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Interés y Objetivos

El interés de esta investigacion radica en la evaluacion integral de los
compuestos fenolicos presentes en frutos andinos como el mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth) y la mora andina (Rubus glaucus Benth), destacando su
potencial como fuentes naturales de agentes bioactivos con propiedades
antioxidantes y beneficios funcionales para la salud humana. Estos frutos,
provenientes de ecosistemas de alta montafia presentan una elevada
acumulacion de metabolitos secundarios debido a las condiciones ambientales
extremas, como la exposicion intensa a radiacion ultravioleta (UV), temperaturas
fluctuantes y bajas concentraciones de oxigeno. Estas condiciones de estrés
abiotico son conocidas por inducir la expresion de rutas metabdlicas secundarias
relacionadas con la sintesis de compuestos fendlicos, especialmente flavonoides
y antocianos, compuestos con demostrada capacidad antioxidante y efectos
biolégicos en modelos experimentales y estudios epidemiolégicos (Manach et al.
2004). Un aspecto central de este trabajo es analizar como la altitud y el grado
de madurez de los frutos modulan su composicion quimica y su actividad

bioldgica.

La altitud ha sido ampliamente documentada como un factor determinante
en la acumulacidon de antocianos y otros polifenoles, dado que las plantas
cultivadas a mayores alturas estan sujetas a mayor radiacion UV-B, lo que
estimula la actividad de enzimas clave en la biosintesis de flavonoides (Zhang
et al. 2022). De manera complementaria, el grado de madurez de los frutos
influye en la concentracion y distribucion de metabolitos secundarios, ya que
durante la maduracion se producen cambios en el perfil fendlico, con un aumento
en la acumulacion de antocianos y una disminucion de metabolitos precursores
(Wang et al. 2014). Este trabajo persigue caracterizar estas variaciones para
comprender como las condiciones ambientales y fisiologicas afectan el potencial

bioactivo de estos frutos.

La investigacion también tiene un enfoque en el estudio de los mecanismos
moleculares subyacentes a la actividad biologica de los compuestos fendlicos,
utilizando para ello el organismo modelo Caenorhabditis elegans. Este nematodo

es ampliamente reconocido por su alta conservacion de rutas metabolicas y



Interés y Objetivos

genéticas respecto a mamiferos, incluyendo la via de sefalizacion de
insulina/IGF-1, que regula procesos fundamentales como el estrés oxidativo, la
longevidad y la resistencia celular (Ayuda-Duran et al. 2020). Mediante este
modelo se intentara evaluar si los compuestos fenélicos, modulados por la altitud
y la madurez, pueden influir sobre procesos celulares clave, incluyendo la

expresion de genes relacionados con la proteccion frente al estrés oxidativo.

Desde una perspectiva aplicada, el interés de esta investigacion también incluye
la valorizacion del mortifio y la mora andina como materias primas para el
desarrollo de alimentos funcionales y nutracéuticos. En el contexto actual, existe
una demanda creciente de productos naturales con beneficios documentados
para la salud, particularmente aquellos que pueden contribuir a la prevencion de
enfermedades crénicas asociadas al envejecimiento y al estrés oxidativo, como
las cardiovasculares y neurodegenerativas y ciertos tipos de céancer. La
identificacion de las caracteristicas bioactivas de estos frutos, junto con su
impacto en un modelo vivo, como es Caernohabditis elegans, contribuird a
fortalecer su posicionamiento en el mercado global como ingredientes

diferenciados y de alto valor afiadido.

Teniendo en cuenta los aspectos anteriores, el objetivo general de esta tesis
doctoral es avanzar en el conocimiento de los mecanismos moleculares
responsables de los efectos biolégicos de los compuestos fendlicos presentes en
frutos andinos, explorando su impacto en la resistencia al estrés oxidativo y la
longevidad en Caenorhabditis elegans. Ademas, se busca determinar como
factores ambientales, como la altitud de cultivo, y fisioldgicos, como el grado de
madurez de los frutos, influyen en la composicién quimica y la actividad bioldgica
de estos compuestos, vinculando estas variables con su potencial funcional en
sistemas bioldgicos. Para alcanzar este objetivo general se han planteado los

siguientes objetivos especificos:
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Analizar el perfil de compuestos fendlicos, incluyendo antocianos, flavonoides
y otros metabolitos bioactivos, en extractos de mortiio y mora andina,
utilizando HPLC-DAD-ESI/MS.

Examinar como la altitud de cultivo y el grado de madurez de los frutos
influyen en la acumulacién de compuestos fendlicos y su actividad biolégica
en sistemas modelo.

Determinar la capacidad antioxidante in vitro de los extractos mediante
ensayos especificos para cuantificar su actividad reductora y/o neutralizante
de radicales libres.

Evaluar los efectos de los extractos fendlicos sobre la resistencia al estrés
oxidativo utilizando C. elegans como organismo modelo.

Analizar su influencia en la longevidad de C. elegans, identificando posibles
mejoras asociadas & la ingesta de los compuestos bioactivos.

Investigar la regulacion de genes clave relacionados con la ruta de la
insulina/IGF-1 y el estrés oxidativo, utilizando técnicas de RT-PCR y cepas
transgénicas de C. elegans.

Generar evidencia cientifica que respalde el uso de frutos andinos como
ingredientes funcionales en alimentos y nutracéuticos, promoviendo su

valorizacion y uso sostenible.
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2.1 Mortifo o arandano Andino (Vaccinium floribundum Kunth)

2.1.1 Caracteristicas generales

El mortifio (Vaccinium floribundum Kunth) o ardndano andino forma parte
de los frutos rojos y se caracteriza por ser un arbusto pequefio que alcanza una
altura de aproximadamente 2,5 m (Aguilar, Ulloa, y Hidalgo 2001; Avila-
Rodriguez et al. 2007). Sus ramificaciones estan formadas por hojas de 2 cm de
largo, que presentan un borde aserrado o dentado, y flores, que pueden ser
solitarias o agrupadas en racimos, de un tamafo inferior a 1 cm (Cobo et al.
2016; Torres, Trujillo, y Arahana 2010). Adicionalmente, los frutos se presentan
en forma de bayas esféricas y lisas, con un diametro que oscila entre los 5y 10
milimetros (Figura 11.1). A lo largo del proceso de maduracién su color
experimenta una transicion, desde un tono verde inicial hacia tonos mas oscuros,
llegando incluso a un morado profundo cuando estan completamente maduros

(Guevara-Teran et al. 2022; Vega-Polo et al. 2020).

Figura I1.1. Mortifio o ardndano andino en su habitat natural.
Fuente: (Torres, Trujillo, y Arahana 2010)

En América del Sur esta distribuido especialmente por los paises que recorre
la Cordillera de los Andes. Vaccinium floribundum Kunth es endémico del norte
de Sudamérica y se halla de forma silvestre entre Ecuador y Colombia
(Schreckinger et al. 2010). Concretamente en Ecuador, esta especie crece de
forma aislada o en grupos con otras especies en valles interandinos elevados y
paramos a altitudes que oscilan entre 2200 y 3400 m.s.n.m. (Cobo et al. 2016;

Vasco et al. 2009). Su distribucién estd estrechamente vinculada a la region
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sierra, un &rea delimitada por las cordilleras Occidental y Oriental de los Andes.
Esta region incluye valles interandinos, paramos y elevaciones volcanicas
emblematicas como el Chimborazo y el Cotopaxi, con altitudes que oscilan entre
los 1,800 y 6,300 metros sobre el nivel del mar. Dentro de la Sierra, Vaccinium
floribundum se encuentra con frecuencia en las provincias de Carchi, Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi, Tungurahua, Bolivar, Chimborazo, Cafar, Azuay y Loja
(Vega-Polo et al. 2020) (Figura 11.2.). En los paramos ecuatorianos, el clima es
mayormente frio, con temperaturas que varian entre 8 y 16 °C, influenciadas por
la alta altitud y la considerable neblina y radiacion solar durante el dia (Cobo
et al. 2016). Ademas, los suelos de los paramos suelen ser himedos, lo que
proporciona las condiciones ideales para el crecimiento de Vaccinium floribundum

Kunth (Santamaria et al. 2012).

© Carchi
©® Imbabura

© Pichincha
© Cotopaxi
® Tungurahua
O Bolivar

@ Chimborazo
© Cafar

© Azuay

@ Loja

Figura 11.2. Mapa de Ecuador que muestra las principales provincias de recoleccion de

mortifio (V. floribundum Kunth).

Fuente: Adaptado de (Gomez 2012)

Actualmente, no se lleva a cabo un cultivo sistematico del mortifio. Su
produccion se limita principalmente a la recoleccidn de los frutos silvestres en los
paramos, donde su presencia es evidente afio tras afio. Cabe mencionar que el
crecimiento natural del fruto se observa tipicamente entre los meses de octubre

6
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y diciembre de cada afio (Roldan 2012; Vega-Polo et al. 2020). Actualmente, V.
floribundum Kunth se consume como fruta fresca. A pesar de que su uso
comercial sigue siendo limitado, sus bayas se comercializan en los mercados
locales y son empleadas para la preparaciéon de una bebida tradicional llamada
"Colada Morada", consumida principalmente durante el Dia de los Difuntos como
parte de la cultura ecuatoriana (Alarcon-Barrera et al. 2018; Vasco et al. 2009).
Sin embargo, hoy en dia, su uso ha despertado un interés gastronomico para la
elaboracion de mermeladas, jaleas, helados, salsas e incluso vino, debido a sus
caracteristicas organolépticas (Monge-Sevilla et al. 2024; Tupuna, Vera, y Ruales
2016) .

2.1.1.1 Taxonomia

El mortifio pertenece a la familia de las Ericaceas, en la que se engloba gran
parte de la vegetacion montafiosa tropical, adaptandose especialmente a
entornos montafiosos, humedos y frios (Cobo et al. 2016). Dentro de esta familia,
el género Vaccinium es uno de los méas abundantes, con 450 especies distribuidas
desde Asia hasta los Andes. La mayor densidad geografica del género Vaccinium
se ha reportado en Sudamérica, en paises como Colombia, Ecuador, Peru y
Bolivia (Guirado, Cuéllar y Prieto 2008). En la Tabla I1.1 se detalla la descripcion

taxondmica del mortino.

Tabla I1.1. Taxonomia del mortifio o arAndano andino
Fuente: (Gallardo-Puente 2015)

Nombre Cientifico Vaccinium floribundum
Kunth
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium
Epiteto Especifico Floribundum
Autor Epiteto Especifico Kunth
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2.1.2 Composicion quimica y nutricional

Estudios previos han evaluado la fitoquimica del mortifio, identificando una
diversidad de componentes quimicos y nutricionales que permiten clasificar esta
baya como un alimento de alto valor biologico. Dichos componentes incluyen una
gran cantidad de compuestos antioxidantes, como carotenoides, acido ascorbico
o fenilpropanoides, incluyendo flavonoides (especialmente antocianos) y taninos
(Gallardo-Puente 2015; Guevara-Teran et al. 2022; Ortiz et al. 2013). Estos
compuestos se han asociado con efectos protectores significativos contra
enfermedades relacionadas con el envejecimiento y el dafio oxidativo (Cobo et al.
2016).

Por otro lado, el mortifio posee una variedad de micronutrientes entre los
que cabe sefialar diferentes minerales, como fosforo y sodio, que contribuyen a
la fijacion del calcio en los huesos; magnesio, que interviene en el funcionamiento
optimo de los musculos y el sistema nervioso, y hierro, crucial para la produccién
de hemoglobina. Asimismo, presenta cobre, fundamental en la formacion de
glébulos rojos y en la eliminacion de radicales libres; calcio, primordial en la
estructura de huesos y dientes y la regulacién de la contraccidon muscular; o zinc,
que participa en el crecimiento y la regeneracion de tejidos (Santamaria et al.
2012). Ademéas de minerales, contiene azlcares, sobre todo glucosa, que
proporciona energia para las funciones celulares, y fructosa, que se metaboliza
lentamente en el cuerpo y es tolerada por personas con diabetes. Entre los &cidos
destacan el &cido citrico, que actia como regulador del pH, y el acido malico, con
propiedades astringentes (Tupuna, Vera y Ruales 2016). En la Tabla 11.2 se
detallan los principales macro y micronutrientes presentes en el mortifio, junto

con sus respectivas concentraciones por cada 100 g.
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Tabla 11.2. Composicién quimica y nutricional del fruto de mortifio (Vaccinium floribundum
Kunth)
Fuente: (Tupuna, Vera, y Ruales 2016)

Parametro Concentracion

Humedad (g/100 g PF) ! 81,0 +£0,2
Proteinas (g/100 g PF)*! 0,8 + 0,02
Ceniza (g/100 g PF)? 0,3 +0,01
Carbohidratos totales (g/100 g PF)! 16,9+ 0,1
Fibra dietética total (9/100 g PF)* 7,6 +2.2

Fibra dietética soluble 12+1,0

Fibra dietética insoluble 6,5+25
Azlcares solubles (g/100 g PF)!

Fructosa 44 +04

Glucosa 2,6 +0,3
Valor calérico (Kcal/100 g)* 84,0 £ 0,4
Acidos organicos (mg/100 g PF)!

Acido citrico 1186 + 74,5

Acido maélico 451,5 + 14,9
lones metalicos (mg/100 g PF)!

Hierro (Fe) 0,8 0,2

Potasio (K) 142 +19

Calcio (Ca) 155+11

Magnesio (Mg) 212+19

Cobre (Cu) 0,1 + 0,02

zZinc (Zn) 0,2 + 0,02
Antioxidantes

Acido ascorbico (mg/100 g)* 9.0 +2.0

[—caroteno (ug/100 g)* 36.0 +6.0

! Los resultados se expresan como media + DE. PF: Peso de fruta fresca

2.2 Mora Andina (Rubus glaucus Benth)

2.2.1 Caracteristicas generales

La mora Andina o mora de Castilla (Rubus glaucus Benth), también conocida
como zarzamora, es una fruta silvestre originaria de América, especificamente de
las zonas altas tropicales del continente (Carrillo-Perdomo et al. 2015). Fue en el
aflo 1840, cuando el botanico aleman Karl Theodor Hartweg recolecté por
primera vez plantas de "mora de Castilla" en huertos artesanales cercanos a la
ciudad de Quito, Ecuador. Durante la época colonial, en Quito se usaba el término
"Castilla" para designar productos de excelente calidad y caracteristicas

superiores, debido a su supuesta procedencia espafola. Por esta razon, se
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populariz6 como ‘mora de Castilla’ en el comercio local. Sin embargo, con el
tiempo, la ciencia y la botanica permitieron distinguirla como de origen
ecuatoriano y destacar su procedencia nativa (Ayala et al. 2016).

La mora es un arbusto perenne de naturaleza trepadora, que puede
alcanzar una altura de hasta 3 metros. Sus hojas son trifoliadas, alternas y
elipticas, con un borde ligeramente dentado y ondulado. Las flores son
hermafroditas y de color blanco, con un diametro que oscila entre 2 a 2,5 cm
(Ayala et al. 2016). Una planta promedio puede producir hasta 3600 frutos
distribuidos en gajos de 5 a 8 bayas, cada una con una maduracion dispareja.
Dependiendo del grado de madurez, el color de los frutos puede variar desde un
rojo purpura brillante hasta un negro rojizo. La forma del fruto es codnica,
compuesta por entre 70 y 100 pequefias bayas, y su tamafo puede oscilar entre

15y 20 mm de diametro (Figura 11.3) (Alarcén-Barrera et al. 2018).

Figura 11.3. Mora de Castilla en su habitat natural.
Fuente: (Ayala et al. 2016)

Las areas de cultivo de Rubus glaucus Benth se encuentran en las
estribaciones de los Andes del Ecuador, situadas entre los 2200 y 3200 metros
sobre el nivel del mar, abarcando provincias como Tungurahua, Bolivar,
Pichincha, Imbabura, Chimborazo, Carchi y Cotopaxi (Ayala et al. 2016). No
obstante, la mayor concentracion de produccion se localiza en la provincia de

Tungurahua, especificamente en las zonas de Tisaleo, Ambato y Cevallos,
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durante la temporada de maduracién entre septiembre y noviembre (Figura 11.4)
(Cevallos 2020). El uso comercial de esta especie es alto. En los mercados, las
moras se consumen principalmente como fruta fresca o como productos
procesados, como pulpa congelada, mermelada, jugo, vino o té (Skrovankova
et al. 2015).

