API 3200 Qtrap (Applied Biosystems), equipado con una sonda de 

ionización por electrospray (ESI) y un analizador de masas triple cuadrupolo 

que puede actuar además como trampa iónica, acoplado al software de 

tratamiento de datos Analyst 5.1. La detección se realizaba en modo de 

ionización positivo, registrando iones o fragmentos con una relación masa/ 

carga (m/z) desde 50 hasta 350. Se empleaba aire Zero como gas nebulizador (12 

psi) y gas turbo (300 ºC, 30 psi) para la eliminación del eluyente, y nitrógeno 

como gas cortina (10 psi) y gas de colisión. 

El método empleado para la detección fue MRM (Multiple reaction monitoring) 

en modo positivo de ionización, con los siguientes parámetros: voltaje del 

capilar, 5500V; declustering potential (DP) 76V; potencial de entrada (EP) 12V; y 

energía de colisión (CE) 10V. Las transiciones utilizadas para la determinación 

de 8-OHdG fueron de m/z 284 (ión pseudomolecular [M+H]+) al producto de 

m/z 168. Otro de los iones producto ensayado para la cuantificación de 8-OHdG 

fue m/z 140 (Yue et al, 2007). Para la cuantificación de dG se utilizó el ión 

pseudomolecular [M+H]+, m/z 268, que origina un ión producto en MRM m/z 

152. Además, las transiciones 268/135 y 284/152 también fueron analizadas para 

la posible cuantificación. Se realizaba también un análisis de tipo Enhanced 

Product Ion (EPI) para obtener la fragmentación de los iones mayoritarios 

obtenidos en modo EMS (Enhaced Mass Spectrum). Las condiciones empleadas 

eran: DP 20V, EP 10V, CE 10V, y collision energy spread (CES) 0V. 
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4. Determinación de 8-OHdG y bases nitrogenadas totales 

mediante métodos ELISA 

 

Paralelamente, para la determinación de los niveles de 8-OHdG se utilizó el kit 

EpiQuik™ de la casa comercial Epigentek. La técnica consiste en una 

cuantificación colorimétrica del ADN oxidado mediante la detección de 8-

OHdG. El kit es válido para evaluar ADN extraído directamente de diferentes 

especies, como plantas, hongos o mamíferos, sin necesidad de digestión por 

enzimas de restricción. El método se basa en un ensayo con anticuerpos que 

permite cuantificar los niveles de 8-OHdG y extrapolarlos a una recta de 

calibrado elaborada con patrones de 8-OHdG. El ADN se añade a una placa 

multipocillo previamente tratada para fijarlo. A continuación se lleva a cabo el 

lavado de los pocillos y se añade el anticuerpo de captura. Seguidamente, se 

procede a un nuevo lavado de la placa para posteriormente añadir el anticuerpo 

que se utilizará para detectar el ADN. En este mismo paso se añade una 

solución amplificadora o “enhancer”. Posteriormente se añade la solución 

encargada de reaccionar y que proporciona el color que a continuación se mide 

en un espectrofotómetro a 450 nm. 
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4.2.1.3. Resultados 

 

4.2.1.3.1. Influencia de flavonoides sobre niveles de ROS en C. 

elegans 

 

Para este trabajo el método utilizado para la detección de ROS fue el descrito 

por Wang y Joseph (1999), en el que se emplea 2,7-diclorofluorescein-diacetato 

(DFCH-DA). Este compuesto es un éster permeable a la membrana plasmática y 

que, una vez en el interior celular, es convertido a una forma fluorescente por 

eliminación de los grupos acetato por acción de esterasas intracelulares y 

oxidación (por actividad de las ROS). Este reactivo ha sido ampliamente 

utilizado por la comunidad científica para cuantificar niveles de ROS, aunque 

en los últimos años han surgido opiniones controvertidas respecto a su uso. En 

primer lugar, se ha visto que no es capaz de reaccionar directamente con H2O2, 

lo que dificultaría la cuantificación directa de este compuesto. En segundo lugar, 

existe la posiblidad de que cualquier radical pueda oxidar DCFH a DCF y, por 

lo tanto, no sólo se cuantificarían niveles de ROS propiamente dichos. Por otra 

parte, se ha descrito que la propia DCF es capaz de producir aniones O2·− y 

H2O2 al reaccionar con oxígeno produciendo una sobrevaloración en la 

cuantificación de ROS que puede llevar a resultados erróneos. Por último, la 

presencia de metales, peroxidasas y citocromos C pueden oxidar el reactivo y 

producir fluorescencia que también sería medida (Dikalov y Harrison, 2014). 

Sin embargo, la interferencia de este último tipo de moléculas se limita bastante 

al trabajar con animales vivos en lugar de lisados (Labuschagne, 2013). A pesar 

de todas estas controversias, en el presente trabajo se ha utilizado este método 

ya que es ampliamente usado, lo que puede permitir la comparación con 

estudios realizados por otros autores. En los resultados que aquí se presentan 
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no se muestran valores absolutos de fluorescencia, sino que los datos son 

siempre presentados como porcentajes respecto al control bajo las mismas 

condiciones. Este tipo de correlación permite normalizar los datos, evitando los 

posibles sesgos producidos por el método utilizado.  

 

 

Figura 15. Niveles de ROS representados como porcentaje respecto del control, en C. elegans 

tratados con flavonoides, no sometidos (A) y sometidos a estrés térmico (B). Cada valor 

representa la media de tres ensayos por triplicado. Letras diferentes indican la existencia de 

diferencias significativas (p < 0,05).  

 

En la Figura 15 se representan los niveles de ROS en C. elegans pretratados con 

quercetina (Q), epicatequina (EC) o sus derivados metilados tamarixetina (4’-O-

metilquercetina, TMX) y 3’-O-metilepicatequina (3’MetEC), respectivamente, 

comparados con gusanos control (C) no tratados en condiciones normales de 

cultivo (A) y sometidos a estrés térmico (B). En general, se puede observar una 

tendencia a la disminución en los niveles de ROS en los gusanos tratados con la 

mayoría de los flavonoides respecto de los controles, con la excepción de los 

cultivados en presencia de 3’-O-metilepicatequina que mostraron un aumento 

significativo en la cantidad de ROS intracelulares de manera independiente a si 

habían sido o no sometidos a estrés. 

En el caso de gusanos no sometidos a estrés (Figura 15A) la disminución en los 

niveles de ROS sólo era significativa en el tratamiento con quercetina, mientras 

que el descenso respecto del control no fue significativo en el caso de 
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epicatequina y tamarixetina. Diferentes resultados se observaron en los gusanos 

sometidos a estrés térmico (Figura 15B), donde el tratamiento con EC y TMX sí 

conducía a una reducción significativa en el nivel de ROS con respecto al 

control. 

 

 

4.2.1.3.2.Flavonoides y daño oxidativo de ADN en C. elegans 

 

a) Ensayos analíticos preliminares 

 

Antes de proceder a la evaluación del daño oxidativo en ADN se realizaron una 

serie de ensayos con el objeto de intentar establecer un método analítico 

adecuado para su determinación mediante la cuantificación de los niveles de 8-

hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), en relación con su base no modificada 

2’-desoxiguanosina (2’dG), utilizando como técnica la cromatografía líquida de 

alta resolución con doble detección por espectrofotometría de diodos y 

espectrometría de masas (HPLC-DAD-MS). Para ello se partió del protocolo 

descrito por Yue et al. (2007) para el análisis de 8-OHdG en secciones de hígado, 

modificando algunas de las condiciones experimentales. Inicialmente se 

procedió al aislamiento directo del ADN de C. elegans y para el posterior 

análisis por HPLC-DAD-MS se utilizó una columna Poroshell 120 EC-C18 2,7 

µm (4,6x150 mm) y una elución en gradiente en vez de isocrática. En la Figura 

16 se representa un cromatograma del resultado obtenido tras la digestión del 

ADN de C. elegans extraído mediante el método del fenol/cloroformo y 

posterior análisis por el protocolo ensayado. 
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Figura 16. Cromatograma (zoom) de HPLC registrado a 250 nm correspondiente  a la digestion 

de ADN obtenido de C. elegans cultivado en placas de NGM.  

 

Como puede observarse, la separación de picos obtenida con las condiciones 

utilizadas era buena, observándose tras la digestión del ADN la presencia de 7 

picos cromatográficos que podían ser atribuidos a los diferentes nucleósidos 

presentes en la molécula de ADN (tabla 1), identificados de manera preliminar 

de acuerdo a los resultados obtenidos mediante espectrometría de masas (ión 

pseudomolecular y fragmentos MS2). Sin embargo, la detección de la base 

oxidada 8-OHdG resultaba equívoca, por cuanto los resultados obtenidos por 

espectrometría de masas no eran siempre suficientemente claros para su 

identificación, ya que no en todas las ocasiones se observaba claramente su ión 

pseudomolecular o su señal se encontraba solapada por otras de masa diferente 

que aparecían al mismo tiempo de retención. 
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Tabla 1. Características cromatográficas y espectrales e identificación tentativa de nucleósidos 

de ADN procedente de C. elegans.  

 

Inicialmente se pensó que los rendimientos en la cantidad de ADN obtenidos 

mediante la extracción tradicional no eran suficientes para conseguir una 

recuperación cuantitativa satisfactoria del nucleósido. Por esa razón, se 

procedió a ensayar la utilización de un kit comercial de extracción de ADN para 

intentar mejorar la calidad y el rendimiento del proceso. Con esta aproximación 

se comprobó que los rendimientos obtenidos en la extracción de ADN eran 

ligeramente mayores. Sin embargo, al llevar a cabo el análisis de ADN mediante 

HPLC-DAD-MS los resultados obtenidos fueron igualmente insatisfactorios con 

Pico Tr  (min) 
max  

(nm) 

Ión 

precursor 

[M+H]+ 

(m/z) 

Fragmentos 

(m/z) 

Identificación 

preliminar 

1 27.8 250 284 152 Guanosina 

2 28.3 250 268 151 Desoxiguanosina 

3 28.6 250 152 135 Guanina 

4 29.4 250 243 126 Timina 

5 29.8 250 268 135 Adenosina 

6 30.3 250 332 251 Desoxiadenosina 

7 31.2 ??? 284 168 8-OHdG 
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relación a la detección de 8-OHdG, que no siempre resultaba posible y/o ofrecía 

dudas en cuanto a su identidad real, de modo similar a lo encontrado en la 

extracción con fenol/cloroformo. Se probó a inyectar un patrón de 8-OHdG para 

intentar confirmar su tiempo de retención, encontrando ligeras diferencias de 

elución entre el pico obtenido para el mismo y el del pico detectado en las 

muestras atribuido tentativamente a 8-OHdG, aunque quizás podría explicarse 

por un efecto matriz debido a la complejidad de las muestras. Se procedió, por 

otra parte, a realizar una serie de ensayos adicionales aumentando el número 

de gusanos de partida utilizados para la extracción y probando distintos 

tiempos de digestión enzimática, para ver si era posible mejorar el porcentaje de 

ADN extraído y digerido, obteniendo también resultados no totalmente 

satisfactorios. De este modo, se llegó a la conclusión de que el método de LC-

MS no presentaba la sensibilidad necesaria para detectar los niveles de este 

nucleósido en las condiciones experimentales empleadas, dando lugar a una 

señal en el espectro de masas para este analito demasiado baja con relación al 

nivel de ruido, lo que no permitía confirmar con exactitud la identidad de la 

molécula de 8-OHdG. Los niveles de 8-OHdG descritos en la bibiografía en 

células animales oscilan  entre 0,1 y 100 por cada 105 guaninas usando ADN 

celular (Halliwell, 2000), por lo que es posible que no se alcancen los niveles 

adecuados para una correcta detección de 8-OHdG en las condiciones de 

análisis utilizadas. Son, por tanto, necesarios mayores esfuerzos y posiblemente 

otro tipo de aproximaciones para identificar ADN oxidado en C. elegans 

mediante HPLC-MS.  

Dado que no fue posible llegar a resultados totalmente satisfactorios se desistió 

de recurrir al análisis de 8-OHdG y daño oxidativo de ADN mediante la técnica 

de HPLC-MS y se continuó con los objetivos planteados en este capítulo 

empleando un kit comercial basado en la técnica ELISA, como se describe en el 

epígrafe siguiente. Se debe destacar, no obstante, las dificultades de esta 
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aproximación metodológica basada en HPLC-MS, con relación a la cual no se 

han encontrado en la bibliografía métodos para la determinación de 8-OHdG en 

C. elegans. 

 

b) Evaluación de daño oxidativo de ADN 

 

Daño oxidativo al ADN mediante el análisis de 8-OHdG 

 

Dadas las dificultades encontradas para la cuantificación mediante HPLC-MS, 

finalmente la estimación del daño oxidativo en el ADN se llevó a cabo mediante 

la medida del biomarcador 8-OHdG utilizando el kit comercial EpiQuik™. En 

la Figura 17 se representa el porcentaje de 8-OHdG respecto del total de bases 

nitrogenadas en el ADN obtenido usando esa metodología en los diferentes 

ensayos llevados a cabo con C. elegans.  

 

 

Figura 17. Porcentaje de 8-OHdG respecto del total de nucleósidos en C. elegans tratados con  

diferentes flavonoides y sometidos o no a estrés térmico. Cada valor representa la media de tres 

ensayos realizados por triplicado. Letras diferentes indican la existencia de diferencias 

significativas (p<0,05). Abreviaturas: c = control; EC = epicatequina; Q = quercetina; TMX 

(tamarixetina); 3’MetEC (3’-O-metilepicatequina)  
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Los resultados obtenidos en el tratamiento con los distintos flavonoides no 

mostraron diferencias significativas en el nivel de 8-OHdG con relación a los 

controles no tratados con esos compuestos, con excepción del ADN procedente 

de gusanos tratados con epicatequina (EC) y sometidos a estrés térmico, en los 

cuales se producía un aumento significativo (p<0,05) de los niveles de 8-OHdG 

con respecto al resto de tratamientos. Llama la atención que a excepción del 

mencionado ensayo, la alta temperatura a la que eran sometidos los gusanos 

para producir el estrés no afectaba el nivel de daño oxidativo de ADN de una 

manera significativa. Curiosamente en los gusanos no sometidos a estrés 

térmico se detectaban incluso mayores niveles de 8-OHdG en los tratamientos 

realizados con los metabolitos metilados que en sus precursores no metilados, 

aunque las diferencias no eran significativas en ningún caso. 

Con los resultados obtenidos no se puede concluir sobre el efecto de los 

flavonoides sobre el biomarcador 8-OHdG. Aparentemente EC tiene un efecto 

pro-oxidante sobre ADN, lo que discrepa de otras observaciones realizadas en 

nuestros estudios, donde en general la EC presenta un efecto positivo sobre la 

estabilidad redox de la célula. Es, por tanto, necesario realizar más ensayos para 

concluir acerca del efecto de los flavonoides sobre el ADN. 