% PRODUCCION

B Ao

Medio

. Bajo

Esmeraldas %
— Imbabura ¢

Orellana

Figura 11.4. Mapa de Ecuador que muestra las principales provincias de produccion de mora
de Castilla (R. g/aucus Benth).
Fuente: Adaptado de (D-maps 2008)

2.2.1.1 Taxonomia

Rubus glaucus Benth pertenece a la familia Rosaceae, una de las familias
botanicas mas estudiadas. El género Rubus incluye alrededor de 300 especies
aceptadas siendo Rubus glaucus una de las mas destacadas y cultivadas en
Latinoamérica. En 1845 se le otorgd este nombre cientifico a la "mora de Castilla",
donde el término "Rubus™ se origind del latin "ruber”, que significa rojo, mientras
que "glaucus" hace alusion al color verde claro de las ramas y hojas de la planta
(Romoleroux y Forero 1996). En la Tabla 11.3 se detalla su descripcion

taxondémica.
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Tabla 11.3. Taxonomia de la mora de Castilla
Fuente: (Romoleroux y Forero 1996)

Nombre Cientifico Rubus glaucus Benth
Reino Plantae
Division Antofita
Clase Dicotiledénea
Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Rubus
Epiteto Especifico Glaucus
Autor Epiteto Especifico Benth

2.2.2 Composicion quimica y nutricional

Los estudios de composicion de esta especie han brindado una descripcion
general del fruto, proporcionando ademas informacion relevante sobre sus
componentes quimicos y nutricionales. Estos frutos sobresalen por sus altos
niveles de nutrientes, siendo una importante fuente de vitaminas (A, B y C),
minerales (calcio, cobre, hierro, fésforo, magnesio, potasio, sodio, selenio y zinc)
y azUucares. Ademas, la mora de Castilla es una fuente natural rica en compuestos
fendlicos, principalmente flavonoides como antocianos (derivados de cianidina y
pelargonidina), flavonoles y flavanoles, asi como acidos fenolicos del grupo de
los &cidos hidroxicinamicos (en forma de glicosidos o ésteres con azUcares 0 acido
quinico) y taninos hidrolizables (derivados de los acidos elagico y galico). Esta
composicion la coloca como un alimento funcional. Estudios epidemioldgicos
sugieren que su consumo regular puede tener efectos beneficiosos para la salud,
como la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares, diabetes y
cancer.

En la Tabla 11.4 se detallan los macro y micronutrientes presentes en la

mora de Castilla, junto con sus respectivas concentraciones por cada 100 g.
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Tabla 11.4. Composicion quimica y nutricional de la mora de Castilla (Rubus glaucus

Benth)
Fuente: (Ayala et al. 2016)

Componentes Concentracién (g/100 g)

Humedad (g/100 g PF) ! 87,4+1,0
Proteina (g/100 g PF) ! 1,39 +£ 0,01
Ceniza (g/100 g PF) ! 0,37 +0,02
Carbohidratos totales (g/100 g PF) ! 9,61 +0,2
Fibra dietética total (g/100 g PF) ! 53+21
AzUlcares solubles (g/100 g PF) *

Fructosa 2,4 +£0,2

Glucosa 2,31 +04

Maltosa 0,07 = 0,2
Valor calérico (Kcal/1009) 82,0+ 0,3
Vitaminas del complejo B (mg/100 g
PF)!

Acido pantoténico 0,27 +0,2

Acido folico 0,21 +0,4
lones metalicos (mg/100 g PF)*

Hierro (Fe) 0,62 +0,1

Potasio (K) 162 £ 0,3

Calcio (Ca) 29+ 1,3

Magnesio (Mg) 20+ 1,1

Cobre (Cu) 0,165 = 0,01

zinc (Zn) 0,53 + 0,03
Antioxidantes

Acido ascorbico (mg/100 g) 21 +3,0

P—caroteno (1g/100 g) 128 +4,0

! Los resultados se expresan como media * DE. PF: Peso de fruta fresca

2.3 Compuestos fendlicos
2.3.1 Descripcion y caracteristicas generales

Los compuestos fendlicos, también llamados comun

constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios

ampliamente distribuidos en el reino vegetal (Mahmoudi et al.

mente polifenoles,
mas abundantes y

2016). Las plantas

sintetizan estos compuestos a través de las vias metabolicas del &acido

siquimico/fenilpropanoide y del acetato/malonato, o mediante una combinacion

de ambas (Quifiones, Miguel, y Aleixandre 2012). Los

polifenoles estan

involucrados en diferentes funciones de la ecofisiologia vegetal. Actan como

agentes alelopaticos, sefalizadores en la fijacion de nitrogeno, atractores para
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polinizadores y animales dispersantes de semillas, y protectores contra la
depredacion por herbivoros, radiacion ultravioleta e infecciones microbianas
(Ignat, Volf, y Popa 2011)

En la naturaleza, pueden encontrarse de forma libre (aglicones) o como
derivados glicosilados, prenilados o acilados. En los alimentos y otros tejidos
vegetales, los &cidos fendlicos tienden a formar combinaciones con polioles como
la glucosa o el acido quinico, mientras que los flavonoides, estilbenos o lignanos
suelen encontrarse principalmente en forma glicosilada, a excepcion de los
flavan-3-oles, que se hallan principalmente como aglicones. Los azucares se unen
a los flavonoides generalmente a través de enlaces éter entre grupos hidroxilo,
aungue en algunos casos también pueden estar enlazados a un atomo de carbono
aromatico. El azdcar mas comun es la glucosa, pero también la galactosa,
ramnosa y arabinosa, y los disacaridos rutinosa (a-1-ramnopiranosil-(1—6)-3-d-
glucopiranosa) y neohesperidosa (a-1-ramnopiranosil-(1—2)-B-d-glucopiranosa)
son habituales. Ademas, estos azucares también pueden estar esterificados con
acidos alifaticos (por ejemplo, acidos acético o maldnico) o aromaticos (como
acidos cafeicos, p-cumarico, o ferulico) (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas,
2014).

Estos compuestos se encuentran en casi todos los alimentos de origen
vegetal y, por lo tanto, son una parte integral de la dieta humana. Por lo general,
los alimentos contienen una mezcla compleja de polifenoles, con concentraciones
variables incluso dentro de un mismo alimento. Se ha estimado que la ingesta
diaria promedio de polifenoles es de aproximadamente 1 g, lo que supera
significativamente la ingesta de vitamina C y vitamina E (Ignat, Volf, y Popa
2011).

Por otro lado, algunos polifenoles actian como pigmentos naturales,
otorgando color y sabor a los alimentos, influyendo en la calidad, estabilidad y
aceptabilidad de estos. Sin embargo, el creciente interés de los ultimos tiempos
hacia estos compuestos radica principalmente en sus propiedades bioldgicas.
Estudios epidemioldgicos han aportado evidencias que sugieren que la ingesta
moderada y prolongada de compuestos fenélicos puede beneficiar la salud. Una

dieta rica en polifenoles se ha relacionado con un menor riesgo de padecer
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enfermedades cronicas y degenerativas como algunos tipos de cancer, diabetes
y trastornos cardiovasculares, neurodegenerativos y respiratorios, donde las
especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante (Fraga 2009; Poti et al.
2019; Santos-Buelga et al. 2019).

2.3.2 Clasificacion estructura y presencia en los alimentos

Los compuestos fendlicos se caracterizan por poseer al menos un anillo
aromatico con uno o varios grupos hidroxilo unidos. Se han descrito mas de 8000
sustancias fenolicas diferentes, desde moléculas simples hasta altamente
polimerizadas. Su clasificacion depende del nUmero y la disposicion de los atomos
de carbono de la estructura, distinguiéndose dos grandes grupos: flavonoides y
no flavonoides. Dentro de los flavonoides se encuentran las flavanonas, flavonas,
flavonoles, flavan-3-oles, isoflavonas, antocianos y calconas, mientras que el
grupo de los no flavonoides incluye, entre otros, acidos fendlicos
(hidroxibenzoicos e hidroxicinAmicos), estilbenos y lignanos, asi como alcoholes
fendlicos y sus derivados secoiridoides (Tabla 11.5).

Flavonoides y acidos fendlicos son los mas abundantes en la naturaleza,
constituyendo aproximadamente el 60 % y el 30 % de los compuestos fendlicos,

respectivamente (Zhou et al. 2016).
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Tabla 11.5. Estructuras basicas de los principales grupos de compuestos fendlicos.
Fuente: Modificado de (Santos-Buelga et al. 2012)

Clasificacion Estructura Ejemplos
basica representativos
Flavanonas O Naringenina,
O c hesperidina,
C
Flavonas g Apigenina, crisina,
O 3 luteolina
c
Flavonoles Quercetina, miricetina,

galangina, kaempferol,
isoramnetina

Flavonoides
Flavan-3-oles

(Epi)galocatequina,

(C6-C3-C6) @ ¢ proantocianidinas,
o (epi)catequina
Isoflavonas G © | Daidzeina, genisteina
e
Antocianos Q Malvidina, cianidina,
O N delfinidina,
AN, perlangonidina
Calconas O Floretina, buteina,
| O arbutina, chalcona de
naringenina
o]
Acidos o Acido RTgénico, acido
hidroxicinamicos  "° NS o ferdlico, acido cafeico
A HO™ 7
Acidos (C6-C3)
fenolicos Acidos O OH Acido galico, acido
hidroxibenzoicos elagico, 'acu-jo
protocatéquico
(C6-C1) HO OH
No

. Alcoholes fenélicos
Flavonoides

Tirosol, hidroxitirosol

Estilbenos o \/0’“ Resveratrol
(C6-C2-C6) @
. Sesamina,
Lignanos — 2 O » secoisolariciresinol
=
(C6-C3)n
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2.3.2.1 Flavonoides

Los flavonoides poseen una estructura basica compuesta por 15 atomos de
carbono, los cuales forman dos anillos aromaticos (A y B) unidos por tres atomos
de carbono (C6-C3-C6), que en la mayoria de las subclases forman un tercer
anillo heterociclico (anillo C) de tipo pirano (Figura I1. 5). La clasificacion habitual
de los flavonoides se realiza de acuerdo con el grado de insaturacion vy

sustituyentes del anillo C (Tabla Il. 5) (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2016)

Figura 11.5. Esqueleto basico de los flavonoides méas abundantes.

Habitualmente, se encuentran hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3', 4
o 5. En la naturaleza, se presentan mayormente en forma glicosilada (C-
glicésidos y C-glicosidos), aunque también pueden encontrarse en forma
conjugada, ya sea acetilados, sulfatados, metilados o prenilados, y como
aglicones libres, asi como formando estructuradas polimerizadas (taninos

condensados) (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2014).

A escala mundial, se considera que los productos mas consumidos e
importantes, en términos de contenido en flavonoides, son el té verde y negro,
el vino tinto y el cacao/chocolate. En un nivel secundario, se incluyen las frutas
(especialmente bayas), verduras y legumbres (Santos-Buelga y Gonzélez-
Paramas 2016). La importancia de la presencia de los flavonoides en los
alimentos no solo radica en sus propiedades organolépticas, sino mas bien en los
beneficios que ofrece a la salud humana su ingestion, tal y como respaldan
estudios experimentales y epidemiologicos (Fraga 2009). Especificamente, en las
bayas sobresalen flavonoides como flavonas, flavonoles y antocianos,
reconocidos por sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, aunque

estudios recientes extienden su actividad biolégica a la influencia que pueden
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ejercer sobre mecanismos de sefializacion celular (Bilawal et al. 2021; Santos-
Buelga et al. 2019)

a) Flavonoles

Los flavonoles son el subgrupo de flavonoides mas comun en los alimentos.
Poseen una estructura basica de tipo 2-fenil-3-hidroxi-cromona y se caracterizan
por tener un grupo ceténico en el carbono C4 y una insaturacion entre C2 y C3
en el anillo C. Aunque la estructura quimica de los flavonoles guarda una estrecha
relacion con la de las flavonas, se diferencian por la presencia de un grupo
hidroxilo en la posicion 3 del anillo C. Esta pequefia diferencia entre sus
estructuras tiene importantes implicaciones fisiologicas y farmacoldgicas (Del Rio
et al. 2013).

Actualmente, se han identificado méas de 900 flavonoles distribuidos en la
naturaleza en forma glicosilada. La posicion de la sustitucion més habitual es la
3, aunque también es frecuente la glicosilacion en 3’, 4’ y 7. Estos compuestos
estan comunmente presentes en la mayoria de las plantas superiores, y se
distribuyen de manera heterogénea en sus frutos, flores, hojas y tallos
(Brodowska 2017). A menudo, en frutas y verduras los flavonoles predominan
sobre otros compuestos, destacando los conjugados glicosidicos de quercetina,
miricetina, kaempferol e isoramnetina, que se distinguen por los sustituyentes
del anillo B (Figura 11.6) (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2016).

Algunas especies de bayas cultivadas o silvestres contienen concentraciones
especialmente altas de glucésidos de flavonoles, estando entre las principales
fuentes de estos compuestos en la dieta humana. Se han detectado y
cuantificado méas de 50 flavonoles diferentes (glucésidos de quercetina,
miricetina, kaempferol, isoramnetina y laricitrina) en bayas como arandanos,
fresas, moras y frambuesas. En especies del género Rubus (R. glaucus 'y R.
adenotrichus) se han identificado quercetina-glucurénido y quercetina-glucosido
como los flavonoles mas abundantes (Claudio Martins, Soares, y Rocha 2023;
Mikulic-Petkovsek et al. 2012). En la Figura 11.6 se recogen los aglicones de

flavonoles mas comunes en bayas.
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Flavonoles Rz R4 Rs

Quercetina OH OH H

Miricetina OH OH OH

Kaempferol H OH H

Isoramnetina  OCH3 OH H

Laricitrina OCHs OH OH

Figura 11.6. Estructura quimica de los aglicones de flavonoles méas habituales en bayas

b) Flavonas

Las flavonas son una clase de flavonoides basada en la estructura 2-
fenilcromen-4-ona (2-fenil-1-benzopiran-4-ona). Tienen un esqueleto de tres
anillos, y estan representadas principalmente por luteolina (3’,4',5,7-
tetrahidroxiflavona), apigenina (4’,5,7-trihidroxiflavona), tangeretina (4’,5,6,7,8-
pentametoxiflavona) y crisina (5, 7-dihidroxiflavona) (Punia Bangar et al. 2023).

En la Figura 11.7 se recogen los aglicones de las flavonas frecuentes en vegetales.

Flavonas Rz Ra Rs
Luteolina OH OH H ¥ R
Apigenina H OH H
Tangeretina OCHs OCHs OCHs  "© ° Re
Crisina H H H

Tricina OCHz  OCHs H
Acacetina H OCHs H

OH o

Figura 11.7. Estructura de los aglicones de algunas flavonas.

Las flavonas son objeto de un interés creciente debido a su potencial
antioxidante y su capacidad para modular varios sistemas enzimaticos implicados
en diversas enfermedades. Ademas, son tanto lipdfilas como hidrofilas, tienen
funcionalidades polares en diferentes posiciones, y el esqueleto mismo es

susceptible de generar funcionalidades para la modulacién selectiva de diferentes
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enzimas. A diferencia de los flavonoles, su distribucion es mas limitada, ya que
solo se han reportado concentraciones significativas en apio, perejil y en algunas
hierbas empleadas como condimentos (Zhao et al. 2019; Singh, Kaur, y Silakari
2014).

¢) Flavanonas

Las flavanonas estan distribuidas en aproximadamente 42 familias de
plantas superiores, especialmente en Rutaceae, Compositae y Leguminosae
(Brodowska 2017). Son anélogos de las flavonas con el anillo C saturado, por lo
que también se denominan dihidroflavonas (Figura 11.8). La estructura de la
flavanona posee propiedades 6pticas debido a que el carbono en la posicién 2
del anillo heterociclico es un centro de asimetria. Aunque se consideran un grupo
minoritario de flavonoides, las flavanonas son los flavonoides mayoritarios en
ciertos casos, como en el género Citrus. En el pomelo, la naringenina es el aglicon
predominante, en la naranja es la hesperetina, y en el limén el eriodictiol (Di Majo
et al. 2005). En los citricos, las flavanonas se encuentran exclusivamente en
forma glicosilada y se localizan principalmente en la cascara (Jaganath y Crozier
2010) (Figura 11.8).

Flavanonas Rs Ra Rs I Ry
Hesperetina OH OCH3 H o i
Eriodictol OH  OH  H "
Naringenina K OH H
Taxifolina® OH  OH  H ot

*hidroxilada adicionalmente en posicion 3

Figura 11.8. Estructura quimica de algunas flavanonas de los alimentos.

Biogenéticamente, las calconas son los precursores inmediatos de las
flavanonas, y algunas de estas pueden isomerizarse en calconas mediante la
apertura del anillo heterociclico (Figura 11.9) durante el aislamiento desde las

plantas o tras un tratamiento quimico con alcali.
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HO OH
OH

OH e}

Figura 11.9. Estructura quimica de la calcona de hesperetina.

Cabe destacar, que las flavanonas son intermediarios en la biosintesis de la
mayoria de los otros grupos de flavonoides, incluyendo flavonas, flavonoles e
isoflavonoides (Cabrera et al. 2007). Estos compuestos destacan por su potencial

antiproliferativo y antioxidante (Brodowska 2017).

d) Isoflavonas

Las isoflavonas tienen un esqueleto 3-fenilcromano, que se origina
biogenéticamente a partir de la reestructuracion del sistema flavonoide 2-
fenilcromano. Presentan similitudes estructurales con los estrogenos. Aunque no
son esteroides, tienen grupos hidroxilo en las posiciones 4'y 7 de la molécula,
una configuracion similar a la de los hidroxilos en la molécula de estradiol, lo que
les confiere propiedades pseudohormonales y lleva a clasificarlas como
fitoestrogenos.

Las isoflavonas tienen una distribucion muy limitada en alimentos,
encontrandose casi exclusivamente en leguminosas. La soja y sus productos
procesados son la principal fuente de isoflavonas en la dieta humana, siendo las

méas comunes los glicosidos de genisteina y daidzeina (Figura 11.10).

Isoflavonas Rs Rz’ R4 Rs:
Genisteina OH H OH H
Daidzeina H H OH H

Figura 11.10. Aglicones de isoflavonas mas habituales en la soja y derivados.
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e) Flavan-3-oles (catequinas y proantocianidinas)

Los compuestos de esta familia presentan un esqueleto béasico en el que
los dos anillos bencénicos estan unidos por un heterociclo no aromatico
hidroxilado en posicion 3. En la naturaleza, pueden encontrarse como
monomeros, conocidos genéricamente como catequinas (Figura 11.11), o
condensados entre si, formando estructuras con diferentes grados de
polimerizacion, denominadas taninos condensados o0 proantocianidinas, que
pueden clasificarse segun el grado de polimerizacion como oligémeros (dimeros

a tetrameros) o polimeros (cinco 0 mas unidades) (Zhao et al. 2023).

Ry’ Ry
Ry R,
HO 5 :““ Ry 11O 5 ..g“‘“\ Re'
38 3 'R
'OH 'l’”/OH
OH OH

Flavan-3-oles Ra: Ra Rs C2 Cs
(+)-Galocatequina OH OH OH R S
(+)-Catequina OH OH H R S
(-)-Epigalocatequina OH OH OH R R
(-)-Epicatequina OH OH H R R

Figura 11.11. Estructura quimica de los principales flavan-3-oles mondmeros en bayas

Los principales flavan-3-oles monomeros son epicatequina (EC), catequina
(C), epigalocatequina (EGC) y galocatequina (GC), que se distinguen entre si por
la configuracion de los carbonos asimétricos y el grado de hidroxilacion de su
anillo B. Ademas, la presencia de dos carbonos asimétricos (C2 y C3) resulta en
cuatro isbmeros Opticos para cada catequina. Entre ellos, los mas comunes son
los pares diastereoisoméricos (+)-galocatequina / (-)-epigalocatequina y (+)-
catequina (2R, 3S, trans) / (-)-epicatequina (2R, 3R, cis) (Figura 11.11) (De

Pascual-Teresa, Moreno, y Garcia-Viguera 2010).
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(-)-Epicatequina 'y (+)-catequina, habitualmente referidas como
epicatequina y catequina, son considerados los flavonoides mas comunes en la
dieta humana, junto con el flavonol quercetina. De hecho, estos compuestos son
los principales flavan-3-oles presentes en frutas, mientras que galocatequina,
epigalocatequina y galato de epigalocatequina se encuentran en ciertas plantas
leguminosas, en uvas y en té. A diferencia de otras clases de flavonoides, los
flavan-3-oles no suelen encontrarse glicosilados en los alimentos (Santos-Buelga
y Scalbert 2010).

En lo que respecta a las formas condensadas, las proantocianidinas
formadas por unidades de (epi)catequina se denominan procianidinas, ya que
por hidrdlisis acida dan lugar a la formacién de cianidina. Existen también
proantocianidinas menos comunes, como las propelargonidinas y prodelfinidinas,
que contienen subunidades de (epi)afzelequina o (epi)galocatequina,
respectivamente, asi como proantocianidinas mixtas que presentan diferentes
tipos de catequinas en su estructura. Las procianidinas, que tienen una
sustitucion 3',4'-dihidroxilo en el anillo B, son mas prevalentes en los alimentos
que las prodelfinidinas, presentes, por ejemplo, en uvas y vino tinto (Kuhnle
2018; Santos-Buelga y Scalbert 2010).

En frutos como las bayas se han identificado principalmente monémeros de
flavan-3-ol, como (+)-catequina y (-)-epicatequina, asi como dimeros, trimeros
y proantocianidinas polimeras. Se presume que estos compuestos influyen en las
propiedades organolépticas de las bayas, como astringencia, amargor, acidez y
coloracién (Jaganath y Crozier 2010). Generalmente, en las bayas, especialmente
en los arandanos, la concentracion de proantocianidinas altamente polimerizadas
suele ser mayor que la de los monémeros, dimeros y trimeros. Aunque estos
compuestos estan aun mal caracterizados, debido a su dificil extraccion y
separacion. En todo caso, los oligdmeros parecen ser los principales responsables
de muchas de las reacciones bioldgicas atribuidas a los taninos condensados,
como su capacidad para formar enlaces de hidrégeno e interacciones
hidrofébicas con proteinas (responsable de la sensacion de astringencia), asi
como su actividad antimicrobiana y antifingica, y su potencial para actuar como

inhibidores enziméaticos (Del Rio et al. 2013; Van de Velde et al. 2016).
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f) Antocianos

El término antociano, proviene del griego anthos, que significa flor, y kianos,
que significa azul. Constituyen el grupo méas grande de pigmentos hidrosolubles
en el reino vegetal y estén presentes en una amplia gama de plantas vasculares,
particularmente en frutos y flores, a los que confieren una variedad de colores
qgue varian desde el naranja y el rojo hasta el azul y el morado. Sus diversas
funciones en las plantas incluyen, atraer la polinizacion de los insectos y la
dispersiéon de semillas por otros animales, mejorar el estrés abidtico y bioldgico,
prevenir el dafio de los rayos UV y participar en procesos fisiologicos (Santos-
Buelga y Gonzéalez-Paramas 2018).

Dentro de los antocianos se puede diferenciar entre “antocianidinas”,
aglicones, y “antocianinas”, sus derivados glicosilados. Su estructura basica
deriva del esqueleto de flavilio (2-fenilbenzopirilio) que se hidroxila y metoxila de
diversas formas, habiéndose identificado alrededor de 30 antocianidinas
diferentes, de las cuales solo seis son prevalentes en la naturaleza: cianidina,
delfinidina, pelargonidina, petunidina, peonidina, y malvidina (Figura 11.12). Las
agliconas libres son bastante inestables, por o que generalmente se encuentran
en formas glicosiladas y aciladas en fuentes naturales (Alvarez-Suarez et al.
2021). La glucosa es el azucar sustituyente mas comun, aunque otros
monosacaridos, como, galactosa, ramnosa, xilosa, arabinosa o acido glucurénico,
y di- o trisacaridos (neohesperidosa, rutinosa, xilosilrutinosa, sambubiosa y
glucosilrutinosa), también se encuentran como restos glicosilo. Los azUcares
pueden estar, a su vez, sustituidos por acidos alifaticos o fendlicos, siendo los
mas habituales los &cidos cafeicos, p-cumarico, acético y maldnico. Se ha
estimado que mas del 65 % de los antocianos naturales estan aciladas, siendo el
acido malonico el grupo acilo mas frecuente (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas
2018).

Para las seis antocianidinas mas comunes, la estabilidad depende del patron de
sustitucién en el anillo B: disminuye con el aumento de hidroxilos y aumenta con
mas metoxilos. Asi, la pelargonidina es la antocianidina méas estable, seguida por

malvidina, peonidina, petunidina, cianidina y delfinidina. Ademas, la sustitucion
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en el anillo B influye en el color, intensificando el tono azul con un mayor nimero

de sustituyentes (Alvarez-Suérez et al. 2021).

Antocianidinas Ra Ra Rs .
Perlargonidina H OH H I Ry
Delfinidina OH OH OH
Cianidina OH OH H "o O:‘\ Rs
Malvidina OCHjs OH  OCHs ‘ aw
Peonidina OCHs OH H O
Petunidina OCHs OH OH

Figura 11.12. Estructura quimica de las principales antocianidinas

Los antocianos se distribuyen ampliamente en la dieta humana a través de
frutas, verduras y alimentos y bebidas de origen vegetal. Se encuentran sobre
todo en frutas como las bayas, las cuales deben sus colores caracteristicos a
estos compuestos, y en menor medida en cereales y verduras (Santos-Buelga y
Gonzalez-Paramas 2018). Entre las bayas, en la familia de las rosaceas (moras,
fresas, frambuesas, cerezas y ciruelas) destacan principalmente los derivados de
cianidina. Sin embargo, otras antocianos derivadas de delfinidina, pelargonidina,
petunidina, peonidina, y malvidina también estan presentes en diversas especies
de bayas. El contenido de antocianos en las frutas suele ser proporcional a la
intensidad del color, variando desde unos pocos miligramos hasta mas de 1000
mg por cada 100 g de peso fresco, con niveles mas altos en algunas bayas
consumidas cominmente como grosellas negras, moras, arandanos y aronia
(Neves et al. 2022). La ingesta de antocianos varia considerablemente segun el
pais, la estacion y los habitos alimentarios, particularmente en relacion con el
consumo de frutas, bayas y vino tinto. (Kihnau (1976) estimé inicialmente la
ingesta promedio de antocianos en los Estados Unidos en el rango de 180 a 215
mg/dia, aunque estudios posteriores en distintos grupos de poblacién han
reportado consumos diarios en general mas bajos (Santos-Buelga y Gonzalez-
Paramés 2018).
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Ademas de influir en la coloracién de las plantas, los antocianos se han
destacado por sus beneficios para la salud humana. En los dltimos tiempos, la
investigacion sobre estos compuestos ha crecido significativamente, acumulando
evidencia sobre sus propiedades beneficiosas. Estudios /7 vivo e in vitro han
evaluado y determinado propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antidiabéticas, hipolipemiantes  anticancerigenas, hepatoprotectoras vy
neuroprotectoras en estos compuestos (Cheng et al. 2023; Li y Ahammed 2023).
Debido a estos efectos promotores de la salud, también se ha propuesto el uso
de antocianos como nutracéuticos, en la formulacion de alimentos funcionales o
suplementos dietéticos, convirtiéndolos en componentes alimentarios

multifuncionales (Alvarez-Suarez et al. 2021; Foroutani et al. 2024)

2.3.2.2 Compuestos fendlicos no flavonoides

a) Acidos fendlicos

Los &cidos fendlicos, también conocidos como fenolcarboxilicos, son una de
las clases principales de compuestos fendlicos sintetizados por las plantas. En la
naturaleza se encuentran formando ésteres o glucésidos, unidos a amidas y, en
algunos casos, en forma libre. Ademas, estos compuestos, estan involucrados en
mecanismos de defensa contra el estrés bidtico y abidtico y utilizan a la
fenilalanina como sustrato para su biosintesis a través de la via de los

fenilpropanoides (Santos-Buelga, Gonzalez-Paramas, y Gonzalez-Manzano 2023).

Los éacidos fendlicos se caracterizan estructuralmente por poseer un anillo
aromatico y un grupo carboxilo y en los alimentos se encuentran principalmente
en dos subgrupos: &cidos hidroxibenzoicos y &cidos hidroxicindmicos. Los acidos
hidroxibenzoicos poseen una estructura comun Ce-C1 y derivan del é&cido
benzoico, mientras que los &cidos hidroxicinamicos poseen una estructura comun
Cs-Cs Yy derivan del acido cinamico (Figura 11.13). Ambos subgrupos se distribuyen
ampliamente en el reino vegetal y se encuentran en una gran variedad de plantas
medicinales, verduras y frutas, como frambuesas, uvas, moras, fresas, arandanos

y grosellas negras (Bento-Silva et al. 2019).
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ACIDOS HIDROXIBENZOICOS ACIDOS HIDROXICINAMICOS
HO o
HO (o]
N
R3 R1
R3 R1
R2
R2
1. Ri= R2= R3= H, Addo banzoico 6. R1= R2= R3= H, Acido cindmico
2. R1= R2= R3= OH, Acido galico 7. Ri= R2= OH, R3= H, Acido cafeico
3. R1= R2= 0H,R2= H, Acido protocatecuico 8. R1= R3= H, R2= OH, Acido p-cumérico
4. Rl= R3= H, R2= OH, Acido p-hidroxibenzoico 9, R1= QCHz, R2= OH, R3= H, Acido ferdlico
5. R1= OCH3, R2= OH, R3= H, Acido vanilico 10. R1= R3= OCH3, R2= OH, Acido sinapicc

Figura 11.13. Estructura general de acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos.
Fuente: (Bento-Silva et al. 2019)

Los acidos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en las bayas
de las familias Ericaceae, Grossulariaceae, Rosaceae y Saxifragaceae. Entre los
derivados hidroxibenzoicos presentes las bayas se incluyen los acidos p-
hidroxibenzoico, salicilico, gélico y elagico (Schulz y Chim 2019). En bayas como
la aronia (Aronia spp., chokeberry) destacan principalmente los derivados
hidroxicinAmicos, como acido cafeico y acido clorogénico (acido cafeoilquinico),
reportdndose concentraciones de 301,85 mg/100 g y 290,81 mg/100 g de peso
seco, respectivamente (Vendrame et al. 2024). En las fresas, el acido elagico es
el acido predominante, representando el 51 % de todos los acidos presentes en
esta fruta, con un contenido total que oscila entre 25,01 y 56,35 mg/100 g de
peso fresco (da Silva-Pinto, Lajolo, y Genovese 2008). El acido elagico y sus
derivados los elagitaninos constituyen el segundo grupo mas importante de
compuestos fendlicos en la fresa tras los antocianos y son también abundantes
en todos los tipos de bayas, alcanzando concentraciones especialmente elevadas
en especies del género Rubus, como la frambuesa (Koponen et al. 2007). Por
otro lado, los arandanos y las moras contienen cantidades significativas de acido
ferdlico y p-cumérico, mientras que la grosella negra se distingue por su alto
contenido de acido cafeico (Jiménez-Garcia et al. 2013; Saibabu et al. 2015) Se

han descrito diversas actividades biologicas para esta clase de compuestos
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fendlicos, incluyendo antibacterianas, antiinflamatorias y anticancerigenas

(Gramza-Michatowska, Sidor, y Kulczynski 2017; Vendrame et al. 2024).
b) Estilbenos

Los estilbenos tienen una estructura C6-C2-C6 y actian como fitoalexinas,
producidas por las plantas en respuesta a enfermedades, lesiones y estrés. El
principal representante de este grupo es el resveratrol, que puede presentarse
en forma de is6meros c¢isy trans, asi como en varios derivados conjugados. La
raiz lefiosa de Polygonum cuspidatum contiene niveles inusualmente altos de
trans-resveratrol y su glucésido (piceido), con concentraciones de hasta 3,77
mg/g de peso seco (Del Rio et al. 2013). Sin embargo, estos compuestos estan
poco representados en la dieta humana, siendo sus fuentes mas significativas
uvas, mostos, vino tinto y cacahuetes (Cassidy, Hanley y Lamuela-Raventos
2000). En el vino tinto, se han descrito contenidos de 0,3 a 7 mg de frans-

resveratrol/L y hasta 15 mg de sus glucésidos/L (Manach et al. 2004a).

c) Lignanos

La estructura basica de los lignanos es (C6-C2).. La linaza es la fuente
dietética mas rica en estos compuestos, conteniendo mayoritariamente
secoisolariciresinol y pequefias cantidades de matairesinol (Manach et al. 2004a).
Menores concentraciones de lignanos también se encuentran en otras semillas
oleaginosas como la soja y lentejas, salvado de cereales, algas y algunas
hortalizas tales como esparragos, zanahoria, ajo y brécoli (Cassidy, Hanley y
Lamuela-Raventos 2000). En el organismo humano, los lignanos vegetales son
metabolizados por la microbiota intestinal a enterolignanos (enterodiol y
enterolactona), los cuales se asocian con los efectos beneficiosos para la salud

derivados de su consumo (Adlercreutz 2007).

d) Alcoholes fendlicos

Los alcoholes fendlicos (C6-C2), como tirosol e hidroxitirosol, y sus derivados,
como los ésteres con acido elenoico (por ejemplo, oleuropeina), se encuentran
principalmente en las aceitunas y el aceite de oliva. Los niveles de compuestos

fendlicos tanto en aceitunas como en aceite de oliva varian ampliamente
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dependiendo del origen, cultivar y método de procesado. Su contenido puede
alcanzar varios gramos por kilogramo en la aceituna no procesada, pero se
reduce considerablemente durante el tratamiento para la obtencién de aceitunas
de mesa y la produccion del aceite de oliva, por el sabor amargo que imparten
(Romero et al. 2001). En aceitunas de mesa se han descrito concentraciones de
polifenoles totales de hasta 1200 mg/Kg, siendo tirosol e hidroxitirosol los
compuestos mas abundantes (Romero et al. 2004). En aceites de oliva virgen
espafoles de diferentes variedades se determinaron contenidos de tirosol +

hidroxitirosol entre 100 y 400 mg/Kg aceite (Romero y Brenes 2012).

2.3.3 Factores que influyen en la acumulacion de compuestos

fendlicos en las plantas

Aunque, en principio, las plantas poseen una composicion fendlica
caracteristica ligada a la especie, ésta se ve influida por factores bioticos y
abidticos, como condiciones ambientales y agronomicas, que determinan la
acumulacion de estos compuestos y pueden alterar el perfil fendlico. La
variabilidad genética desempefia, asimismo, un papel crucial, ya que las
interacciones genético-ambientales pueden dar lugar a una gran fluctuacion en
el contenido fendlico entre especies e incluso cultivares de la misma especie
(Ghorbanpour y Varma 2017). Variables externas como la luz, la disponibilidad
de agua y nutrientes, la humedad, la salinidad del suelo, la temperatura, la
altitud, la época de cosecha, el grado de madurez y el origen geografico son
causa de estrés ambiental que influye significativamente en la respuesta de las
plantas. Asi, la produccion diferenciada de metabolitos secundarios puede
interpretarse como un comportamiento adaptativo de la planta para su
supervivencia (Yang etal. 2018,Akhatou y Fernadndez-Recamales 2014).
Generalmente, bajo condiciones de estres, las plantas tienden a incrementar su
actividad enzimatica, lo que fomenta la sintesis de compuestos del metabolismo
secundario. Esta acumulacion se atribuye al aumento en la actividad de enzimas
como la fenilalanina amonio liasa (PAL) y la calcona sintasa (CHS), fundamentales
en la sintesis de flavonoides, cuya actividad puede verse afectada por el estrés

ambiental. La PAL, en particular, es la principal enzima relacionada con la defensa
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de las plantas, ya que se encuentra al comienzo de la ruta de sintesis de

compuestos fendlicos y ligninas (Ghorbanpour y Varma 2017).