 

4.2.1.4. Discusión general 

 

Como ya se ha comentado en la introducción de esta memoria, las causas del 

envejecimiento no están todavía claras. La teoría clásica del envejecimiento 

establece una relación entre el aumento en la producción de especies reactivas 

de oxígeno (ROS) durante la respiración celular en la mitocondria y en otros 

procesos metabólicos, con un mayor daño en macromoléculas. De todas esas 

macromoléculas el daño en el ADN cobra una vital importancia, ya que en él se 
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encuentran codificados todos los sistemas de reparación de la célula (Barja y 

Herrero, 2000). Los compuestos fenólicos han sido estudiados desde diferentes 

puntos de vista, aunque la mayor parte de los estudios realizados han puesto el 

énfasis en evaluar su potencial protector frente a procesos oxidativos, aunque 

son pocos los estudios que intentan dilucidar su mecanismo de acción 

molecular. En este trabajo se ha evaluado los niveles de ROS en gusanos 

tratados con flavonoides y algunos de sus metabolitos, mostrando que en 

general el pretratamiento de C. elegans con estos compuestos produce una ligera 

reducción en los niveles de ROS intracelulares, significativa en el caso del 

tratamiento con quercetina cuando los gusanos no son sometidos a estrés, y 

también en el caso de epicatequina y tamarixetina (4’-O-metilquercetina), 

cuando se someten a estrés térmico. Como se ha indicado anteriormente, 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 

destoxificación. Además de un posible efecto reductor directo, se ha sugerido 

que los flavonoides son capaces de modular la actividad de las defensas 

antioxidantes en el organismo, elevando los niveles de GSH y la actividad de 

diferentes enzimas antioxidantes (Kong et al., 2000; Halliwell, 2011), por lo que 

los niveles reducidos de ROS podrían quizás explicarse a través de la activación 

de dichos sistemas. En trabajos previos en nuestro grupo (Surco-Laos et al., 2011) 

se demostró que tratamientos con quercetina o tamarixetina aumentaban la 

longevidad y la supervivencia en C. elegans cuando eran sometidos a estrés 

térmico (35 ºC, 8h). En los resultados ahora obtenidos cuando los gusanos eran 

sometidos a ese estrés (35 ºC, 8h) se observa una disminución significativa en 

los niveles de ROS en gusanos tratados con tamarixetina, y una disminución, 

aunque en este caso no significativa (teniendo en cuenta valores de p<0,05) en 

gusanos tratados con quercetina (Figura 15b). Por otra parte, en estudios 

previos en nuestro grupo (Surco-Laos et al., 2012), en gusanos tratados con 

epicatequina no se habían observado diferencias significativas sobre la duración 
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de vida, aunque, sin embargo, se había visto que aumentaba la supervivencia 

en los gusanos cuando eran sometidos a estrés térmico. Los resultados 

obtenidos en el presente estudio muestran una disminución de ROS 

intracelulares en gusanos tratados con epicatequina y sometidos a estrés (figura 

15b). Estas observaciones parecen sugerir que el aumento de la longevidad en 

gusanos tratados con estos compuestos no está mediado por una disminución 

en los niveles de ROS, al menos no exclusivamente y de un modo directo. 

La capacidad de diversos flavonoides, como EGCG (Abbas y Wink, 2009), 

extractos de Ginko biloba (Strayer et al., 2003) o isoflavonas de soja (Gutiérrez-

Zepeda et al., 2005), para reducir los niveles de ROS en condiciones de estrés ha 

sido observada por distintos autores, aunque no en todos los casos se 

relacionaba ese efecto con la duración de vida del gusano. Chen et al. (2013) en 

ensayos con mutantes mev-1(kn1) de C. elegans, que presentan una vida media 

más corta relacionada con una sobreproducción de ROS intracelulares y un 

nivel oxidativo más alto de lo normal, encontraron que el tratamiento con 

aspalatina (flavonoide de estructura dihidrocalcona presente en té rooibos) 

disminuía el nivel de ROS produciendo un aumento en la longevidad. Estos 

autores sugirieron que la resistencia al estrés oxidativo y el aumento de la 

longevidad en C. elegans tras el tratamiento con el flavonoide estaría mediada a 

través de la regulación de la ruta de señalización DAF-16/FOXO. Sin embargo, 

estudios en líneas celulares han dado lugar a resultados contradictorios en 

cuanto a la influencia de distintos flavonoides sobre los niveles de ROS. 

Algunos autores han encontrado una reducción de los niveles de ROS en células 

tratadas con flavonoides (Ramos et al., 2011; Rodríguez-Ramiro et al., 2011; Jung, 

2014; Juadjur et al., 2015), mientras que otros observan aumentos en la 

producción de ROS en células tumorales de manera dependiente de la dosis de 

flavonoide (Chen et al., 2012; Sugisawa y Umegaki, 2002; Hong et al., 2002; 

Yamamoto et al., 2003; Li et al., 2014; Zhang et al., 2014). 
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En los ensayos aquí realizados la disminución de ROS intracelulares en C. 

elegans en gusanos no estresados no se relaciona de modo directo con un menor 

nivel de daño oxidativo en el ADN, ya que los niveles se mantienen sin 

diferencias significativas respecto del control. En los gusanos tratados con EC y 

sometidos a estrés, los niveles de 8-OHdG aumentan significativamente. De la 

misma forma, en los gusanos tratados con quercetina y tamarixetina, se aprecia 

un ligero aumento en los niveles de esta base oxidada, aunque las diferencias 

no eran significativas con respecto al control. Por otra parte, tanto en los 

gusanos control como en los tratados con 3’MetEC, los niveles de 8-OHdG 

sufren un ligero descenso al ser sometidos a altas temperaturas. En su conjunto, 

estos resultados parecen discrepar de la disminución en los niveles de ROS que, 

excepto para 3’MetEC, se observa en los gusanos tratados con los flavonoides 

ensayados. En estudios realizados en células HL-60, Oikawa et al. (2003) 

también observaron un aumento en los niveles de 8-OHdG intracelulares tras 

tratamiento con catequina y epicatequina, aunque en su caso encontraban un 

aumento de la producción de peróxido de hidrógeno en el medio, que los 

explicaban por el posible potencial pro-oxidante de las catequinas como 

consecuencia de su transformación en radicales quinona en el medio celular, lo 

que conduciría a la oxidación de ADN y consecuente aumento de 8-OHdG. 

Como se ha descrito en la parte introductoria de esta tesis doctoral, algunos 

flavonoides con estructura catecólica en el anillo B pueden actuar como pro-

oxidantes en el medio, cuando se dan las condiciones adecuadas, dando lugar a 

quinonas reactivas que pueden producir daño en los sistemas biológicos. 

Leávay et al. (1993) propusieron un modelo en el que el nivel de peróxido de 

hidrógeno celular regularía la activación de la enzima peroxidasa dependiente 

de catecol para formar aductos de ADN. De esta forma, la enzima peroxidasa 

reduciría el peróxido utilizando el grupo catecol como agente reductor y, como 

consecuencia, se generarían compuestos reactivos de catecol que conducirían a 

la formación de los aductos de ADN. Otro posible mecanismo que podría 
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explicar la actividad de los polifenoles con estructura catecólica en este sentido 

es su capacidad para actuar como sustratos de la enzima catecol-o-

metiltransferasa (COMT). Esta enzima se encarga de metabolizar los catecol-

estrógenos (CE), como el 2- y 4-hidroxiestradiol, que algunos autores proponen 

como responsables en la iniciación tumoral (Badawi et al., 2001; Ziegler et al., 

1997). Si los CE no son inactivados pueden derivar en quinonas reactivas, que 

podrían dar lugar a la formación de aductos mediante la reacción con las 

moléculas de ADN (Cao et al., 1998; Cavalieri et al., 1997; Yager, 2000). Los 

flavonoides con agrupamientos catecol al actuar como sustratos de la COMT 

podrían reducir su actividad de cara a metabolizar CE, lo que llevaría a una 

menor inactivación de éstos y, por lo tanto, a un mayor daño en ADN. En este 

sentido, Zhu y Liehr (1996) demostraron una mayor toxicidad de los CE en 

ratones alimentados con quercetina. Sin embargo, este tipo de razonamiento no 

explicaría porqué sólo en los gusanos tratados con EC se produce un aumento 

en los niveles de 8-OHdG y no en el caso de los otros flavonoides ensayados 

(ver Figura 17).  

Otro aspecto que merece un comentario es el relativo a los ensayos con 3’MetEC, 

únicos en los que se encontraban niveles significativamente mayores de ROS en 

los gusanos tratados que en los controles (Figura 15). En los tratamientos con 

este flavonoide, aunque las diferencias no eran significativas, se puede observar 

que en el caso de gusanos no estresados los niveles de 8-OHdG están por 

encima del resto de tratamientos (a excepción de los ensayos con EC), mientras 

que, por el contrario, en los sometidos a estrés se encuentran por debajo (Figura 

17). Esta observación podría quizás tener su explicación en una respuesta 

hormética, es decir, una adaptación del organismo frente al estrés derivado del 

tratamiento con el flavonoide. De esta forma, la exposición del gusano a 

3’MetEC, al generar un aumento en los niveles intracelulares de ROS, 

mantendría los mecanismos de destoxificación activados ante la posibilidad de 
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un episodio de estrés, lo que podría justificar que los niveles de 8-OHdG sean 

más bajos cuando los gusanos son sometidos estrés que en los no estresados. 