Se presume que la composicién quimica y las capacidades biologicas de los
frutos, como las bayas, dependen significativamente del régimen térmico y de la
altitud de la zona de produccién. Estas variables determinan el microclima en el
gue se desarrollan las plantas, influyendo directamente en la maduracion y las
caracteristicas organolépticas y nutricionales de los frutos (Guevara-Teran et al.
2022). Existen diversas tendencias climéticas tipicamente vinculadas con la
altitud. Por ejemplo, a mayor altitud, las temperaturas tienden a disminuir y la
intensidad de la radiacibn UV aumenta. Estos cambios pueden estimular
respuestas metabdlicas en las plantas, llevando a la produccion de compuestos
fendlicos (Guerrero-Chavez, Scampicchio y Andreotti 2015). Estudios en especies
de bayas como Vaccinnium myrtillus'y Vaccinnium corymbosum L determinaron
que la biosintesis de flavonoides como quercetina, rutina y luteolina aumentaba
cuando la especie crecia altitudes a elevadas, pero no la de flavonoides como
kaempferol y apigenina, que disminuia (Burdulis et al. 2009). Esto coincide con
los resultados obtenidos en frambuesas rojas cultivadas en Finlandia, donde se
observo que la concentracion de quercetina era notablemente menor a altitudes
maés bajas (Makris y Rossiter 2001). Por otro lado, en bayas del género Rubus,
como Rubus fruticosus 'y Rubus idaeus, se encontrd una alta concentracion de
acido elagico y quercetina, respectivamente, en relaciébn con otros componentes
fendlicos a medida que aumenta la altitud. Estos estudios indicaron que los
factores ambientales, de desarrollo, fenotipicos y genéticos tienen un efecto
significativo sobre el contenido de estos compuestos (S. Wang y Hsin-Shan
2010).

La altitud puede tener un impacto significativo en la evolucion del estado
de madurez del fruto, al influir sobre factores como la temperatura, la radiacion
solar y la presion atmosférica (Fischer, Parra-Coronado y Balaguera-Lopez 2022).
Se ha demostrado que la accion combinada de estas variables afecta al desarrollo
del fruto y a su perfil fendlico. Las temperaturas mas bajas en altitudes mas altas
ralentizan el proceso de maduracion y la radiacion solar, la presion atmosférica y

las condiciones climaticas cambiantes influyen sobre el sabor y la calidad global
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(Guevara-Teran etal. 2022). Es importante sefalar que los flavonoides,
carotenoides y clorofilas son los compuestos predominantes en las bayas durante
la fase inicial de maduracion, cuando su color cambia de verde a rosa. Durante
la maduracién, las clorofilas se descomponen y la concentracion de flavonoles y
carotenoides disminuye, al mismo tiempo que aumenta el contenido de
antocianos, convirtiéndose en los principales flavonoides en las bayas maduras
(Spinardi et al. 2019). En un estudio en Vaccinnium corymbosum L se determind
gue la concentracion de antocianos aumentaba 34 veces durante la maduracion
en altitudes mas altas, mientras que en altitudes bajas la concentracion solo lo
hacia 25 veces (Zoratti et al. 2015).

Evidentemente, la produccion de compuestos fendlicos inducida por
factores de estrés varia entre las diferentes especies, constituyendo un
importante objeto de estudio. No obstante, las plantas pueden adaptarse a su
entorno mediante diversos mecanismos bioquimicos y genéticos, lo que es
beneficioso tanto para su supervivencia como para la sintesis de moléculas

potencialmente bioactivas (Borges et al. 2017).

2.3.4 Actividad y disponibilidad de los compuestos fendlicos
2.3.4.1 Estudios epidemiolégicos

Numerosos estudios epidemiolégicos sugieren que una dieta rica en
polifenoles esta asociada con un menor riesgo de desarrollar enfermedades
cronicas, como trastornos neurodegenerativos como las enfermedades de
Alzheimer y Parkinson, algunos tipos de cancer, diabetes tipo Il o dolencias
cardiovasculares. Sin embargo, las evidencias aportadas por este tipo de estudios
son insuficientes para hacer afirmaciones indiscutibles sobre los efectos positivos
del consumo de polifenoles para la salud. Existen muchos factores de confusion,
que pueden distorsionar los resultados y que no siempre son suficientemente
considerados, y algunos estudios carecen de controles rigurosos, lo que puede
llevar a sesgos y resultados no concluyentes. Ademas, los resultados no siempre
son aplicables a la poblacion general, ya que las muestras estudiadas no suelen

representar adecuadamente la diversidad genética y ambiental (Buijsse et al.
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2015; Dai et al. 2006; Oh et al. 2017; Vitale et al. 2017; Yuan, Suny Butler 2011,
Zamora-Ros et al. 2013).

Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios bien controlados y
monitorizados, utilizando marcadores adecuados para determinar la implicacién
de estos compuestos en la salud. Los estudios epidemiologicos deben, ademas,
complementarse con ensayos en animales, evaluaciones de mecanismos en
modelos in vitro y, especialmente, con ensayos clinicos bien disefiados en
voluntarios humanos sanos y con factores de riesgo, que puedan proporcionar
evidencias mas solidas sobre la eficacia y seguridad de los polifenoles. Aunque
se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la bioactividad de los
compuestos fendlicos, aun hay limitaciones y debates sobre los mecanismos

responsables de su actividad in vivo (Del Rio et al. 2013; Zamora-Ros et al. 2013)

2.3.4.2 Biodisponibilidad y metabolismo de los compuestos fendlicos

Los beneficios de los polifenoles para la salud, en general, estan
determinados tanto por la cantidad ingerida como por su biodisponibilidad.
Calcular con precision la ingesta dietética de polifenoles en alimentos y bebidas
es un desafio debido a su amplia diversidad estructural, lo que complica su
analisis. Ademas, obtener este tipo de informacién se vuelve aiin mas complicado
debido a las disparidades en los métodos de analisis utilizados por diferentes
investigadores, que no siempre son estandarizados. A esto se suma la variabilidad
en la composicion de un mismo alimento, influenciada por factores como las
diferentes variedades y las condiciones agrocliméaticas, modificando de esta

manera su perfil fendlico, asi como el procesado y la preparacion culinaria.

En 1976, Kihnau fue pionero al estimar la ingesta humana de flavonoides,
sugiriendo un consumo diario medio de alrededor de 1 g, aunque estimaciones
mMAas recientes sitlan esta cantidad por debajo de dicho nivel. Los mondémeros de
flavan-3-ol (catequinas) y sus formas poliméricas (proantocianidinas) son
probablemente los flavonoides mas habituales en las dietas occidentales,
seguidos de los antocianos y los flavonoles (Jaganath y Crozier 2010). Para los

flavan-3-ol monomeros se han calculado ingestas medias para la poblacion
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europea de 53 mg/dia de derivados galoilados y 24 mg/dia de no galoilados,
aungue los mas consumidos son las formas complejas, como las teaflavinas y
tearubiginas (168 mg/dia) presentes en el té, y las proantocianidinas oligoméricas
y poliméricas (124 mg/dia), que se encuentran principalmente en frutas
(Vogiatzoglou et al. 2015).

Los antocianos son pigmentos abundantes en bayas, que pueden alcanzar
valores de hasta 2-6 g/Kg de peso fresco en grosellas negras, moras o uvas
tintas. Su ingesta promedio en adultos en paises occidentales varia segun el pais,
la temporada y los habitos alimenticios, especialmente en relacion con el
consumo de bayas y vino tinto, con medias estimadas de alrededor de 10 mg/dia,
12,5 mg/dia en Estados Unidos y hasta 82,5 mg/dia en Finlandia, donde el

consumo de bayas es elevado (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2019).

Los glucésidos de quercetina son los flavonoles mas comunes en la dieta,
aungue también estan bien representados los derivados de kaempferol,
miricetina e isoramnetina. Estos compuestos se encuentran en frutas como la
manzana y bayas, asi como en verduras, con concentraciones particularmente
altas de quercetina en las cebollas (entre 200-1000 ug/g peso fresco). Otros
grupos de flavonoides, como las flavonas y las isoflavonas, tienen una
distribucion mas limitada en los alimentos (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas
2016).

La biodisponibilidad puede definirse como "la tasa y el grado en que un
ingrediente o una fraccion activa se absorbe desde una matriz y llega a estar
disponible en el sitio de accion”. Basdndose en esta definicion, los parametros
mas importantes para que un compuesto fendlico sea efectivo en un sistema
biolégico son la tasa de absorcion y la disponibilidad en el sitio de accién
(Gonzéalez-Paramas et al. 2018). La biodisponibilidad de los polifenoles en la dieta
dentro del tracto digestivo exhibe una notable variabilidad, estando
principalmente influenciada por su estructura quimica y la presencia de grupos
funcionales, mas que por su concentracion en los alimentos. A pesar de su
prevalencia en la dieta, los polifenoles podrian no ser los compuestos

biol6gicamente mas activos en el organismo debido a su limitada absorcion, asi
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como a su rapida metabolizacion y excrecion (Lavefve, Howard y Carbonero
2020).

En los alimentos, la mayoria de los compuestos fendlicos estan presentes
en forma de glicésidos, aunque también pueden encontrarse esterificados o como
polimeros. Al ser ingeridos, el cuerpo humano los reconoce como xenobidticos y
su biodisponibilidad es relativamente baja en comparacibn con micro vy
macronutrientes. Dependiendo de su estructura, se estima que solo entre el 5 %
y el 10 % de los polifenoles consumidos son absorbidos en el intestino delgado
(Clifford 2004). Por otro lado, en el intestino grueso, la microbiota juega un papel
crucial al transformar significativamente los compuestos fendlicos en metabolitos
de bajo peso molecular (Cardona et al. 2013). Se calcula que entre el 90 % vy el
95 % de los polifenoles alcanzan el colon, donde son convertidos por la
microbiota en metabolitos biodisponibles, que pueden ser incluso mas bioactivos

gue los compuestos originales (Kroon et al. 2004).

2.3.4.2.1 Absorciéon

Generalmente, los polifenoles se encuentran en alimentos en formas de
ester, glicosidos o polimeros, los cuales necesitan ser hidrolizados para su
absorcion, ya sea por enzimas intestinales o por la microbiota intestinal. Se ha
observado que la hidrdlisis puede ocurrir en la cavidad oral, gracias a la accion
de la B-glucosidasa presente en la saliva o producida por la microbiota oral,
aungue no esta clara la extension e importancia de este proceso para la
biodisponibilidad de los polifenoles (Day etal. 2000; Lavefve, Howard y
Carbonero 2020; Requena et al. 2010). El proceso principal ocurre en el intestino
delgado, donde la enzima lactasa florizin hidrolasa (LPH), presente en el epitelio
intestinal, separa los restos glicosilados de algunas moléculas flavonoides y libera
agliconas, como en el caso del quercetina-3-O-glucésido. Estas agliconas pueden
penetrar en la célula intestinal mediante difusion pasiva debido a su mayor
lipofilicidad. Una vez dentro del enterocito, experimentan transformaciones de
fase | (oxidacion, reduccion o hidrolisis) y fase Il (glucuronidacion, sulfatacion,
metilacion) antes de pasar a circulacion sistémica y alcanzar el higado. Por otro

lado, la enzima B-glucosidasa citosoélica (CBG), ubicada dentro de los enterocitos,
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es también responsable de la hidrélisis de los glicésidos. Sin embargo, para que
esto ocurra, los glicosidos deben pasar previamente al interior de las células
mediante transporte activo. Se ha observado que algunos flavonoides, como
quercetina-4’- O-glucésido, pueden ser transportados por el transportador de
glucosa dependiente de sodio (SGLT1) (Day et al. 2000; Németh et al. 2003;
Walgren et al. 2000). Es importante destacar que las B-glucosidasas no acttan
sobre los glicésidos de flavonoides que no son monoglucdsidos, como el
hiperésido (quercetina-3-O-galactésido) o la rutina (quercetina-3- O-rutindsido).
Estos glicésidos llegan intactos al intestino grueso, donde pueden ser hidrolizados
por la microbiota intestinal, liberando aglicones que pueden ser absorbidos en el
intestino grueso o degradados en productos mas simples (Arts et al. 2004; Erlund
et al. 2000). A diferencia de otros flavonoides, los flavan-3-oles no suelen estar
glicosilados en los alimentos, aunque a menudo se encuentran acilados con acido
gélico. Algunos monomeros de flavan-3-oles (aproximadamente 8-17 %) pueden
ser absorbidos en los enterocitos del intestino delgado sin necesidad de hidrdlisis
previa (Santhakumar, Battino y Alvarez-Suarez 2018). No obstante, la mayoria
de los flavan-3-oles llegan inalterados al intestino grueso, donde son
metabolizados por la flora colénica, produciendo diversos metabolitos de bajo
peso molecular, como &cidos, aldehidos fendlicos y derivados como las
valerolactonas. Los metabolitos derivados de la degradacion de flavonoides por
la microbiota intestinal pueden ser absorbidos en el intestino grueso y contribuir
parcialmente a los efectos biolégicos y antioxidantes de una dieta rica en estos

polifenoles (Espin, Garcia-Conesa y Tomas-Barberan 2007; Marin et al. 2015).

En el caso de los antocianos, presentes en una variedad de alimentos que
incluye las bayas, al ser compuestos altamente polares presentan desafios en
cuanto a su absorcion por las células humanas. Sin embargo, diversos estudios
han demostrado que estas sustancias pueden ser absorbidas y metabolizadas en
diferentes puntos a lo largo del tracto gastrointestinal. Similar a lo comentado
para el resto de flavonoides, el proceso digestivo comienza en la cavidad oral,
donde los antocianos entran en contacto con la saliva humana y la microbiota

oral, que secretan enzimas con actividad B-glucosidasa (Requena et al. 2010b),
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lo que produce una degradacion parcial. Aunque la permanencia de los
antocianos en la cavidad oral es breve, este proceso inicial de digestion
proporciona el primer paso hacia su metabolismo. Se han descrito porcentajes
de degradacion oral de antocianos de diversas bayas muy amplios, entre el 8 y
el 90 %, con un promedio en torno al 10 % en 5 minutos (Xue et al. 2023). El
estdbmago juega un papel en la absorcion inicial de los antocianos, existiendo
evidencias de que algunos de ellos pueden ser absorbidos en cierto porcentaje
en este compartimento, con una tasa de absorcién que puede alcanzar hasta el
20 % (McGhie et al. 2003). Este proceso de absorcién puede depender de
enzimas especificas presentes en los tejidos gastricos (uridina difosfato
glucuronosiltransferasa y la sulfotransferasa). Ademas, la absorcion vy
transformacion de los antocianos en el estbmago depende de las enzimas de
translocacion de bilirrubina, ya que tomando sus aniones organicos como
transportadores, ingresan al sistema circulatorio a través del higado y se
transfieren al intestino con la bilis después del metabolismo (Passamonti et al.
2009). Los antocianos no absorbidos por el tejido estomacal ingresan al intestino
delgado, donde, en condiciones neutras y ligeramente acidas, tienden a formar
bases quindnicas, pseudobases y calconas que son inestables y vulnerables al
ataque nucleofilico del agua. Al igual que otros flavonoides, una pequefia fraccion
de antocianos puede ser captada en el intestino delgado y sufrir procesos de
conjugacion de fase Il, tanto en el enterocito como posteriormente en higado.
Igualmente, la fraccién no absorbida alcanza el colon y se ve sometida a la accion
de la microbiota, dando lugar a la formacién de acidos fendlicos de bajo peso
molecular, aldehidos y otros metabolitos, que pueden ser absorbido y contribuir
a los efectos de los antocianos en el organismo. En conjunto, el proceso de
digestion y absorcion de estos pigmentos en el tracto gastrointestinal es complejo
y altamente regulado, pero es fundamental para su capacidad de ejercer efectos

beneficiosos en el organismo humano (Xue et al. 2023).

Se ha indicado que los polifenoles mejor absorbidos en humanos son las
isoflavonas y el acido galico, seguidos por las catequinas, flavanonas y glucésidos

de quercetina. Por otro lado, los antocianos y las proantocianidinas oligoméricas
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tienen una absorcion deficiente, y es poco probable que se absorban sin
degradarse previamente en compuestos de menor peso molecular (Manach et al.
2004b). De manera similar, los acidos hidroxicinamicos suelen estar esterificados
con azucares, acidos organicos y lipidos, y no existen esterasas humanas capaces

de romper estos enlaces éster, lo que complica su absorcion (Marin et al. 2014).

2.3.4.2.2Metabolismo

Una vez captados por el intestino delgado, los compuestos fendlicos
interactian con enzimas de fase Il, como uridin-5-difosfato
glucuronosiltransferasas  (UGTs), catecol-O-metiltransferasas (COMT) vy
sulfotransferasas (SULT), tanto en los enterocitos como posteriormente en el
higado y los tejidos periféricos (Donovan et al. 2007). Como resultado de esta
interaccion, estos compuestos se metabolizan ampliamente antes de ingresar a
la circulacién sistémica. Ademas, se ha observado la formacién de conjugados
con glutation para inactivar productos intermedios potencialmente nocivos. Esto
es particularmente importante para flavonoides como quercetina, que poseen un
grupo catecol sensible a procesos de oxidacion, lo que puede dar lugar a quinonas
reactivas capaces de causar dafio oxidativo en las células (Hong y Mitchell 2006).
Después de ser conjugados en el intestino, los compuestos fendlicos son
transportados al higado a través de la vena porta o los capilares linfaticos de las
microvellosidades (lacteales). En el higado, se lleva a cabo una importante fase
de metabolismo Il, sufriendo procesos adicionales de conjugacion, como
sulfatacién y metilacion, antes de que los compuestos fendlicos se distribuyan a
tejidos periféricos a traves de la circulacion sistémica (Murota, Nakamura y
Uehara 2018). Parte de los metabolitos pueden entrar también en circulacién
enterohepatica y volver al intestino a traves de la bilis. Se presume que, aunque
la metilacién y la glucuronidacion ocurren tanto en las células intestinales como
en el higado, la sulfatacién se produce principalmente en el higado (Rechner
et al. 2002).
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Como se ha sefialado, los compuestos fendlicos no absorbidos en el
intestino delgado y sus formas conjugadas, que llegan al intestino a través de la
bilis, alcanzan el colon. Alli, son transformados por enzimas microbianas que
catalizan diversas reacciones, como, desmetilacién, deshidroxilacion,
descarboxilacion, ruptura de anillos e hidrélisis de glucuronidos, sulfatos y
glicésidos lo que lleva a la formacion de diferentes moléculas de bajo peso
molecular. Estos metabolitos pueden ser absorbidos y sufrir igualmente
reacciones de conjugacion de fase |1, en células intestinales e higado (Aura 2008;
Stevens y Maier 2016). De este modo, los compuestos fenolicos se van a
encontrar fundamentalmente en plasma en forma de metabolitos conjugados,
como glucuronidos, sulfatos y derivados metilados que seran distribuidos a
células y tejidos especificos y eliminados a través de la orina o las heces
(Rodriguez-Mateos et al. 2014).

Aungque se sabe poco sobre como se distribuyen exactamente los
compuestos fendlicos y cudles son sus tejidos diana, se ha observado que las
concentraciones de estos compuestos en plasma y tejidos especificos son muy
bajas después de un proceso metabdlico extenso, situandose en niveles de rango
nanomolar (nM) a micromolar (M) en unas pocas horas para posteriormente
casi desaparecer a las 24 h (Kawabata et al. 2013; Rodriguez-Mateos et al. 2014)
Este bajo nivel de concentracion sugiere que estos compuestos podrian estar
involucrados Unicamente en procesos biolégicos altamente especificos (Fraga
et al. 2010).

2.3.4.2.3 Transformacion de los compuestos fendlicos por la microbiota

intestinal

Las interacciones entre tracto buco-gastrointestinal, polifenoles y microbiota
son un area de estudio en crecimiento. Este sistema complejo del cuerpo humano
alberga una amplia variedad de bacterias en cada una de sus secciones.
Actualmente, se han identificado mas de 1000 especies bacterianas en este
sistema, siendo las bacterias anaerobias las mas comunes (Williamson y Clifford

2010). Comenzando por la boca, la saliva contiene alrededor de 10% a 10°
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bacterias/mL, mientras que la placa dental posee aproximadamente 10
bacterias/g (Duefas et al., 2015). Las especies mas comunes pertenecen a los
géneros Streptococcus, Veillonella, Actinomyces 'y Prevotella, entre otros. La
composicion varia segun la higiene oral, la dieta y otros factores ambientales.
Tradicionalmente se creia que el esofago era estéril debido a su ambiente acido,
sin embargo, estudios recientes han revelado la presencia de una microbiota
esofagica. Esta microbiota, aunque es menos diversa que la oral, esta dominada
principalmente por especies como Streptococcusy Prevotella. En el estbmago, el
entorno altamente &cido limita el crecimiento bacteriano, pero algunas especies
como Helicobacter pylori han evolucionado para sobrevivir y prosperar en este
ambiente. La microbiota gastrica puede influir significativamente en la digestion,
la absorcién de nutrientes y la salud general del tracto gastrointestinal. Por otro
lado, el intestino delgado alberga una microbiota menos estudiada pero
igualmente importante para la absorcion de nutrientes. Aqui se encuentran
bacterias de los géneros Lactobacillus, Enterococcus, Bifidobacterium 'y algunas

cepas de Escherichia coli (Dueias et al., 2015).

El intestino grueso o colon es la regién mas poblada de microorganismos
en el tracto gastrointestinal, con una estimacién de 10! a 10%? bacterias/g de
heces. Aqui predominan bacterias anaerobias de los filos Bacteroidetes y
Firmicutes (incluidos los géneros Clostridiumy Ruminococcus) y algunas especies
de Proteobacteria. Esta microbiota desempenfa roles fundamentales gracias a una
gran variedad de actividades metabdlicas y enzimaticas que repercuten en la
nutricion y sistema inmunolégico del huésped (Hervert-Hernandez y Goiii 2011).
Entre sus actividades enzimaticas se incluyen la capacidad de hidrolizar
glucurénidos, glucésidos, amidas, sulfatos, ésteres y lactonas mediante enzimas
como B-glucosidasas, B-glucuronidasa, a-ramnosidasa, esterasas y sulfatasas.
Ademas, las bacterias intestinales catalizan otras reacciones, como la escision del
anillo aromatico o procesos de descarboxilacion (descarboxilasas), reducciéon
(reductasas, hidrogenasas), isomerizacion (isomerasas), desmetilacion
(desmetilasas) o deshidroxilacion (deshidroxilasas) (Aura 2008). En todo caso, es

importante mencionar que solo unas pocas especies bacterianas, como
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Escherichia coli, Bifidobacterium sp., Lactobacillus sp., Bacteroides sp. 0
Eubacterium sp., son capaces de catalizar el metabolismo de los compuestos

fendlicos (Cardona et al., 2013).

La metabolizacion de compuestos fendlicos por la microbiota intestinal es
un proceso altamente complejo que resulta en la generacion de multiples
catabolitos. Estos catabolitos comprenden &cidos aromaticos y fendlicos con
hasta tres hidroxilos aromaticos, asi como derivados que pueden estar mono- o
di-metoxilados y con cadenas laterales variables de uno a cinco carbonos, a veces
con un grupo hidroxilo adicional en posiciones alifaticas (Manach et al. 2004b).
En la Tabla 1.2 se presenta una relacion detallada de los principales metabolitos
microbianos identificados derivados de los compuestos fendlicos y las bacterias

involucradas en su transformacion.

Segun Williamson y Clifford (2017), los flavonoles como quercetina y
kaempferol son principalmente metabolizados a acidos fenilacéticos. Estos acidos
derivan de la degradacion de los anillos flavonoides y representan un paso
intermedio en la transformacion de los flavonoles por la microbiota intestinal. En
contraste, las flavonas y flavanonas, como naringenina y hesperetina, son
convertidas en acidos cinamicos y fenilpropidnicos durante su metabolizacién en
el intestino. Estos éacidos son productos finales de la degradacion de las
estructuras flavonoideas y varian dependiendo de la estructura especifica del
flavonoide original. Por otro lado, los flavan-3-oles, como las catequinas
encontradas en el té y ciertas bayas, experimentan principalmente una
transformacion en fenilvalerolactonas y acidos fenilpropionicos. Estos productos
catabdlicos contintan descomponiéndose hasta convertirse en acidos benzoicos
y sus derivados finales, que constituyen metabolitos comunes y finales de la via
de degradacion de los flavan-3-oles por parte de la microbiota intestinal. Los
antocianos, son predominantemente degradados a derivados del acido benzoico,

incluyendo acido protocatéquico y otros relacionados (Figura 11.14).
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Tabla 11.6. Metabolitos principales derivados de flavonoides y bacterias identificadas

responsables de su transformacion.

Fuentes: (Marin et al. 2014; Peirotén, Bravo, y Landete 2020; Romo-Vaquero et al. 2015)

Precursores Principales metabolitos Bacterias
Flavanonas Acidos cinamicos Eubacterium ramulus
Acidos fenilpropionicos Clostridium spp.
Flavonoles Acido protocatéquico Enterococcus casseliflavus
Acidos fenilacéticos Eubacterium
Acidos fenilpropiénicos oxidoreducens
Clostridium orbiscidens
Eubacterium ramulus
Flavonas Acidos cinamicos Enterococcus avium

Acidos fenilpropionicos

Clostridium orbiscindens

Flavan-3-oles

Acidos fenilpropionicos
Acidos fenilacéticos
Fenilvalerolactonas
Acidos fenilvaléricos

Acidos benzoicos

Bifidobacterium spp.
Clostridium coccoides

Isoflavonas (S)-Equol Lactobacillus mucosae
6’-Hidroxi-O- Finegoldia magna
desmetilangolensina Bacteroides ovatus
O-Desmetilangolensina Streptococcus intermedius
Ruminococcus productus
Eggerthella sp.
Enterococcus faecium
Clostridium spp.
Antocianos Acido vanilico Bifidobacterium lactis
Acido propidnico Lactobacillus caser
Acido protocatéquico Lactobacillus plantarum
Acido siringico Lactobacillus acidophilus
Pirogalol
Catecol
Acidos Vainillinaldehido Escherichia coli

hidroxicinamicos

Acidos fenilpropionicos

Bifidobacterium lactis

Acidos benzoicos Lactobacillus gasseri
Lignanos Enterolactona Ruminococcus spp.
Enterodiol Bifidobacterium spp.
Lactobacillus spp.
Eggertela lenta
Acido elagico y Urolitinas Akkermansia mucinjphila

elagitaninos

Gordonibacter spp.
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OH

HO

VIII

Figura 11.14. Estructuras de polifenoles y sus metabolitos catabdlicos producidos por la
microbiota intestinal. Se muestran estructuras tipicas para flavan-3-oles (catequinas) (1);
flavanonas (Il); flavonas (l11); dihidrochalconas (IV); é&cidos clorogénicos (conjugados de
cinamato) (V); acidos cinamicos (C6—C3) (VI); antocianos (VII); acidos fenilvaléricos (C6—C5-v-
OH) (VIII); é&cidos fenilpropionicos (C6—C3) (IX, XIII); &cidos fenilacéticos (C6-C2) (X, XIV);
flavonoles (XI); acidos benzoicos (C6—C1) (XII, XV).

Fuente: Modificado de (Williamson y Clifford 2010).

En estudios /n vivo en humanos y en experimentos de fermentacion /n vitro
con microbiota intestinal, se ha observado, ademas, que ciertos acidos fenolicos
C6-C1l, y posiblemente C6-C2, pueden experimentar una descarboxilacion
adicional, produciendo asi fenoles o metilfenoles simples. Ademas, se han
identificado algunos catabolitos, como los &cidos mandélico y fenilhidracrilico,

cuyo origen sigue siendo incierto (Williamson y Clifford 2017).

Por otra parte, los polifenoles y sus metabolitos podrian también influir y
modular la composicion de la microbiota intestinal. De hecho, algunos autores
sugieren que los polifenoles podrian tener un doble efecto positivo sobre la
microbiota, inhibiendo bacterias patdégenas y estimulando bacterias beneficiosas,

actuando, de este modo, como prebioticos metabolicos (Hervert-Hernandez et al.
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2009). De hecho, se ha observado que los compuestos fendlicos de las bayas
pueden llegar al intestino y afectar la microbiota intestinal, reduciendo el
crecimiento de ciertas especies bacterianas y promoviendo el aumento de otras.
En individuos con un intestino sano, estos efectos suelen ser beneficiosos. La
investigacion sobre el impacto de las bayas en la microbiota intestinal de
voluntarios humanos es limitada y se ha centrado principalmente en su potencial
capacidad para estimular el crecimiento de bifidobacterias. Por ejemplo, se ha
visto que el consumo de una bebida de ardndano durante 6 semanas aumentaba
significativamente la poblacion de bifidobacterias en el intestino de los
participantes, especialmente Bifidobacterium longum, que se asocia con efectos
de modulacién del sistema inmunologico. En otro estudio donde se evalud el
consumo de productos de grosella negra por voluntarios sanos también se
encontré un incremento en las poblaciones de Lactobacillusy Bifidobacterium. El
efecto bifidogénico de las bayas podria atribuirse a su contenido en fibra y
antocianos, asi como la creacion de un entorno redox favorable por los polifenoles
presentes en las bayas, que promueve la seleccion de bifidobacterias (Cardona
etal. 2013). En microbiotas alteradas por condiciones de salud, la
suplementacién con bayas o0 sus compuestos generalmente ha resultado en una
mejora en la composicion intestinal. Por ejemplo, la mezcla de antocianos de
arandano y grosella negra en sujetos obesos mostré un aumento significativo en
las poblaciones de Bacteroidetes y Actinobacteria, microorganismos anaerobios
estrictos. Esta adicion de antocianos también podria potencialmente reducir los
niveles de oxigeno en el intestino, favoreciendo el crecimiento de bacterias
sensibles a este gas (Cardona etal. 2013). También se observé que la
suplementacion de la dieta con arandanos en un modelo de ratén con
enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) reducia las poblaciones de Clostridium
perfringens, Enterococcus spp. Yy E. coli, sugiriendo el potencial de los extractos
de arandano para aliviar esta patologia (Williamson y Clifford 2010). En todo
caso, es importante sefialar que establecer asociaciones directas entre el
consumo de bayas u otros alimentos y la regulacion de la microbiota intestinal es
complicado debido al limitado conocimiento existente sobre el papel especifico

de las especies bacterianas en la salud o la enfermedad, las variaciones
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individuales en la composicion de la microbiota, la diversidad de compuestos con
efectos potenciales y la variedad de métodos utilizados en los estudios cientificos
(Duefias et al. 2015).

2.3.4.2.4 Estudios de biodisponibilidad y metabolismo de compuestos

fendlicos de bayas en humanos
e Antocianos

Como se ha indicado anteriormente, la biodisponibilidad de los antocianos
en el organismo humano es baja, menor que la de otros grupos de flavonoides,
habiéndose estimado que es inferior al 1-2 %, teniendo en cuenta los niveles de
antocianos y sus metabolitos de fase Il encontrados en fluidos biolégicos (Lila
et al. 2016). Czank et al. (2013), en estudios realizados en voluntarios humanos
que recibian una dosis oral de cianidina-3-O-glucésido marcada con *3C,
calcularon una biodisponibilidad media de 12,38 + 1,38 % basandose en la
determinacion del 13C eliminado a través de orina y aliento. Asimismo,
determinaron que la mayor parte de *3C eliminado formaba parte de metabolitos
derivados de la degradacién por la microbiota intestinal, cuyos niveles eran en
torno a 42 veces mas elevados que los del antociano original y sus metabolitos
de fase Il.

La existencia de una baja biodisponibilidad de los antocianos fue también
constatada por Milbury, Vita y Blumberg (2010), en un estudio en voluntarios que
habian ingerido una dosis aguda de arandanos. Estos autores encontraron
recuperaciones urinarias que variaban significativamente entre sujetos, desde
menos del 0,1 % hasta el 3,2 %, indicando diferencias individuales en la
absorcion y metabolismo. Por su parte, Mueller et al. (2017) encontraron niveles
de antocianos de ardandanos mas elevados en plasma y en orina de individuos
con intestino intacto que en ileostomizados, lo que sugeria que su absorcion tenia
lugar principalmente en el intestino delgado, con el estbmago también actuando
como un posible sitio de absorcion. En un estudio con voluntarios sanos a los que

daban frambuesas, Gonzalez-Barrio et al. (2010) no detectaron antocianos ni sus
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metabolitos en plasma. Sin embargo, en el fluido ileal de estos individuos,
encontraron compuestos fendlicos del metabolismo de antocianos, indicando su
posible metabolismo en enterocitos o higado, con los productos retornando al
tracto gastrointestinal a través de la excrecién biliar. Por otra parte, en sujetos
ileostomizados observaron que el 40 % de los antocianos eran recuperadas en el
fluido ileal, sugiriendo que un porcentaje destacado de los antocianos ingeridas
alcanzaria el intestino grueso en personas con un intestino intacto. Estas
observaciones apoyan la baja disponibilidad de los antocianos en sus formas
originales y su paso al intestino grueso, donde estarian sometidas a las
interacciones con la microbiota col6nica. Kalt et al. (2017) demostraron que la
biodisponibilidad no sélo dependia de la cantidad ingerida, sino también de las
pautas de consumo, ya que existia una tasa de absorcion y retencion superior de
antocianos cuando el mismo volumen de un zumo de arandanos era tomado de
una sola vez que cuando era distribuido en tres dosis a lo largo del dia.

McGhie etal. (2003), en individuos que habian ingerido fresas,
identificaron en plasma tanto pelargonidina-3-glucésido como su forma
glucuronada, y en orina las formas glucuronadas o sulfo-conjugadas. Tras
ingestion de moras, encontraron la mayoria de los antocianos como
monoglucurénidos, asi como glucésidos metilados y un sulfoconjugado de
cianidina; ademas, de estos metabolitos también detectaron cantidades menores
de algunos antocianos intactos no metabolizados en orina.