 

En conclusión, los resultados obtenidos parecen sugerir que los niveles de ROS 

y de 8-OHdG no pueden ser considerados marcadores suficientemente precisos 

para establecer la eficacia de los flavonoides en el control del daño oxidativo en 

C. elegans. Se debe, no obstante, señalar que en la literatura existen también 

notables discrepancias entre los resultados obtenidos por diferentes autores en 

lo que se refiere a la relación entre daño oxidativo y niveles de 8-OHdG, como 

se ha observado al determinar esta base modificada en organismos mutantes 

con altos niveles de daño oxidativo, donde los resultados obtenidos no siempre 

respondían a lo que podría ser esperado (revisado en Labuschagne, 2013). Los 

valores de 8-OHdG intracelulares descritos por varios autores varían en función 

del tipo de célula estudiada e incluso entre individuos (Halliwel, 2000), lo que 

dificulta la estimación real de los niveles de daño oxidativo en los estudios 

llevados a cabo. Del mismo modo, el procedimiento de extracción y posterior 

manipulación del ADN en laboratorio puede producir aductos y llevar a 

resultados erróneos. En este trabajo se ha utilizado ADN extraído directamente 

de C. elegans y el análisis subsecuente se ha realizado mediante un método 

ELISA, donde no ha sido necesaria una digestión con enzimas de restricción, 

pretendiendo minimizar las posibles interferencias producidas en la 

manipulación del ADN. Sin embargo, durante la preparación del ADN las bases 

nitrogenadas están expuestas al oxígeno ambiental (hiperoxia, comparando con 

los niveles de oxígeno nucleares) y posiblemente a metales de transición, 

contaminantes procedentes de los equipos utilizados (como el sonicador 

durante la homogeneización de los tejidos), así como eventualmente a altas 

temperaturas e incluso a oxidantes como el fenol (Halliwell, 2000). Todos estos 

factores pueden influir en la producción de resultados erróneos y 

consecuentemente en la dificultad para observar diferencias entre muestras, ya 
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que los niveles intracelulares de estos compuestos son extremadamente 

pequeños, por lo que cualquier tipo de error experimental puede influir en su 

determinación. Por otra parte, en este trabajo sólo se ha llevado a cabo el 

análisis de los niveles de 8-OHdG como marcador del daño en el ADN, 

mientras que en la naturaleza han sido descritos otros aductos y diferentes 

efectos que pueden contribuir al daño oxidativo. Por ello, es difícil establecer 

una relación completa entre el efecto de los flavonoides y el daño oxidativo en 

la molécula de ADN. En el mismo sentido, como se ha comentado, el método 

utilizado para la determinación de los niveles de ROS presenta algunas 

limitaciones en cuanto a su selectividad y especificidad, lo que podría dar lugar 

a resultados sesgados y no concluyentes. Todo ello hace que los resultados 

obtenidos deban ser considerados con cautela, siendo necesario un mayor 

número de ensayos y posiblemente el uso de otras aproximaciones para llegar a 

conclusiones lo suficientemente fundamentadas. 
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4.2.2. Influencia de epicatequina en resistencia frente a 

condiciones de estrés  

 

4.2.2.1 Introducción 

 

Los flavonoides son ampliamente conocidos por su potencial antioxidante y 

captador de radicales libres, como ha sido demostrado en numerosos estudios 

in vitro. En algunos casos estas propiedades antioxidantes se han relacionado 

con los efectos beneficiosos para la salud de las dietas ricas en flavonoides. Sin 

embargo, existen efectos indirectos de los flavonoides que podrían ser de mayor 

importancia sobre sus efectos in vivo que los relacionados con el efecto 

antioxidante directo. Para inducir una actividad antioxidante directa son 

necesarias altas concentraciones de flavonoides, que es difícil que puedan 

alcanzarse en tejidos tras un consumo dietético; sin embargo, bajas 

concentraciones tisulares de estos compuestos, como las que podrían ser 

alcanzadas a partir la dieta, podrían inducir efectos antioxidantes indirectos, o 

incluso efectos pro-oxidantes (Fraga y Oteiza, 2011; Hollman et al., 2011). Por 

otra parte, los flavonoides son xenobióticos y, como tales, son metabolizados 

por enzimas de fase I y II, dando lugar a diferentes metabolitos que difieren 

estructuralmente de los compuestos originales presentes en los alimentos. 

Como consecuencia de ese metabolismo se pueden producir intermediarios, 

como quinonas, con capacidad pro-oxidante. Sin embargo, los limitados niveles 

basales de pro-oxidantes generados en la oxidación y en el metabolismo de 

flavonoides y otros polifenoles dietéticos podrían resultar beneficiosos al 

organismo, en el sentido de que podrían estimular la sobre-expresión de 

defensas antioxidantes endógenas (Halliwell, 2011). De este modo, los 

mecanismos implicados en la actividad biológica de los flavonoides serían más 

complejos de lo que inicialmente se pensaba en su mero papel como 
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antioxidantes. Las catequinas son uno de los flavonoides más abundantes en la 

dieta, estando presentes en muchas frutas, té, cacao y vino tinto. Las 

propiedades antioxidantes y captadoras de radicales libres de las catequinas se 

han demostrado ampliamente en estudios in vitro (Dueñas et al., 2010) e incluso 

se ha demostrado su capacidad de incrementar los niveles de defensas 

antioxidantes en sistemas celulares expuestos a prooxidantes (Murakami et al., 

2002; Martin et al., 2008; Martin et al., 2010).  

El nematodo Caenorhabditis elegans se ha convertido en un importante modelo in 

vivo para el estudio de los mecanismos moleculares relacionados con el 

envejecimiento, resistencia al estrés y enfermedades degenerativas. En los 

últimos años se han publicado diversos estudios sobre los efectos y mecanismos 

de acción de flavonoides usando C. elegans como organismo modelo. Se ha 

demostrado que C. elegans aumenta su resistencia al estrés oxidativo y su 

longevidad al ser expuesto a extractos ricos en flavonoides (Wu et al., 2002; 

Zhang et al., 2009; Surco-Laos et al., 2011). En un estudio previo de nuestro 

grupo (Surco-Laos et al., 2012) se demostró que la exposición de la cepa silvestre 

N2 de C. elegans a catequinas y sus derivados metilados (200 µM), aumentaba la 

resistencia del nematodo frente al estrés oxidativo inducido tanto químicamente 

por tratamiento con juglona como mediante altas temperaturas, elevando su 

tasa de supervivencia en 28-44% en comparación con gusanos no tratados con 

esos flavonoides. Con el fin de tratar de elucidar los mecanismos de acción a 

través de los cuales los flavonoides ejercen su efecto beneficioso en la salud, y 

siguiendo con el trabajo previo, el objetivo de los ensayos planteados en este 

capítulo es el de evaluar las modificaciones en biomarcadores (producción de 

ROS, niveles de GSH y actividad de enzimas antioxidantes) en gusanos tratados 

con EC y sometidos a estrés oxidativo inducido tanto térmicamente como por 

vía química mediante tratamiento con juglona. 
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4.2.2.2. Ensayos de estrés térmico 

 

4.2.2.2.1 Resultados  

 

a) Efecto de epicatequina sobre los niveles de ROS intracelulares. 

 

En un trabajo previo de nuestro grupo (Surco-Laos et al., 2012), se comprobó 

que la epicatequina (EC) aumentaba la supervivencia de C. elegans sometido a 

estrés oxidativo en un 28% comparado con gusanos no tratados. Teniendo en 

cuenta que el estrés térmico se ha asociado clásicamente con daño oxidativo 

debido a la acumulación de ROS (Bruskov et al., 2002), en este estudio se 

determinaron los niveles de ROS en poblaciones de C. elegans tipo silvestre N2, 

cultivadas en medio NMG con y sin EC (200 µM) y sometidas o no a estrés 

térmico (35 ºC, 2h) en el sexto día de adulto. 