El conocimiento del metabolismo de los antocianos es menos extenso que
el de otros flavonoides, aunque esta claro que la naturaleza de la fraccion de
azucar y el aglicon son determinantes clave en su absorcidn y excrecion. La
presencia de glicésidos de antocianos no metabolizadas en sangre y orina
humana esta bien documentada. Sin embargo, aunque algunos investigadores
afirman que los antocianos no se metabolizan antes de pasar a circulacion
sistémica, la deteccion de conjugados glucuronido, metilo y sulfato parece sugerir
gue no es asi; de hecho, entre el 68 % y el 80 % de los antocianos detectados
en orina son derivados metabolicos (Lavefve, Howard y Carbonero 2020). La
observacion de antocianos no metabolizados podria deberse a varios factores,

como la ingestion de dosis grandes que saturan la via metabdlica, o una
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identificacién incorrecta. EI metabolismo de los antocianos parece depender de
la naturaleza de los compuestos nativos, la matriz alimentaria y las caracteristicas
individuales del consumidor. Sin embargo, se requieren mas estudios para
comprender completamente estos procesos y mejorar la utilizacién de antocianos
en aplicaciones nutricionales y terapéuticas (Kaushal, Singh y Singh Sangwan
2022).

e Otros compuestos fendlicos

Tras el consumo de bayas, sean de la dieta habitual o de la suplementacion,
se han identificado en plasma de voluntarios sanos una variedad de metabolitos
fendlicos conjugados, glucurénidos, sulfatos y derivados metilados, asi como
ocasionalmente los compuestos en su forma original. Para algunos de estos
compuestos se ha observado en plasma una respuesta lineal a la dosis, aunque
no en orina (Feliciano et al. 2017; Lavefve, Howard y Carbonero 2020). Asi, se
han encontrado niveles superiores de quercetina en plasma después de la
ingestion de jugo de grosella negra en comparacion con su grupo control (Erlund
et al. 2006). En otro estudio reportado por el mismo grupo de investigacion, en
el que los participantes consumian diariamente 100 g de una mezcla de bayas,
se observo un aumento del 30 al 50% en los niveles de quercetina en plasma
después de 8 semanas (Erlund et al. 2003). Sin embargo, en un estudio donde
se evaluaba el destino de los flavonoides tras la ingesta de arandano no se
detectaron quercetina ni miricetina en plasma después de una dosis aguda del
producto. En este estudio, al igual que en el anterior, la mayoria de los
compuestos fenolicos se recuperaron en el plasma, aunque se encontraron
moléculas con pesos moleculares mas pequefios derivados del metabolismo por
la microbiota intestinal. Los niveles de estos metabolitos en plasma mostraron
dos picos de absorcion, sugiriendo un efecto de segundo paso por la excrecién
de metabolitos de los compuestos inicialmente absorbidos a través de la bilis

(Wang et al. 2012).

De igual manera, se ha estudiado el papel del intestino grueso en el

metabolismo de los elagitaninos comparando individuos ileostomizados con
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voluntarios con intestino intacto. De los tres elagitaninos encontrados en las
frambuesas (sanguiina H-10, sanguiina H-6 y lambertianina C), solo se recupero
sanguiina H-6 en el liquido ileal, representando el 25 % de la ingesta inicial; por
el contrario, se encontr6 acido elagico en el mismo compartimento con una
cantidad equivalente al 241 % de su ingesta inicial, sugiriendo su formacién a
partir de la descomposicion de los elagitaninos. En esta investigacion no se
detectaron elagitaninos en plasma de sujetos sanos, indicando su baja o nula
absorcion en el intestino delgado, aunque en orina se encontraron pequefos
niveles de acido elagico y urolitinas, procedentes de la metabolizacion por la
microbiota intestinal, con una variabilidad significativa entre sujetos (del 0,3 %
al 86 % de la ingesta de elagitaninos /acido elagico) (Gonzéalez-Barrio et al.
2010). En estudios anteriores ya se habia reportado que la biodisponibilidad de
elagitaninos varia con la matriz alimentaria de origen, siendo, por ejemplo, mayor
para frambuesas que para fresas, y la existencia de una alta variabilidad
interindividual, sugiriendo una influencia significativa de la microbiota intestinal,
la matriz alimentaria y posibles interacciones con otros componentes de la dieta

(Cerda, Tomés-Barberan y Espin 2005).

Los estudios sobre el papel de microorganismos individuales en el
metabolismo de los polifenoles de las bayas son aun limitados, aunque parece
clara la existencia de una gran variabilidad interindividual, destacando la
capacidad Unica de cada persona para generar metabolitos especificos (Cerda,
Tomas-Barberan y Espin 2005; Ludwig et al. 2015; Lavefve, Howard y Carbonero
2020)

2.3.4.3 Actividad antioxidante

Por definicién, un antioxidante es cualquier sustancia que previene, retrasa
o elimina el dafio oxidativo en una molécula diana. Los potenciales beneficios
para la salud de los polifenoles se han atribuido tradicionalmente a su capacidad
antioxidante, relacionada con su potencial para la captacion de radicales libres y
la quelacion de metales con actividad redox, bien establecidos en sistemas in

vitro y estrechamente relacionada con su estructura (Rice-Evans, Miller y
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Paganga 1996). Muchos compuestos de esta familia han mostrado ser eficaces
en la captura y reduccion de diversas especies reactivas de oxigeno (ROS) y
nitrégeno (RNS), como los radicales hidroxilo ("OH), superédxido (O2°7), Oxido
nitrico (NO"), diéxido de nitrogeno (NO2°), peroxilo (ROO") y radicales peroxilo
lipidico (LOO"), los cuales se producen continuamente durante el metabolismo
normal del organismo (Hallwell y Gutteridge 1998). Igualmente, los polifenoles,
y en particular los flavonoides, son capaces de formar complejos estables con
metales divalentes, como hierro o cobre, a través de sus grupos hidroxilo y restos
carbonilo, que pueden catalizar la produccion de especies oxidantes, conduciendo
a la oxidacion de moléculas como proteinas, lipidos o &cidos nucleicos (Leopoldini,
Russo y Toscano 2011). Mas recientemente se ha sugerido que los polifenoles
podrian ejercer su funcion antioxidante en los sistemas bioldgicos no solo de
manera directa, sino también a través de mecanismos indirectos. Entre estos
mecanismos se incluye la capacidad para regular enzimas antioxidantes y
desintoxicantes, modular vias de sefalizacion redox e influir en la expresion

génica (Hollman et al. 2011; Lépez-Alarcén y Denicola 2013).
2.3.4.3.1. Captacion de radicales libres (ROS)

Una consecuencia inevitable del metabolismo celular en organismos
aerobios es la generacion de radicales libres altamente reactivos de origen
endogeno, conocidos como especies reactivas de oxigeno (ROS), caracterizadas
por la presencia de uno o mas electrones desapareados en su orbital méas
externo. Estos radicales tienden a dirigirse hacia sustratos con alta densidad
electrénica o inestabilidad, como los &tomos de nitrégeno en las proteinas, los
acidos nucleicos (ADN y ARN), y los dobles enlaces presentes en los acidos grasos
insaturados. La interaccion de las ROS con estas moléculas puede provocar
alteraciones en su estructura, lo que conduce a una pérdida de funcionalidad
bioldgica. La generacion de ROS se produce en diferentes lugares dentro de la
célula, principalmente como resultado de diversas reacciones metabdlicas y
procesos bioldgicos. Sin embargo, la mitocondria, y especificamente su cadena

de transporte de electrones (CTE), es reconocida como la principal fuente de
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produccion de ROS (Losada-Barreiro y Bravo-Diaz 2017; Raamsdonk y Hekimi
2010).

La capacidad de los polifenoles para captar radicales libres depende de
varios factores estructurales criticos. Uno de los méas determinantes es la
disposicion y cantidad de grupos hidroxilo en el anillo aromatico, cuya proximidad
y namero directamente influyen en la efectividad antioxidante del polifenol. Estos
grupos facilitan la donacidén de atomos de hidrégeno, esenciales para neutralizar
radicales libres y proteger moléculas biolégicas del estrés oxidativo. Ademas de
los grupos hidroxilo, la estructura plana y la presencia de dobles enlaces
conjugados son fundamentales para la actividad antioxidante de los polifenoles.
Esta configuracion estructural permite una conjugacion electrénica que estabiliza
el radical fenolico después de la donacidn de hidrégeno, reduciendo su
reactividad y mejorando significativamente su capacidad antioxidante.
Adicionalmente, otros grupos funcionales como cadenas de alquilo, dobles
enlaces carbono-carbono y grupos carbonilo (C=0) también impactan la
capacidad de los polifenoles para captar radicales libres. Estos grupos modifican
la estructura del polifenol y su interaccion con los radicales libres, lo cual puede
tener efectos tanto positivos como negativos en su actividad antioxidante

(Losada-Barreiro y Bravo-Diaz 2017; Rice-Evans, Miller y Paganga 1996)

Se ha determinado que los polifenoles exhiben una mayor actividad
antioxidante cuando presentan un mayor numero de sustituyentes hidroxilo
(Blokhina, Virolainen y Fagerstedt 2003). La presencia de agrupamientos catecol
y galol en el anillo B, caracterizados por al menos dos grupos hidroxilo
adyacentes, resulta determinante para una eficaz captacion de radicales libres.
De hecho, la eliminacién de un grupo hidroxilo de un catecol resulta en una
significativa disminucién de la capacidad antioxidante (Santos-Buelga y Gonzalez-
Paramas 2016; Shiba et al. 2008). Por el contrario, la adicion de un grupo
hidroxilo adicional para formar un galol en el anillo B incrementa la actividad
captadora de radicales en comparacion con el catecol. Sin embargo, la
incorporacion de mas grupos hidroxilo no muestra cambios sustanciales en la

captacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Shiba et al. 2008; Wang y

49



Revision Bibliografica

Brumaghim 2011). Otros criterios estructurales que contribuyen a la capacidad
de captacion de radicales libres incluyen la presencia de un doble enlace en C2-
C3 conjugado con un grupo 4-oxo (C=0 en posicién C4) en el anillo C, lo cual
facilita la deslocalizacion de electrones desde el anillo B y la estabilizacién del
radical fenoxi intermedio. También se ha observado que la presencia de grupos
hidroxilo en las posiciones C5 y C7 puede mejorar la actividad antioxidante,
siempre que estén acompafados por el doble enlace C2-C3 (Figura 11.15) (Fraga

et al. 2010; Wang y Brumaghim 2011)

OH
OH

OH
OH O

Figura 11.15. Requisitos estructurales esenciales para la actividad antioxidante de los
compuestos fendlicos.
Fuente: Modificado de Fraga et al. (2010)

La capacidad antioxidante de los flavonoides puede aumentar notablemente
cuando estos se polimerizan, como ocurre en los taninos condensados, debido al
incremento en la cantidad de grupos hidroxilo. Por otro lado, modificaciones de
los grupos hidroxilo, como la glicosilaciébn o la metilacién, suelen reducir el
potencial antioxidante de estas moléculas en comparacion con sus formas
originales. En el caso de los acidos fendlicos, que contienen un grupo acido
carboxilico unido al anillo aromatico o a un sustituyente alquilo, la eficacia de su
capacidad antioxidante varia segun la posicion y la naturaleza de estos
sustituyentes (Heim, Tagliaferro y Bobilya 2002). Entre los antioxidantes mas
potentes y frecuentemente mencionados se encuentran el &cido elagico, el
resveratrol, conocido por su capacidad para donar hidrogeno, el acido galico, los
antocianos, las proantocianidinas, la quercetina y el acido clorogénico (Losada-

Barreiro y Bravo-Diaz 2017).
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2.3.4.3.2. Actividad quelante de metales

La actividad antioxidante de los polifenoles no solo se debe a su capacidad
para neutralizar radicales libres, sino también para actuar como quelantes de
iones metélicos de transicion, como el cobre y el hierro, ademas de ejercer su
accion en metales como el cobalto y el manganeso (Fraga et al. 2010). Este
mecanismo es crucial porque previene la formacion de especies radicales
iniciadoras, catalizadas por estos metales, que pueden causar dafio celular
significativo (Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2016). Por ejemplo, la
interaccion del Cu* con H202 conduce a la formacién de radicales OH" y 027,
mientras que el Fe2+ cataliza, en presencia de peroxido de hidrogeno, la
formacion del radical hidroxilo OH® (Cherrak et al. 2016).

La capacidad de los polifenoles para quelar iones metélicos se basa
principalmente en su estructura quimica, que permite la formacién de complejos
estables con estos iones. Se han identificado dos puntos principales de unién
para los iones metdlicos en las moléculas de compuestos fendlicos. El primero es
la unidad catecol en el anillo B, que se refiere a la presencia de dos grupos
hidroxilo adyacentes. Estos grupos pueden donar electrones para formar enlaces
con iones metalicos como el hierro (Fe2+/Fe3+) y el cobre (Cu+/Cu2+), facilitando
la formacioén de complejos estables mediante interacciones de coordinacion. Esta
union inhibe la capacidad de estos metales para participar en las reacciones de
Fenton y Haber-Weiss, que generan especies reactivas de oxigeno (ROS). El
segundo punto es la funcién 4-oxo en el anillo C, comun en flavonoles y flavonas.
Esta funcion, especialmente cuando se combina con grupos hidroxilo en las
posiciones 3 (en flavonoles) o 5 (en flavonas), crea un sitio efectivo para la
quelacién de iones metalicos (Figura 11.16). Ambos oxigenos, del grupo carbonilo
y del grupo hidroxilo, participan en la union del metal, formando un complejo
bidentado que estabiliza el ion metalico y reduce su reactividad (Losada-Barreiro

y Bravo-Diaz 2017; Pietta 2000; Santos-Buelga y Gonzalez-Paramas 2016).
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Figura 11.16. Requisitos estructurales esenciales asociados a la actividad quelante de los
compuestos fendlicos.
Fuente: Modificado de Fraga et al. (2010)

La capacidad antioxidante descrita para las bayas se debe principalmente a
su contenido de polifenoles, como antocianos, acidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicindmicos, flavonoles y proantocianidinas. Estos compuestos tienen una
destacada capacidad para unirse a metales y disminuir la disponibilidad de hierro
libre a través de la quelacidén. Este proceso ayuda a reducir la produccién de
radicales libres promovida por el hierro, lo que contribuye significativamente a su
efecto antioxidante (Pap et al. 2021). En flavonoles como quercetina y miricetina,
existen dos sitios adicionales de union: entre el 3-hidroxilo y el 4-carbonilo (sitio
3-hidroxilo-4-ceto) o entre el 5-hidroxilo y el 4-carbonilo (sitio 5-hidroxilo-4-ceto)
del anillo C (Figura 11.16) (Mira et al. 2002). Estudios sobre la union de metales
a quercetina a pH fisioldgico revelan que la union de metales en 5-hidroxilo-4-
ceto es menos favorable que en 3-hidroxilo-4-ceto, probablemente debido a las
diferencias en los valores de pK entre ambos grupos hidroxilo (Fernandez et al.
2002; Mira et al. 2002). Por otro lado, se ha observado que los antocianos con
dos o mas grupos hidroxilo libres en el anillo B tienen la capacidad de quelar
iones metalicos multivalentes, como Fe2+, Fe3+, Cu2+, Mg2+, Al3+, Ga3+, Ti2+y
Sn2+, Esta actividad quelante contribuye a la estabilidad del color de los
antocianos, intensificando su tonalidad (efecto hipercroméatico), y produce
cambios de tonalidad hacia el azul, especialmente a pH < 6. En particular, los

antocianos con estructuras catecol (como cianidina) o pirogalol (como delfinidina)

52



Revision Bibliografica

en el anillo B son particularmente efectivas en la quelacién de metales (Tang y
Giust 2020).

2.3.4.3.3. Capacidad para modular enzimas pro-oxidantes

La capacidad de los polifenoles para modular la actividad de enzimas
relacionadas con los mecanismos antioxidantes enddgenos constituye una
interaccion compleja y beneficiosa en la proteccién celular contra el estrés
oxidativo (LU et al. 2010). Por una parte, estos compuestos tienen la capacidad
de aumentar la expresibn de enzimas antioxidantes como la superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx). Ademas, pueden
inhibir la expresion o la actividad de enzimas que generan especies reactivas de
oxigeno (ROS), como nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH)
oxidasa, que cataliza la produccion de Oz°~ en neutrdfilos activados, y la xantina
oxidasa (XO), que oxida hipoxantina y xantina acido urico, generando Oz~ y H>0>
(Gonzalez-Manzano et al. 2012; Szwajgier, Borowiec y Pustelniak 2017). Por
consiguiente, los polifenoles pueden actuar como cofactores o inhibidores de
estas enzimas, dependiendo de su estructura quimica y su interaccién especifica
con los sitios activos enzimaticos. Por ejemplo, algunos polifenoles mejoran la
actividad enzimatica de las SODs, que convierten superéxido (O2°7) en perdxido
de hidrogeno (H202), reduciendo asi el estrés oxidativo celular y, asimismo,
incrementan la actividad de la catalasa, que descompone el H>.O, en agua y
oxigeno, proporcionando una proteccion adicional contra los efectos perjudiciales
del perdxido de hidrogeno (LU et al. 2010).

Los polifenoles no solo afectan la actividad de enzimas implicadas en
procesos redox, sino que también pueden inducir la expresion génica de enzimas
destoxificantes de fase Il a través de diversas vias de sefializacion celular, siendo
la via Keapl-Nrf2 una de las mas estudiadas y esenciales para la respuesta
antioxidante y defensa celular contra el estrés oxidativo. Entre las enzimas
inducidas por los polifenoles se incluyen la NAD(P)H-quinona oxidorreductasa 1
(NQOL1), glutation-S-transferasa (GST) y UDP-glucuronosil transferasa, cruciales

en la neutralizacion y eliminacion de toxicos electrofilicos del organismo. La NQO1
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desempefia un papel clave al reducir quinonas y otras sustancias potencialmente
toxicas que pueden inducir estrés oxidativo. Por su parte, las GSTs facilitan la
conjugacion del glutation con compuestos electrofilicos, aumentando su
solubilidad en agua y facilitando su excrecion. Las UDP-glucuronosil transferasas
catalizan la glucuronidacién, un proceso en el cual el acido glucurénico se une a
sustancias lipofilicas para facilitar su eliminacién a través de la orina. Estos
mecanismos son esenciales para la destoxificacion de xenobioticos y metabolitos
endogenos que podrian resultar perjudiciales para las células (Shih, Yeh y Yen
2007). La induccion de elementos reguladores de fase Il, como los elementos de
respuesta antioxidante (ARE) o elementos de respuesta a electréfilos (EpRE), es
fundamental para la adaptacion celular ante la toxicidad de los compuestos
fendlicos. Estos compuestos pueden generar quinonas potencialmente toxicas
que, a su vez, son sustratos de las enzimas antioxidantes, activando estas
enzimas para su propia desintoxicacion y fortaleciendo las defensas del
organismo contra xenobioticos potencialmente toxicos (Gonzalez-Paramas et al.
2018).