Los gusanos control no tratados con EC ni sometidos a estrés térmico mostraron 

niveles de ROS más bajos que los controles sometidos a la acción de la 

temperatura (Figura 18A), confirmando que la exposición a esa temperatura 

conlleva un estrés oxidativo en el nematodo. Sin embargo, en los gusanos 

estresados tratados con EC los niveles de ROS se vieron reducidos 

significativamente (p<0.01) respecto a su control (Figura 18A), entre un 24 y 

28% dependiendo del momento de la medida (Figura 18B). Estos resultados 

coinciden con los observados en el apartado 4.2.1.3.1., sólo que en este caso son 

determinados en el  día 6 de adulto del gusano, para posteriormente determinar 

el efecto de EC sobre las enzimas antioxidantes de los individuos. Es interesante 

destacar que la reducción en los niveles de ROS se observaba también en los 

gusanos tratados pero no estresados, los cuales mostraron una reducción del 

10% respecto a su control, no significativa para un nivel de significación p<0,01 

aunque sí para p<0,05, lo que indica que la respuesta a la exposición a EC no 
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sólo se asocia a situaciones de estrés. El hecho de que se encuentren niveles 

similares de ROS en gusanos no tratados ni estresados y en gusanos estresados 

tratados con EC (Figura 18A) sugiere que este flavonoide previene el aumento 

en los niveles de ROS inducido por el choque térmico, manteniéndolos en 

concentraciones fisiológicas. Este efecto podría ser debido tanto a una actividad 

antioxidante directa de la EC (captación de radicales libres) como a una acción 

indirecta mediante estimulación de las defensas antioxidantes endógenas, como 

pueden ser los sistemas glutatión o tiorredoxina, o enzimas como superóxido 

dismutasa, glutatión peroxidasa o catalasa.  

 

Figura 18. (A) Niveles intracelulares de ROS en C. elegans, sometido o no a estrés térmico (2 h, 

35 °C) en presencia y ausencia de epicatequina (200 µM) en el medio de cultivo. La producción 

de ROS se expresa como unidades de fluorescencia tras la incorporación del reactivo (0 min). La 

letras indican diferencias entre grupos (p<0,01). (B) Evolución de ROS en gusanos sometidos a 

estrés térmico, no tratados (línea superior) y tratados con EC (línea inferior). Los resultados se 

expresan como incremento en el porcentaje de fluorescencia en relación a los animales no 

control sin estrés EC sin estrés control con estrés EC con estrés
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tratados con EC a tiempo 0. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,01) entre 

gusanos tratados con EC vs control comparandolos en el mismo tiempo de incubacion.  

 

b) Efecto de epicatequina sobre el nivel de glutatión reducido. 

 

El glutatión es una de las moléculas no enzimáticas más abundantes implicada 

en las defensas antioxidantes de la célula. En su forma reducida (GSH), esta 

molécula puede no sólo reducir directamente sustratos sino también actuar 

indirectamente a través del sistema glutarredoxina. Además, el glutatión está 

implicado en la protección frente a estrés oxidativo interviniendo en procesos 

de destoxificación y reparación a través de su implicación en el sistema 

glutatión-S-transferasa (Mari et al., 2009). La depleción de GSH indica un estado 

de oxidación celular, mientras que niveles equilibrados de GSH protegen a la 

célula frente a estrés oxidativo (Martin et al., 2010; Scharf et al., 2003; Alia et al., 

2006).  

 

 

 

 

Figura 19.  Concentraciones de GSH (expresadas como nmol GSH/mg de proteína) en gusanos 

sometidos o no a estrés térmico en presencia y ausencia de EC (200 µM) en el medio de cultivo. 

La letras indican diferencias significativas  entre diferentes grupos(p<0,01). Los valores 

representan la media±SD de tres homogeneizados diferentes de gusanos analizados por 

triplicado 
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Los gusanos control sometidos a estrés mostraron niveles significativamente 

más bajos de GSH (27 nmol/mg de proteína del gusano) que los gusanos 

tratados con EC (45 nmol/mg proteína), que poseían niveles similares a los 

existentes en los gusanos en condiciones nativas (Figura 19). Estos resultados 

confirman que el estrés térmico induce un gasto de GSH, probablemente como 

resultado del aumento de oxidación intracelular, que es contrarrestado con la 

presencia de EC. Observaciones similares fueron hechas por Martin et al. (2010) 

en líneas celulares tratadas con EC, aunque hasta el momento, según nuestro 

conocimiento, este efecto no había sido descrito en C. elegans. 

 

c) Efecto de epicatequina sobre la actividad de enzimas antioxidantes 

endógenas 

 

Otro mecanismo involucrado en la limitación del daño celular causado por ROS 

es la activación de complejos enzimáticos antioxidantes. En estos complejos 

antioxidantes, GPx, CAT y SOD representan una primera línea de defensa. 

Como se ha señalado, la enzima superóxido dismutasa (SOD) se encarga de 

convertir el anión superóxido a H2O2 mientas que catalasa (CAT) o peroxidasa 

(GPx) (glutatión peroxidasa o peroxirredoxinas) transforman H2O2 en agua. La 

actividad peroxidasa puede ser después restablecida por reducción a través de 

tiorredoxinas (TRX) o glutarredoxinas. Este sistema antioxidante puede 

activarse como respuesta a diferentes estímulos, incluyendo el estrés térmico, y 

ser modulado mediante compuestos químicos.  

En este estudio, las condiciones de estrés no afectaron de manera significativa a 

GPx en C. elegans, mientras que sí aumentó la actividad de la enzima CAT 

(comparar los controles en las figuras 20A y 20B). El pretratamiento con EC en 

los gusanos sometidos a estrés térmico parecía inducir cierta reducción en la 

actividad de GPx (19% en relación con los gusanos no tratados y sometidos a 
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estrés) y un aumento en la actividad de CAT, aunque esos cambios no fueron 

significativos ni a nivel p<0,01 ni a p<0,05. La actividad de SOD no se vio 

modificada (figura 20C) 

 

 

 

Figura 20. Actividad de enzimas antioxidantes: (A) glutatión peroxidasa (GPx), (B) catalasa 

(CAT), y superóxido dismutasa (SOD), en gusanos sometidos o no a estrés térmico en presencia 

y ausencia de EC (200 µM) en el medio de cultivo. Las actividades enzimáticas se representan 

como porcentaje en relación a los controles (gusanos no tratados ni sometidos a estrés). Las 

letras indican diferencias sigificativas (p<0,01) respecto a los controles en cada ensayo. Los 

valores representan la media ± SD de tres homogeneizados diferentes de gusanos analizados 

por triplicado. 
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4.2.2.2.2 Discusión  

 

Los resultados obtenidos mostraron que la acumulación de ROS tras someter a 

los gusanos a estrés térmico puede ser prevenida por pretratamiento con EC. 