La variedad de acciones bioquimicas de los polifenoles resalta su potencial
como posibles agentes terapéuticos y preventivos en el tratamiento de
enfermedades asociadas al estrés oxidativo y al envejecimiento. Mejorar la
comprensién de estos mecanismos no solo amplia el conocimiento sobre el papel
de los polifenoles en la salud, sino que también abre nuevas oportunidades para
desarrollar estrategias nutricionales y terapéuticas basadas en estos compuestos

naturales.

2.3.4.4 Estrés oxidativo en el envejecimiento

El envejecimiento se puede definir de diversas maneras, cada una desde
una perspectiva diferente. Una de las definiciones mas aceptadas lo describe
como el conjunto de transformaciones morfoldgicas, metabdlicas, funcionales y
psicolégicas que ocurren de manera irreversible en los organismos vivos con el
tiempo. Estas transformaciones resultan en una disminucion de la capacidad de

adaptacion a los cambios del entorno y una mayor dificultad para mantener la
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homeostasis interna. Como consecuencia, aumenta la vulnerabilidad y la

fragilidad del organismo (Zhor et al. 2023)

A lo largo de los afos, se han propuesto numerosas teorias para explicar
estos cambios, que se agrupan bajo el término general de "teorias del
envejecimiento”. En el siglo XX se propuso una de las primeras teorias
estructuradas, denominada “Teoria del Desgaste”. Charles Sherrington, propuso
que el envejecimiento se producia por la acumulacion de dafio fisico en los tejidos
del cuerpo a lo largo del tiempo; sin embargo, esto carecia de una
fundamentacion biolégica y molecular. En 1950, Denham Harman introdujo la
“Teoria del Estrés Oxidativo”. Como su nombre indica, esta teoria establece un
vinculo entre el estrés oxidativo y el envejecimiento. Se plante6 que a medida
que envejecemos, la eficiencia de las enzimas antioxidantes y la produccion de
moléculas antioxidantes endogenas disminuyen y los mecanismos de reparacion
del ADN vy las proteinas dafiadas se deterioran. Estos factores provocan un
aumento en los niveles de estrés oxidativo y esto a su vez se traduce en un mayor
riesgo  de desarrollar enfermedades cronicas, como enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas (como el Alzheimer y el Parkinson) y
cancer. Esta teoria ha ganado prominencia y, hasta el dia hoy, sigue siendo una
de las explicaciones mas aceptadas del envejecimiento desde una perspectiva
molecular. Simultdneamente, Peter Mitchell y colaboradores, en la década de
1970, plantearon la “Teoria Mitocondrial de Envejecimiento por Radicales Libres”.
Esta teoria incide en la disfuncién mitocondrial asociada al envejecimiento de las
células somaticas especializadas, donde las ROS generadas en las mitocondrias
dafian el ADN mitocondrial (ADNmt). Este dafio conduce a una disminucion en la
renovacion mitocondrial debido a la progresiva alteracion oxidativa de proteinas
y lipidos de sus membranas, lo que a su vez promueve la autofagia de estas
estructuras. Como resultado, se produce una reduccion correspondiente en la
produccion de adenosin trifosfato (ATP). Posteriormente, con los avances de la
investigacion en genética y biologia molecular han surgido nuevas teorias, entre

las cuales se encuentra el acortamiento de los telémeros, estructuras protectoras
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en los extremos de los cromosomas, que contribuiria al envejecimiento celular y
a la senescencia (Bapteste et al. 2023; Pérez et al. 2009; Vifia 2019).

Es importante mencionar que la generacion de ROS no es la Unica causa
del envejecimiento celular. Los fallos en los procesos bioldgicos, como
ineficiencias metabdlicas, presencia de proteinas no funcionales y mutaciones
también juegan un papel crucial en este proceso. Bajo esta premisa, las
estrategias para prolongar la vida deberian ir encaminadas tanto a disminuir la
acumulacion de dafio como a desplazar el metabolismo celular hacia estados en
los que se generen diferentes tipos de dafio, para minimizar su efecto.
Actualmente, las investigaciones sobre el envejecimiento estan siendo
encaminadas hacia las areas de la plasticidad neural, la epigenética y la
inflamacién croénica, con el fin de comprender mejor los mecanismos subyacentes
al envejecimiento y desarrollar estrategias para promover una longevidad
saludable y prevenir enfermedades relacionadas con la edad (Benedetto y Miiller
2019).

2.4 Caenorhabditis elegans
2.4.1 Caracteristicas generales

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre, conocido
comunmente como gusano redondo no segmentado, y es ampliamente utilizado
como organismo modelo en biologia y genética. Fue descrito por primera vez en
1900 por el zo6logo Emile Maupas, quien lo llam6 Rhabditis elegans. En 1940,
Ellsworth Dougherty reclasificoO la especie dentro del género Caenorhabditis,
renombrandola como Caenorhabditis elegans, nombre que se mantiene hasta
hoy. Etimolégicamente, Caeno significa nuevo, rhabditis varilla, y elegans bonito
(Hope 1999).

El uso de C. elegans en la investigacion comenzé en 1963 cuando el
cientifico britanico Sydney Brenner obtuvo la cepa N2 y la seleccioné6 como
organismo modelo para estudios de biologia del desarrollo, especialmente atil en
estudios genéticos, debido a su simplicidad y facilidad para manipular
genéticamente. Actualmente, la cepa N2 es la cepa silvestre de referencia
(Brenner 1973).

56



Revision Bibliografica

Caenorhabditis elegans habita en el suelo y es capaz de tolerar un amplio
rango de temperaturas intermedias, por lo que se encuentra en la mayoria de las
regiones templadas del mundo. Su principal fuente de alimento proviene de
microorganismos, especialmente bacterias como Escherichia coli o Bacillus
subtifis (Hodgkin 2005). Para su supervivencia y reproduccion, este organismo
requiere condiciones ambientales especificas, como temperaturas que oscilen
entre los 10 y 25 °C, niveles adecuados de humedad, la presencia de oxigeno
atmosférico y acceso a una fuente de alimento, como cepas no patégenas de la
bacteria E£. coli. Esto hace posible cultivarlo en el laboratorio en grandes
cantidades, tanto en medio liquido como en placas Petri, y propagar rapidamente
formas mutantes de una manera facil y barata (C Kenyon 1988).

Las larvas de C. elegans recién eclosionadas miden aproximadamente 0,25
mm, mientras que los adultos alcanzan alrededor de 1 mm de longitud y tienen
un diametro de 70-80 um. No emiten olor intenso y su pequefio tamafio y cuerpo
transparente permiten observar sus células y Organos internos con un
microscopio binocular (Corsi, Wightman y Chalfie2015). Se desplazan creando
leves ondas sinusoidales en un plano dorsoventral. Existen dos formas sexuales,
macho y hermafrodita autofertilizante, lo que facilita su cultivo en grandes
cantidades en el laboratorio. Sin embargo, debido a su rapido crecimiento y
capacidad de autofertilizacion, es necesario tomar medidas especiales para
estabilizar un cultivo sincronizado (Meneely, Dahlberg y Rose 2019).

Otras caracteristicas importantes del nematodo incluyen la eutelia, es decir,
un ndamero constante de células (el gusano macho presenta 1031 células
somaticas y el gusano hermafrodita 959) y un linaje celular practicamente
invariable. Estas caracteristicas han sido fundamentales para la deteccién y
obtencion fiable de fenotipos mutantes (Sulston et al. 1983).

En 1998, se completd la secuenciacion del genoma de C. elegans, siendo el
primer organismo multicelular en lograr este hito. El tamafio de su genoma
corresponde a 100.258.171 pares de bases (Hodgkin 2005). Este logro fue
fundamental para la biologia molecular y la gendmica. Su importancia en la
investigacion fue reconocida en 2002 cuando Sydney Brenner, John Sulston y

Robert Horvitz recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por sus
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descubrimientos sobre la regulacion genética del desarrollo de érganos y la
muerte celular programada en este organismo. En 2006, Andrew Fire y Craig
Mello también recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por descubrir
el mecanismo de interferencia de ARN (RNAIi) en C. elegans, una técnica que
permite silenciar genes especificos y ha revolucionado la biologia molecular
(Corsi, Wightman y Chalfie 2015).

El impacto de C. elegans en la investigacion cientifica es amplio y profundo.
Este organismo ha sido esencial en estudios sobre el envejecimiento y la
longevidad, ayudando a identificar genes y vias que afectan la duracion de la
vida. Ademas, ha facilitado la comprension de la muerte celular programada
(apoptosis) y sus mecanismos, lo que tiene importantes implicaciones para la

salud y las enfermedades (Meneely, Dahlberg y Rose 2019).

2.4.2 Anatomia

e Morfologia

El plano de su cuerpo esta formado por un tubo exterior y un tubo interior
separados entre si por un espacio pseudocelémico. El tubo externo esta formado
por cuticula, hipodermis, musculatura, sistema nervioso, sistema excretor,
gonadas y coelomocitos. Mientras que el tubo interno, estd formado por el
musculo de la faringe junto a su sistema nervioso autonomo y el intestino (Riddle

et al. 1997) (Figura 11.19).

Pseudoceloma
\ Lado Dorsal
Intestino

Gonada

Musculo _ Lado Ventral

Cordén Nervioso

Hipedermis

Figura 11.19 Anatomia de Caenorhabditis elegans: seccion transversal del cuerpo principal
Fuente: (Corsi, Wightman y Chalfie 2015)
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El tubo externo esta revestido por una cuticula que desempefia varias
funciones cruciales para la supervivencia y el funcionamiento del nematodo.
Principalmente compuesta de colageno, esta cuticula forma una matriz fibrilar
resistente y también contiene otras proteinas estructurales que contribuyen a su
resistencia y flexibilidad. Ademas de servir como una barrera fisica que protege
al nematodo contra dafios mecanicos, infecciones microbianas y deshidratacion,
la cuticula proporciona puntos de anclaje para los muasculos del nematodo,
permitiendo asi su movimiento coordinado y la locomocién (Hodgkin 2005). A
pesar de su funcion protectora, la cuticula también presenta cierta permeabilidad
a gases, liquidos y moléculas pequefas, lo que facilita el intercambio de gases
respiratorios y la absorcion de nutrientes a traves de ella. Esto contribuye al
metabolismo y la homeostasis del nematodo. Caenorhabditis elegans
experimenta un proceso de muda periodica, durante el cual elimina su cuticula
antigua y secreta una nueva. Este proceso permite el crecimiento y desarrollo del
nematodo al liberarse de su antigua cuticula. La cuticula recién formada es
inicialmente mas suave y flexible antes de endurecerse con el tiempo (Kramer
2018). La hipodermis de C. elegans se localiza bajo su cuticula externa y tiene la
funcion de secretar esta estructura; ademas, juega un papel relevante en la
regulacion del equilibrio osmaotico y en la interaccion del organismo con su

entorno (Chisholm y Hsiao 2013; Hodgkin 2005).

La estructura muscular de C. elegans esta compuesta por un conjunto de
musculos longitudinales y oblicuos que se extienden a lo largo de su cuerpo.
Estos musculos estan organizados en cuatro bandas y se conectan a la cuticula
a través de la hipodermis. Estan inervados por los cordones nerviosos dorsales
(CND) y ventrales (CNV) y permiten el movimiento del nematodo mediante
contracciones coordinadas, lo que genera las caracteristicas ondas sinusoidales
de movimiento en un plano dorsoventral (Bird y Bird 1991). Ademas de los
musculos longitudinales, hay mdusculos oblicuos que conectan las bandas
longitudinales y contribuyen al movimiento y la locomocion del nematodo. Estos
musculos estan controlados por el sistema nervioso del animal, lo que permite

una coordinacion precisa de los movimientos. La musculatura de C. elegans es
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esencial para su capacidad de desplazamiento y exploracién del entorno (White,
Southgate y Brenner 1986).

e Sistema nervioso

El sistema nervioso de C. elegans, a pesar de tener un ndamero
relativamente pequefio de neuronas, es un modelo importante para comprender
los principios bésicos de la neurobiologia, debido a su estructura altamente
organizada y su capacidad para generar comportamientos complejos (White,
Southgate y Brenner 1986).

Los nematodos hermafroditas presentan 302 células nerviosas, mientras
gue los machos cuentan con 383 células nerviosas. Las neuronas extra de los
machos se encuentran localizadas en la cola masculina especializada para la
cOpula (Cook et al. 2019). La mayoria de las células del sistema nervioso estan
dispuestas en ganglios en la cabeza, en la médula ventral y en la cola, y forman
un intrincado sistema de conexiones sinapticas, que han sido meticulosamente
mapeadas, lo que permite una transmision de sefales eléctricas y quimicas

altamente especifica a lo largo del sistema nervioso (Hobert 2010).

El ganglio cefélico, o anillo nervioso, actia como su principal centro de
procesamiento. Desde este centro, los cordones nerviosos dorsales y ventrales,
gue contienen axones de neuronas motoras y sensoriales, se extienden a lo largo
del cuerpo del nematodo, coordinando comportamientos esenciales como la
locomocidn, la busqueda de alimento, la respuesta a estimulos ambientales y la
interaccion social entre individuos (Figura 11.20) (Goodman y Schwarz 2003;
Oikonomou, Shaham y Words 2011).
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. Corddn
Corddn Dorsal
Nervios anfidiales VG Ventral

ADULTO HERMAFRODITA

ADULTO MACHO

Corddn Ventral

Figura 11.20. Principales tractos nerviosos y ganglios de un hermafrodita y un macho adultos
de Caenorhabditis elegans: CG: ganglio cloacal; DRG: ganglio dorsorrectal; LG, ganglio lumbar;
PAG, ganglio preanal; RVG: ganglio retrovesicular; VG, ganglio ventral.

Fuente: (Cook et al. 2019)

Aungue el sistema nervioso de C. elegans es mayormente fijo en cuanto al
namero y la conectividad de las neuronas, exhibe cierto grado de plasticidad
neuronal. Esto se refleja en su capacidad para adaptarse a cambios en el entorno
y en la capacidad de aprendizaje y memoria, que se ha demostrado en estudios

experimentales (Oikonomou y Shaham 2011).

e Sistema digestivo

El sistema digestivo esta formado por una faringe y un intestino, que se
extiende desde la cabeza a la cola. La boca, ubicada en el extremo anterior del
cuerpo, sirve como la entrada al sistema digestivo y esta rodeada por labios
equipados con estructuras sensoriales para la localizaciébn y manipulacion del
alimento (Riddle et al. 1997). Justo después de la boca, se encuentra la faringe,
una estructura muscular en forma de bomba que succiona el alimento,
principalmente bacterias, y lo dirige hacia el intestino. La faringe cuenta con
células musculares y nerviosas especializadas que regulan su contraccion y
relajacion, facilitando asi una ingesta eficiente de alimentos (Figura 11.21) (Avery
y Shtonda 2003).
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Figura 11.21. Anatomia faringea de Caenorhabditis elegans
Fuente: (Wormatlas 2024)

El intestino de C. elegans es un tubo largo y hueco que se extiende desde
la faringe hasta el ano. Esta compuesto por una sola capa de células epiteliales,
lo que facilita la absorcion de nutrientes. En este 6rgano, los alimentos son
digeridos por enzimas digestivas producidas por las células intestinales, lo que
permite la absorcién de nutrientes esenciales a través de la membrana intestinal.
Este proceso garantiza que el nematodo obtenga los componentes necesarios
para su crecimiento y mantenimiento (Dimov y Maduro 2019). En el extremo
posterior del cuerpo se encuentra el ano, que actia como el punto de salida de
los desechos solidos no digeridos. A través de contracciones musculares
coordinadas, los desechos son expulsados del cuerpo, completando asi el proceso
digestivo y manteniendo la higiene interna (Corsi, Wightman y Chalfie2015).

Caenorhabditis elegans es un predador voraz que muestra una notable
capacidad para ingerir diversos tipos de particulas y organismos pequefios
presentes en su entorno. Esta versatilidad en su dieta le permite adaptarse a
diferentes ambientes y fuentes de alimento, lo que es beneficioso tanto en la
naturaleza como en el laboratorio (Shen etal. 2018). Utilizando sus
quimiosensores y mecanosensores, C. elegans localiza las bacterias en el medio
de cultivo y las ingiere con alta eficiencia, como lo demuestra su capacidad para
ingerir £. coli en el laboratorio, alcanzando casi un 50 % de eficiencia. La
simplicidad y eficacia de su sistema digestivo, junto con su capacidad para ingerir
diversos tipos de alimento, hacen de este nematodo un organismo modelo ideal

para estudios de biologia y genética (Lewis y Flemingt 1995).
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e Sistema excretor

Su sistema excretor es un ejemplo de simplicidad y eficiencia bioldgica,
siendo esencial para la homeostasis y la eliminacion de desechos metabdlicos.
Este sistema esta dominado por una estructura principal, la célula H, que se
extiende a lo largo del cuerpo del nematodo. La célula H destaca no solo por su
tamano y forma, sino también por sus prolongaciones que se ramifican y
conectan a varias partes del cuerpo, facilitando la distribucion y recoleccién de
fluidos corporales (Riddle et al. 1997). Los conductos excretores, que se originan
en la célula H, se dirigen hacia la parte anterior del cuerpo y desembocan en un
poro excretor localizado cerca de la boca del nematodo. A través de este poro,
los productos de desecho metabdlico y el exceso de agua son expulsados del
cuerpo, asegurando asi la limpieza interna del organismo y la eliminacién de

sustancias potencialmente toxicas (Figura 11.22) (Nelson y Riddle 1984).