Además, en los gusanos pre-tratados con EC se observaron mayores niveles de 

GSH (un 67% comparado con los no tratados), mientras que las actividades de 

GPX, CAT y SOD no se veían modificadas de manera significativa. Estas 

observaciones parecen sugerir que el aumento en la concentración de GSH 

inducido por EC podría ser suficiente para contrarrestar el aumento de los 

niveles de ROS y, por lo tanto, para aumentar la supervivencia de C .elegans en 

condiciones de estrés térmico. Sin embargo, aunque las diferencias no eran 

significativas estadísticamente, sí se observaba cierta tendencia al aumento en la 

actividad de CAT y reducción en la de GPx. Estos resultados concuerdan 

parcialmente con los obtenidos por Martin y colaboradores en células HepG2, 

quienes encontraron que el tratamiento con EC (Martin et al., 2010) o con 

flavanoles del cacao (Martin et al.,. 2008) disminuía la actividad de GPx y 

glutatión reductasa y aumentaba los niveles de GSH en células sometidas a 

estrés oxidativo. Por otra parte, algunos estudios han descrito la capacidad del 

hidroxitirosol (un compuesto fenólico simple), el flavonol quercetina y las 

catequinas del té verde para elevar los niveles de GSH y disminuir la actividad 

de GPx en diferentes líneas celulares sometidas a estrés oxidativo (Murakami et 

al., 2002; Alia et al., 2006; Goya et al., 2007). La reducción de los niveles de ROS 

también se observó en gusanos tratados con flavonoles como quercetina, 

fisetina, rutina o kaempferol (Kampkötter et al., 2007a, 2007b) y sometidos a 

estrés térmico. Esta actividad podría explicarse tanto por la capacidad de 

captación de radicales libres de la EC (ampliamente demostrada en estudios “in 

vitro”) como por una activación indirecta de las rutas de señalización 

relacionadas con la protección celular. 
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Una ruta particularmente relevante en la modulación del estrés oxidativo es la 

activación del elemento antioxidante (ARE), que promueve la expresión de 

proteínas protectoras, incluyendo las requeridas para la síntesis de glutatión 

(glutamato/cistina antiporter, γ-glutamilcisteína sintetasa, glutatión sintetasa) 

(Rushmore et al., 1991). Se ha demostrado que la expresión de la mayoría de los 

genes relacionados con el elemento ARE está regulada mediante el factor de 

transcripción Nrf2 (factor 2 relacionado al factor nuclear eritroide-2) (Nguyen et 

al., 2003; Venugopal et al., 1996), que en condiciones basales se localiza en el 

citoplasma y se encuentra unido a la proteína represora Keap1 (Kelch-like ECH-

associated protein). Una vez que se produce la activación, este complejo es 

disociado y Nrf2 se transloca al núcleo, donde interacciona con el elemento 

ARE desencadenando la transcripción de enzimas de fase II y defensa 

antioxidante, como glutatión S-transferasa (GST), superóxido dismutasa (SOD), 

hemo oxigenasa-1 (HO-1), o NADPH-quinona oxidasa (NQO) (Eggler et al., 

2008). La activación de Nrf2 es sensible a la oxidación celular producida por 

estrés y a altos niveles de compuestos reactivos que presentan grupos tiol en su 

estructura, además de a algunos antioxidantes incluyendo los polifenoles (Itoh 

et al., 1999). La sobrerregulación de los genes que dependen del elemento ARE 

por los flavonoides se ha observado en diferentes líneas celulares (Valerio et al., 

2001; Myhrstad, et al., 2002; Kweon et al., 2006). En este sentido, los flavonoides 

se han relacionado con la capacidad para aumentar la expresión de la enzima γ-

glutamilcisteína sintetasa, que es la enzima limitante en la síntesis de GSH, 

produciendo de esta forma un aumento en la concentración intracelular de 

glutatión (Myhrstad et al., 2002; Moskaug et al., 2005). En particular, la 

capacidad de la EC para activar Nrf2 y aumentar los niveles de GSH se ha 

descrito en astrocitos (Bahia et al., 2008) y células HepG2 (Granado-Serrano et al., 

2010). Por otra parte, en estudios con ratas hipertensas tratadas con acetato de 

desoxicorticosterona (DOCA) que muestran altos niveles de estrés oxidativo, se 

ha visto que la EC es un potente estimulador de la ruta Nrf2/ARE, conduciendo 
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a una reducción de la concentración de los niveles vasculares del radical anión 

superóxido (O2•−) (Gómez-Guzman et al., 2012). Teniendo en cuenta todas estas 

consideraciones, se puede especular que el aumento en la concentración de 

GSH y la reducción en los niveles de ROS en los gusanos tratados con EC y 

sometidos a estrés térmico observados en el presente estudio podrían explicarse 

por la activación de la ruta ARE. El glutatión es importante en muchas 

patologías, y la regulación de su concentración intracelular puede ser uno de los 

mecanismos mediante el cual los flavonoides actúan en la prevención del 

desarrollo de enfermedades. Los resultados aquí obtenidos indican que la EC 

puede actuar como modulador de los niveles de GSH en C. elegans, lo cual 

también implicaría una regulación de procesos dependientes de GSH, como la 

destoxificación de xenobióticos, la glutationilación de proteínas o la regulación 

redox.  

Otra de las vías que se ha relacionado con el aumento de la resistencia tanto a 

estrés térmico como oxidativo por parte de los flavonoides es la que implica la 

regulación de la cascada de señalización IIS [insulin/IGF (insulin-like growth 

factor)-like signalling], que constituye un regulador clave en la termotolerancia y 

longevidad de C. elegans (Murphy y Hu, 2013). Así, se ha demostrado que 

flavonoles como quercetina aumentan la localización de DAF-16 dentro del 

núcleo, lo que se relaciona con un aumento de la expresión de defensas 

antioxidantes (Kampkötter et al., 2007a; Kampkötter et al., 2008; Grünz et al., 

2012). No obstante, Saul et al. (2008) demostraron que la quercetina inducía un 

aumento de la longevidad en cepas knockout de C. elegans que tenían inactivado 

el gen daf-16, sugiriendo que los mecanismos de acción podrían ser 

independientes de IIS. La cascadas de señalización sensibles a procesos redox 

también podrían constituir una diana prometedora, ya que se ha visto que las 

ROS están implicadas en las señales de transducción de diferentes factores de 

crecimiento (Rhee, 2006) y apoptosis (Hamanaka et al., 2010) 
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Aunque las observaciones realizadas no permiten concluir cuál es el mecanismo 

preciso de acción implicado en los efectos antioxidantes de EC, los cambios que 

induce en el estado redox de C. elegans constituyen una valiosa indicación para 

futuros experimentos empleando las adecuadas aproximaciones mecanísticas 

que permitan concluir sobre los mecanismos subyacentes a los efectos 

antioxidantes in vivo de EC y otros flavonoides. 

Es importante tener en cuenta que la concentración de EC usada en este estudio 

(200 µM, correspondiente a aproximadamente 6 mg/100 g) está en el mismo 

nivel de la concentración de catequinas que se ha establecido en diferentes 

alimentos (alrededor de 10 mg/100 g en fresas, 25 mg/100 g en manzanas, o 70 

mg/100 g en té). Obviamente, el gusano no incorpora la cantidad total de EC 

presente en el medio de cultivo, sino que que la captación de la misma por parte 

de C. elegans parece ser bastante más baja, según se deduce de estudios 

anteriores (Surco-Laos et al., 2012). En estas circunstancias se debe asumir que 

los niveles de exposición del gusano a este compuesto son menores que los que 

se pueden alcanzar a través de consumos como los que se pueden producir en 

la dieta humana. Sin embargo, estos resultados nunca pueden ser extrapolables 

al metabolismo humano. Por ello se requiere realizar más estudios que 

permitan dilucidar el mecanismo de acción de los compuestos, y que permitan 

comprender cómo ejercen su efecto beneficioso en la salud. 
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4.2.2.3. Ensayos de estrés oxidativo inducido químicamente 

 

4.2.2.3.1 Resultados 

 

En un estudio previo, el tratamiento con diferentes catequinas (200 µM), 

incluyendo EC, había mostrado producir un aumento significativo en la tasa de 

supervivencia de los nematodos sometidos a estrés térmico y también a estrés 

oxidativo mediante la exposición a juglona (Surco-Laos et al., 2012). En el 

apartado anterior de este capítulo se demostraba que la aplicación de estrés 

térmico aumentaba los niveles de ROS y disminuía los de GSH en la cepa 

silvestre N2 de C. elegans, y que esos efectos podían ser contrarrestados 

mediante un pretratamiento de los gusanos con EC. Sin embargo, no se 

observaban cambios significativos en las actividades de enzimas antioxidantes 

endógenas (CAT, GPx y SOD). En este nuevo ensayo se lleva a cabo un estudio 

similar con gusanos cultivados en presencia o ausencia de EC (200 µM) y 

posteriormente sometidos a estrés oxidativo inducido químicamente mediante 

la exposición a juglona. 
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Figura 21. Niveles intracelulares de ROS en C. elegans cultivados en ausencia (control) y presencia 

(EC) de epicatequina (200 µM) en el medio de cultivo y posteriormente sometidos a estrés 

oxidativo (200 µM juglona, 20 min). La producción de ROS se expresa respecto de los gusanos 

control no tratados (100%). El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,01) entre los 

grupos.. Los valores representan medias  SD procedentes de diferentes gusanos individuales 

analizados por triplicado. 

 

Se pudo observar que en gusanos sometidos a estrés químico el pretratamiento 

con EC producía una reducción significativa de los niveles de ROS (10%, p<0,01) 

en relación con los controles no tratados con EC (Figura 21). Además, en los 

gusanos tratados con EC, se producía un aumento significativo en los niveles de 

GSH (50%, p<0,01) (Figura 22) y, del mismo modo, las actividades de las 

enzimas antioxidantes  GPx, CAT y SOD aumentaban significativamente (3%, 

19% y 22%, respectivamente) respecto a los animales no tratados (Figuras 23A-

23C).  
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Figura 22. Concentración de GSH (expresado como porcentajes respecto de los gusanos control, 

100%) en gusanos sometidos a estrés oxidativo (200 µM juglona, 20 min) en ausencia (control) y 

presencia (EC) de epicatequina (200 µM) en el medio de cultivo. El asterisco (*) indica 

diferencias significativas (p<0,01) entre los grupos. Los valores representan medias  SD 

procedentes de diferentes homogeneizados de gusanos analizados por triplicado. 
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Figura 23. Actividad de enzimas antioxidantes: (A) superóxido dismutasa (SOD), (B) catalasa 

(CAT) y (C) glutatión peroxidasa (GPx) en gusanos sometidos a estrés oxidativo (200 µM 

juglona, 20 min) tratados (EC) o no tratados (control) con epicatequina (200 µM en el medio de 

cultivo). Las actividades enzimáticas se expresan respecto de los gusanos control no tratados 

(100%). El asterisco (*) indica diferencias significativas (p<0,01) entre los grupos. Los valores 

representan medias  SD procedentes de diferentes homogeneizados de gusanos analizados por 

triplicado. 
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4.2.2.3.2. Discusión 

 

Los mecanismos celulares implicados en el efecto in vivo de los flavonoides no 

son todavía totalmente conocidos, aunque se cree que podrían, al menos en 

parte, estar relacionados con su potencial para modular el estado oxidativo de 

la célula. Como se ha señalado anteriormente, la capacidad de los flavonoides 

para actuar como captadores de radicales libres, quelantes de metales y/o 

supresores de oxígeno singlete  ha sido ampliamente demostrada en ensayos in 

vitro (Rice-Evans et al., 1996). Sin embargo esta actividad como antioxidantes no 

parece estar directamente relacionada con sus efectos in vivo, ya que las 

concentraciones de flavonoides que pueden alcanzarse a nivel intracelular no 

serían tan altas como las necesarias para actuar como antioxidantes directos, 

debido a su reducida biodisponibilidad y a su alto grado de biotransformación 

en el organismo (Sang et al., 2011). De este modo, el descenso producido en los 

niveles de ROS en gusanos tratados con EC podría no estar relacionado con su 

capacidad para actuar como captadores de radicales libres, sino más bien con la 

modulación de defensas antioxidantes y de las cascadas de señalización 

implicadas en la respuesta redox (Fraga y Oteiza, 2011). Así, por ejemplo, 

Grunz et al. (2012) observaron que el tratamiento de C. elegans con otros 

flavonoides, como miricetina, quercetina kaempferol o narigenina, inducía la 

translocación dentro del núcleo del factor de transcripción FoxO DAF-16 y 

producía un aumento en la expresión de enzimas antioxidantes. Se ha sugerido 

también que en bajos niveles, los flavonoides podrían inducir una respuesta 

hormética de adaptación en las células. Se sabe que en los sistemas celulares los 

polifenoles pueden sufrir procesos de autooxidación a quinonas dando lugar a 

una moderada formación de ROS, los cuales podrían actuar como oxidantes y 

estimular la expresión de enzimas a través del sistema Keap1/Nrf2/ARE 

(Chabert et al., 2014). 
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Diversos factores de transcripción son activados bajo condiciones de estrés 

oxidativo, como el factor nuclear kappa b (NF-kb) y el factor nuclear eritroide-2 

(Nrf2) (Gloire et al., 2006). Como se ha señalado en el capítulo anterior, el factor 

Nrf2 es un potente activador de los elementos de respuesta antioxidante (ARE), 

así como mediador en la expresión de genes implicados en la regulación de 

enzimas de fase II. Se ha indicado que los polifenoles tendrían capacidad para 

activar el ARE y estimular la expresión de Nrf2 o su translocación al núcleo, 

contribuyendo de esta forma a la protección de las células contra los radicales 

libre y el daño oxidativo (Chen y Kunsch, 2004), aunque los mecanismos a 

través de los que inducirían este proceso no han sido establecidos.  

Los niveles intracelulares de glutatión reducido (GSH) se mantienen por la 

reducción de GSSG por acción de la glutatión reductasa, la síntesis de novo o 

mediante la captación extracelular de glutatión (Meister y Tate, 1976). Se asume 

que la reducción en los niveles de GSH refleja oxidación intracelular, mientras 

que una concentración estable de GSH podría estar relacionada con la 

prevención celular contra un evento de estrés oxidativo. El aumento observado 

en nuestros ensayos en los niveles de GSH en gusanos tratados con EC y 

sometidos a estrés oxidativo (Figura 21) sugiere que este flavonoide (o 

productos de su metabolismo) podría actuar modulando los niveles de GSH en 

este organismo en respuesta a una situación de estrés oxidativo, ya sea inducido 

químicamente o por vía térmica como se vio en el apartado anterior. La 

capacidad de la EC para activar Nrf2 y aumentar los niveles de GSH también se 

ha demostrado en astrocitos (Bahia et al., 2008) y en células HepG2 (Granado-

Serrano et al., 2010). En hepatocitos de ratas, flavonoides como las calconas 

buteína y floretina mostraron capacidad para inhibir el daño oxidativo 

producido por t-BHP al potenciar los contenidos de GSH a través de la ruta 

ERK2/Nrf2, así como al inducir la sobreexpresión de las enzimas hemo 

oxigenasa-1 y glutamato cisteína ligasa (Yang et al., 2001). En fibroblastos 
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(células COS-1) también se encontró que distintos flavonoides (quercetina, 

apigenina, miricetina, kaempferol y extractos de cebolla) eran capaces de 

aumentar la expresión de gamma-glutamilcisteína sintetasa, enzima limitante 

en la síntesis de GSH, produciendo consecuentemente un aumento en la 

concentración intracelular de glutatión (Myhrstad et al., 2002).  

En estos ensayos se observó que el tratamiento con EC producía un aumento en 

la actividad de enzimas antioxidantes (GPx, CAT y SOD) en gusanos sometidos 

a estrés oxidativo mediante juglona (Figuras 22A-C). Este resultado está en 

consonancia con las observaciones hechas por diferentes autores en estudios 

realizados en modelos murinos y líneas celulares, que también encontraban un 

aumento en la actividad de esas enzimas como respuesta al tratamiento con 

flavonoides (Grünz et al., 2012; Sanders et al., 2000; Tanigawa et al., 2007). 

Curiosamente, en los ensayos realizados sometiendo los gusanos tratados con 

EC a estrés térmico (descritos en el apartado 4.2.2.2) no se habían observado 

aumentos significativos en la actividad de GPx, CAT y SOD, sugiriendo que el 

aumento en los niveles de GSH podía ser suficiente para contrarrestar el 

aumento de ROS producido por las altas temperaturas. Kampkötter et al. (2007a) 

también encontraron que flavonoides como quercetina eran capaces de reducir 

la acumulación de ROS en procesos de estrés térmico, mejorando la 

termotolerancia en C. elegans sin aumentar los niveles de SOD. Esos autores 

observaron que aunque la quercetina facilitaba una translocación significativa 

de DAF-16 desde el citoplasma al núcleo, ésta no se asociaba a una 

sobreexpresión de la de SOD-3, lo que les llevó a sugerir que esta reducción en 

las necesidades enzimáticas era debida al proceso de homeostasis celular, unido 

a la capacidad captadora de radicales libres y moduladora de rutas de 

señalización celular de quercetina, que daría lugar a una modificación en la 

distribución de DAF-16. Las discrepancias observadas entre nuestros dos 

ensayos podrían deberse no sólo a las diferentes condiciones de estrés 

utilizadas (térmico u oxidativo), sino también a los diferentes estadios en el 
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ciclo de vida de los gusanos en que fueron aplicadas en cada caso. En los 

ensayos de estrés térmico, los gusanos se sometieron al mismo en el 6º día de 

adulto, mientras que en los de estrés oxidativo inducido químicamente, los 

gusanos fueron sometidos a estrés en fase larvaria L4, lo que obviamente 

influye sobre el tiempo que los animales están expuestos al flavonoide y 

seguramente también sobre la susceptibilidad y respuesta metabólica de los 

mismos. 
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4.2.2.4. Comentario final 

 

Nuestros estudios no permiten concluir sobre cuáles serían los mecanismos 

moleculares implicados en el efecto antioxidante de EC. Parece ser, sin embargo, 

que este flavonoide es capaz de modular las variables relacionadas con los 

procesos redox en C. elegans, aunque en el efecto podrían estar implicados 

diferentes mecanismos dependiendo del tipo de estrés aplicado y la edad de los 

individuos. En los ensayos realizados, la EC parece ser más eficiente para 

contrarrestar el daño oxidativo inducido químicamente por juglona (alrededor 

de 44% de aumento en la supervivencia de los gusanos, comparados con los 

controles no tratados con EC) que el producido por estrés térmico (aumento de 

alrededor del 19%). Por otra parte, el proceso de ingesta y biotransformación 

por parte de C. elegans también debe de tener una influencia decisiva en los 

efectos producidos, así como ser determinante en los niveles y las formas 

estructurales de la EC presentes en los gusanos. Así, por ejemplo, la cantidad de 

flavonoide ingerida puede variar en función de la edad de los individuos, 

debido a la diferente capacidad de “bombeo” (Melov et al., 2000). Igualmente, 

las modificaciones estructurales (p.ej., los procesos de conjugación producidos 

por enzimas de fase II) se sabe que atenúan el efecto antioxidante y captador de 

radicales libres de los flavonoides (Rice-Evans et al., 1996). En un trabajo previo 

llevado a cabo en nuestro grupo se comprobó que la EC ingerida era 

transformada por C. elegans a diferentes metabolitos, principalmente 

conjugados glicosilados, que eran menos activos que los compuestos originales 

(Surco-Laos et al., 2012). En estudios recientes con quercetina hemos podido 

también demostrar que la glicosilación de flavonoides influye profundamente 

en la incorporación, transformación y efectos en la longevidad de C. elegans 

(Dueñas et al., 2013). La capacidad biotransformadora podría estar también 

determinada por la edad del gusano, siendo diferente en larvas que en adultos 

Todos esos aspectos deben contribuir a la intensidad y tipo de efectos 
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producidos por la EC y otros flavonoides en C. elegans y podrían también 

determinar los mecanismos por los que esos efectos son inducidos. Son 

necesarios más estudios utilizando otras aproximaciones experimentales (p.ej., 

estudios transcriptómicos y/o con individuos mutantes) para poder profundizar 

en los mecanismos moleculares a través de los cuales actúa la EC y los 

flavonoides en general, para intentar explicar los procesos que contribuyen a los 

efectos antioxidantes de los flavonoides in vivo. 
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5.CONCLUSIONES 

1) Se evaluó el efecto de quercetina, catequina y epicatequina y de diversos 

metabolitos conjugados de las mismas sobre tres líneas celulares cancerosas de 

páncreas, colon y mama (MCF-7, BxPC-3 y Caco-2). A la concentración 

ensayada (100 µM), la quercetina fue el compuesto con mayor actividad 

antriproliferativa en todas las líneas utilizadas, mientras que catequina y 

epicatequina no poseían actividad. En lo relativo a los metabolitos, los 

derivados metilados, tanto de quercetina como de epicatequina, mostraban, en 

general, una capacidad antiproliferativa significativa, mientras que los 

derivados glicosilados y sulfatados presentaban baja o nula actividad en las 

células ensayadas. Estas observaciones son relevantes por cuanto los 

metabolitos podrían encontrarse como tales en los sistemas biológicos ya que 

una vez formados serían estables, mientras que los glucurónidos y sulfatos son 

más fácilmente eliminados debido a su mayor hidrosolubilidad y también 

posiblemente desconjugados en algunos tejidos. 

 

2) Se exploró la posibilidad de usar los niveles de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) y de 8-hidroxiguanosina (8-OHdG) como marcadores de efecto para 

evaluar la eficacia de los flavonoides en el control del daño oxidativo en C. 

elegans.  

Para la determinación de ROS se optimizó un método fluorimétrico basado en 

la reacción con diclorofluoresceína sobre gusanos aislados en placas de 96 

pocillos. Para el análisis de 8-OHdG se ensayaron dos métodos basados 

respectivamente en su determinación por HPLC-MS y mediante un método 

ELISA. 
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Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto una tendencia a la 

disminución en los niveles de ROS en gusanos tratados con quercetina, 

catequinas y sus metabolitos metilados, comparados con los controles no 

tratados con flavonoides, aunque los descensos no siempre eran significativos, 

especialmente en el caso de gusanos no sometidos a estrés.  

Respecto a 8-OHdG, no se llegó a establecer la existencia de diferencias 

significativas en sus niveles entre gusanos tratados o no con flavonoides, tanto 

en situaciones de cultivo normal como bajo estrés. Una posible razón para ello 

podría ser la insuficiente sensibilidad de los métodos empleados para la 

cuantificación de sus niveles a las bajas concentraciones presentes.  

En definitiva, los resultados obtenidos parecen sugerir que ni ROS ni 8-OHdG 

serían marcadores suficientemente precisos para establecer la eficacia de los 

flavonoides en el control del daño oxidativo en C. elegans, al menos en las 

condiciones experimentales y analíticas ensayadas. 

 

3) Con el objeto de contribuir al conocimiento de los mecanismos celulares 

implicados en la capacidad de los flavonoides para modular el estrés oxidativo 

in vivo, se estudiaron las modificaciones producidas en los niveles de ROS, 

concentración de glutatión reducido (GSH) y actividad de enzimas 

antioxidantes (CAT, GPx y SOD ) en C. elegans tratados con EC y sometidos a 

estrés oxidativo inducido tanto térmicamente como por vía química mediante 

tratamiento con juglona. Se encontró que este flavonoide aumentaba la 

resistencia de los gusanos en situaciones de estrés. Así, en el caso de los 

sometidos a estrés térmico, el tratamiento con EC resultaba en un aumento en 

los niveles de GSH y una disminución de las ROS, sin que se viera afectada la 

actividad de las enzimas antioxidantes, lo que sugería que el aumento inducido 

en el nivel de GSH intracelular era suficiente para contrarrestrar el estrés 
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producido por la alta temperatura. En el caso de estrés oxidativo inducido 

químicamente, la exposición a EC también aumentaba la resistencia de los 

gusanos, aunque en este caso la reducción en los niveles de ROS se veía 

acompañada de un aumento tanto en los de GSH como en la actividad de 

enzimas antioxidantes. 

 

Aunque los estudios realizados no permiten concluir sobre cuáles serían los 

mecanismos moleculares implicados en el efecto antioxidante de EC, parece 

claro que este flavonoide es capaz de modular las variables relacionadas con los 

procesos redox en C. elegans. Los efectos producidos podrían, sin embargo, 

variar en función del tipo de estrés, la edad de los individuos y/o los procesos 

implicados en la captación y biotransformación del flavonoide. Son, por tanto, 

necesarios más estudios utilizando otras aproximaciones experimentales (p.ej., 

estudios transcriptómicos y/o con individuos mutantes) para poder profundizar 

en los mecanismos moleculares a través de los cuales actúa la EC, y los 

flavonoides en general, con vistas a intentar explicar los procesos que 

contribuyen a los efectos antioxidantes de los flavonoides in vivo. 
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