Canales excretores
anteriores

]

Canales excretores
stino  posteriores

Poro excretor Célula de unidn
al poro

Figura 11.22. Diagrama en perspectiva (anteriormente cercano, posterior lejano) que muestra
la posicién de las células del sistema excretor y los largos canales tubulares que se extienden a
lo largo de Caenorhabditis elegans.

Fuente: (Buechner, Yang y Al-Hashimi 2020)

La osmorregulacién es otra funcion critica del sistema excretor de C.
elegans. Al regular el balance de agua y solutos, este sistema mantiene la
homeostasis interna, vital para el funcionamiento oOptimo del nematodo en
diversas condiciones ambientales. La capacidad de osmorregulacion le permite

adaptarse a cambios en la disponibilidad de agua y en la concentracion de solutos
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en su entorno (Nelson y Riddle 1984). La actividad del sistema excretor esta
regulada por sefales neuroendocrinas, que ajustan la excrecion en respuesta a
las necesidades fisiologicas del nematodo. Estas sefales aseguran el
funcionamiento adecuado del sistema excretor, permitiendo al nematodo
responder eficientemente a desafios ambientales y mantener su equilibrio interno

(Hedgecock y White 1985).

e Sistema inmune

El sistema inmunitario de C. elegans es menos complejo que el de los
mamiferos, sin embargo, presenta una serie de mecanismos eficaces para
combatir las infecciones y responder a los estimulos externos. Se basa en una
respuesta innata que implica el reconocimiento de patrones moleculares
asociados con microorganismos invasores, utilizando receptores especificos para
detectar la presencia de patdégenos como bacterias y hongos, desencadenando
respuestas defensivas. Un importante mecanismo de defensa es la produccién de
péptidos antimicrobianos, los cuales actian como agentes antimicrobianos,
alterando la integridad de la membrana celular bacteriana y causando la muerte
de los microorganismos invasores (Fares y Grant 2002; Schulenburg y Félix
2017). Ademas, C. elegans recurre a la fagocitosis como estrategia para eliminar
patdgenos, donde células fagociticas engullen y destruyen microorganismos
invasores, contribuyendo a la erradicacion de infecciones y la limpieza de residuos
celulares. Aunque estas células son menos especializadas que los macréfagos y
neutroéfilos de mamiferos, desempefian un papel vital en la respuesta inmune del
nematodo (Schulenburg y Félix 2017). Actualmente, se conoce que la regulacion
y coordinacion de su sistema inmunitario se realiza mediante diversas vias de
sefalizacion y factores de transcripcion. Estas vias, como la del factor de necrosis
tumoral (TNF) y la del factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1), controlan
la expresion de genes relacionados con la defensa contra patégenos y la
respuesta inmune (D. Kim y Ewbank 2018).

Caenorhabditis elegans no posee un sistema inmunitario adaptativo con
memoria inmunoldgica. Sin embargo, se ha observado cierto grado de respuesta

inmune "adaptativa” en estudios experimentales. Esto sugiere que el nematodo
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puede desarrollar resistencia a patdbgenos previamente encontrados, aunque este
proceso aun no se comprende completamente (Pujol et al. 2001).

e Sexo y sistema reproductor

Caenorhabditis elegans posee 5 cromosomas somaticos diploides (I, 11, 111,
IV, V) y un cromosoma sexual. Este ultimo determina el sexo; en hermafroditas
es diploide (XX) y en machos es haploide (XO). Ademas, presenta dos formas
principales de reproduccién: fecundacion cruzada y autofecundacion (Hodgkin
2005).

En la fecundacion cruzada, C. e/legans puede presentar dos sexos distintos:
machos y hermafroditas. Los machos son relativamente escasos en la poblacion
natural, representando aproximadamente solo el 0,1 %. Estos individuos poseen
un sistema reproductor masculino que incluye génadas y 6rganos copulatorios
especializados llamados espiculas, que se utilizan durante el proceso de cépula
para transferir esperma a las hembras hermafroditas.

Los hermafroditas son la forma reproductora mas comuan. Estos organismos
tienen la capacidad de producir tanto esperma como 6vulos en sus gonadas, lo
que les permite autofecundarse. La autofecundacion implica la fertilizacién de los
ovulos por el esperma producido por el mismo individuo, lo que resulta en la
generacion de una descendencia genéticamente idéntica al progenitor (Figura
11.23). Esta capacidad de autofecundacién es una caracteristica distintiva de C.
elegans y ha sido objeto de numerosos estudios en genética y biologia del
desarrollo (Jorgensen y Mango 2002; Zarkower y Biology 2005).

Las estructuras reproductoras, conocidas como goénadas, desempefian un
papel fundamental en la producciéon de gametos y el desarrollo embrionario de
C. elegans. Estas formaciones se situan en el centro del cuerpo del nematodo y
se encargan de generar y madurar tanto Ovulos como espermatozoides,
dependiendo del sexo del individuo. En los nematodos hermafroditas, las gonadas
adoptan una disposicion bilateral compuesta por dos brazos gonadales enrollados
simétricamente en ambos lados del cuerpo. Cada brazo gonadal estd compuesto
por células germinales en diferentes estados de desarrollo, desde células
germinales inmaduras hasta 6vulos maduros. Durante el proceso de ovogénesis,

estas células germinales evolucionan hasta convertirse en 6vulos, los cuales son
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liberados en el atero del nematodo para su posterior fecundacién o deposicion.
En los nematodos machos, las gbnadas son estructuras mas simples conformadas
por dos testiculos que albergan células germinales en distintas fases de
desarrollo, desde etapas iniciales hasta espermatozoides maduros. Estos
espermatozoides son liberados en el medio ambiente durante la copula, donde
pueden fertilizar los 6vulos presentes en el Utero de las hembras hermafroditas.
La actividad de las génadas esta regulada por diversos factores genéticos y
ambientales que influyen en la proliferacion, diferenciacion y maduracion de las
células germinales, asi como en la liberacion de los gametos (Sawada, Inoue y
Iwano 2014; Singson 2001). A pesar de su aparente simplicidad, el estudio del
sexo y el sistema reproductor de C. elegans ha proporcionado valiosos
conocimientos sobre una variedad de mecanismos biolégicos, incluyendo la
diferenciacion sexual, la evolucion del sexo y la genética de la reproduccion
(Singson 2001).

XX HERMAFRODITA

X0 MACHO

Espicula

Organo
Copulatorio

Vesicula Seminal cloaca Rayos
Vaso deferente

Figura 11.23. Anatomia de C. elegans. Principales estructuras anatémicas de un individuo
hermafrodita y un macho.
Fuente: (Sawada, Inoue y lwano 2014)
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2.4.3 Ciclo de vida

El ciclo de vida de C. elegans (Figura 11.24) comienza con la fertilizacion del
ovulo, mediante autofecundacion en hermafroditas o a través de fecundacion
cruzada con machos. Una vez fertilizados, los évulos se desarrollan en el Gtero
del nematodo hermafrodita y, tras una serie de divisiones celulares rapidas y
controladas, forman las capas germinales necesarias para el desarrollo del
organismo. Aproximadamente 12-14 horas después de la fertilizacién, las larvas
L1 eclosionan del huevo y comienzan a alimentarse de bacterias (Hodgkin 2005).

El desarrollo larval de C. elegans incluye cuatro estadios: L1, L2, L3 y L4.
Durante el estadio L2, si las condiciones ambientales son desfavorables, las larvas
pueden entrar en un estado de reposo conocido como dauver, 1o que les permite
sobrevivir largos periodos sin comida. Cuando las condiciones mejoran, las larvas
dauver reanudan su desarrollo normal. En los estadios L3 y L4, las larvas
experimentan un crecimiento rapido y una mayor diferenciacion, especialmente
en los 6rganos reproductivos, preparandose para la madurez sexual (Figura 11.25)
(Brenner 1974; Zarkower y Biology 2005).

Tras completar los cuatro estadios larvales, alcanzan la madurez sexual en
aproximadamente tres dias a una temperatura de 20 °C. Este periodo de
reproduccion dura varios dias, durante los cuales los nematodos pueden producir
una gran cantidad de descendientes. Los hermafroditas pueden producir hasta
300-350 huevos a través de autofecundacion, y este nimero puede aumentar si

hay apareamiento con machos (Félix 2010; Singson 2001).

Con el envejecimiento, la capacidad reproductiva de los adultos disminuye,
y eventualmente dejan de producir 6vulos. En condiciones de laboratorio, un
adulto puede vivir hasta 2-3 semanas, durante las cuales pasa por un periodo de
senescencia antes de morir. Su ciclo de vida rapido y bien definido, junto con la
capacidad para adaptarse a diferentes condiciones ambientales, lo convierte en
un organismo modelo valioso para la investigacion cientifica proporcionando una

vision clara de los procesos de desarrollo y reproducciéon (Sulston et al. 1983).
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Figura 11.24. Ciclo de vida de C. elegans a 20 °C.
Fuente: http://www.wormatlas.org/

Figura 11.25. Etapas del desarrollo de C. elegans bajo condiciones de laboratorio
Fuente: (Wormatlas 2024)
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2.4.4 Caenorhabditis elegans como organismo modelo

Caenorhabditis elegans es un importante organismo modelo en diversos
campos de investigacion debido a sus caracteristicas Unicas y su capacidad para
ofrecer informacién valiosa en la elucidacion de procesos bioldgicos esenciales y
enfermedades humanas (Riddle etal. 1997). Actualmente es utilizado en
gendmica, biologia celular, neurociencias y estudios de envejecimiento (Nigon y
Feélix 2013).

Destaca por ser un organismo multicelular con un sistema de 6rganos y
tejidos completamente desarrollado, lo que facilita el estudio de la biologia de un
organismo complejo en un entorno controlado. Ademas, su reducido tamafio,
ciclo de vida corto y transparencia permiten una observacién y experimentacion
eficientes, posibilitando la realizacion de estudios detallados en un corto periodo
de tiempo (Corsi, Wightman y Chalfie2015). Este nematodo ha desempefiado un
papel crucial en la elucidacion de las vias genéticas que regulan procesos
celulares esenciales como el desarrollo, la muerte celular y el envejecimiento
(O'Reilly et al. 2013).

Los investigadores cuentan con una variedad de herramientas genéticas
avanzadas para trabajar con C. elegans. Estas incluyen las deleciones especificas,
gue emplean técnicas como la mutagénesis, que introduce mutaciones aleatorias
mediante radiacion o agentes quimicos, y CRISPR-Cas9 para eliminar segmentos
especificos del ADN. Ademas, las microinyecciones de ADN se utilizan para crear
transgenes que se expresen en lineas somaticas y germinales, mientras que el
bombardeo biolistico facilita la introduccion de ADN en las células mediante la
propulsién de particulas recubiertas de ADN. Por otro lado, la técnica de RNA de
interferencia (RNAI), relacionada con el silenciamiento especifico de genes,
también es una herramienta poderosa para el estudio de la funcion génica (Shen
et al. 2018).

La apreciacion de C. elegans en la investigacion también se atribuye a la
conservacion de rutas moleculares y celulares con los humanos, con una
homologia genética compartida entre el 60 % y el 80 %. Aproximadamente el 40
% de los genes humanos asociados con enfermedades tienen ortélogos en C.

elegans, 1o que lo convierte en un buen modelo para estudiar enfermedades
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humanas complejas, como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la diabetes o algunos procesos relacionados con el cancer. Por
ejemplo, investigaciones con este organismo modelo han permitido identificar
genes y vias que contribuyen a la acumulacion de proteinas toxicas en la
enfermedad de Alzheimer y la neurodegeneracion en la enfermedad de
Parkinson. Ademas, ha sido Util para estudiar la regulacién de los niveles de
azucar en sangre y la resistencia a la insulina en diabetes, asi como la

proliferacion celular y la apoptosis en cancer (Kaletta y Hengartner 2006).

3.4.4.1 Rutas moleculares y genes implicados en el envejecimiento y

respuesta a estres

Numerosos estudios en el nematodo Caenorhabditis elegans han
demostrado la existencia de diversos genes y vias de sefializacion, altamente
conservados en los mamiferos, que regulan la respuesta al estrés y el
envejecimiento en estos organismos. Ademas, han proporcionado valiosa
informacion sobre los mecanismos que regulan estos procesos. Parte de estas
investigaciones han explorado cémo los compuestos fenolicos afectan los
mecanismos moleculares especificos en C. elegans, como se detalla en el
apartado 3.4.5. Entre estos mecanismos se incluyen las rutas de sefalizacion de
la insulina/IGF-1, sir-2.1/SIRT1, TOR, skn-1, linea germinal, y genes relacionados
con la funciébn mitocondrial, que controlan procesos biolégicos fundamentales
como la reproduccion, el desarrollo, el metabolismo, el ciclo celular, el
mantenimiento somatico, la longevidad y la resistencia al estrés (Shen et al.
2018).

o Ruta de seializacién de la insulina/IGF-1

La ruta de sefalizacion de la insulina/factor de crecimiento similar a insulina
tipo 1 (IGF-1, Insulin-like Growth Factor), comunmente referida como 11S, juega
un papel importante en la regulacion del crecimiento, desarrollo, metabolismo y
longevidad en una amplia variedad de organismos, desde simples invertebrados

hasta mamiferos (Altintas, Park y Lee 2016). En C. elegans, la via de sefalizacion
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de la insulina regula procesos fisioldgicos tales como la formacion del estado de
resistencia dauer, el envejecimiento y la longevidad, el metabolismo y la
capacidad de respuesta frente a diversos tipos de estrés ambiental, como el
estrés osmoético, la hipoxia, la escasez de alimentos, el estrés térmico, la toxicidad
por metales y el estrés oxidativo. Para ello, 1S coordina la transmision de sefiales
de manera secuencial y adaptativa, ajustandose a las condiciones del entorno
(Altintas, Park y Lee 2016; Schuster et al. 2010; Tullet et al. 2009)

El proceso comienza cuando la insulina se une al receptor de insulina (IR)
y el IGF-1 al receptor IGF-1 (IGF-1R). Ambos receptores transmembranales son
tirosina quinasas receptoras (RTK), lo que significa que tienen actividad
enzimatica intrinseca. Esta particularidad, les permite fosforilar una variedad de
sustratos, principalmente a miembros de la familia de proteinas IRS (sustratos
del receptor de insulina), en residuos de tirosina, sirviendo como plataformas de
anclaje para otras proteinas con dominios SH». Varios componentes claves de la
IIS en C. elegans estan conservados evolutivamente, como daf-2 y age-1,
ortologos del receptor insulina/IGF-1 (InR) y de la quinasa3-OH fosfatidilinositol
(PI3K), respectivamente. En ambos gerontogenes se encontraron mutaciones
gue duplican la vida media en la cepa silvestre del nematodo (Friedman y
Johnson, 1988; Kenyon et al.,, 1993). Este descubrimiento junto con la
modulacién por hormonas peptidicas representaron los primeros hallazgos en la
genética del envejecimiento en C. elegans (Kimura et al. 1997; Louis Lapierre y
Hansen 2008).

Caenorhabditis elegans expresa unos 40 péptidos del tipo a la insulina
(ILPs), que pueden ser antagonistas o agonistas de DAF-2. Por ejemplo, durante
el estrés o escasez de alimento, antagonistas como INS-1 son capaces de inhibir
la sefalizacion de DAF-2 y como consecuencia activar DAF-16 y promover la
resistencia al estrés y el desarrollo del estado dawer. Por el contrario, en
situaciones de abundancia de alimentos, los agonistas como INS-70 activan la
sefializacion de DAF-2 y promueven la reproduccion y el crecimiento del
nematodo. La activacion de DAF-2 se produce cuando los ILPs se unen al

receptor, induciendo a un cambio conformacional y por consiguiente la
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fosforilacion de los residuos tirosina en el receptor y la activacion de AGE-1 (Louis
Lapierre y Hansen 2008).

Una vez activada, AGE-1 cataliza la conversion de fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato (PIP2) en fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), lo que conlleva el
aumento de la concentracion de PIP3 en la membrana celular. Por otro lado,
cuando esta activo, DAF-18/PTEN cataliza la conversion de PIP3 a PIP2. Las
sefales generadas por PIP3 activan la cascada de sefializacion por medio de
varias quinasas, como la quinasa 1 inducible de suero y glucocorticoide (SGK-1),
la proteina quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositol (PDK-1) y la proteina quinasa
B (AKT-1/-2). EIl proceso culmina con la fosforilacion de sustratos en fases
posteriores y, por tanto, su posterior inactivacion. Uno de estos sustratos es el
factor de transcripcion DAF-16/FOXO. Cuando éste esta fosforilado queda
secuestrado en el citoplasma impidiendo la activacion de genes que promueven
la longevidad y la resistencia al estrés. Como resultado, los organismos muestran
un crecimiento y una esperanza de vida normales (Lin et al. 2007; Ogg et al.
1997).

El andlisis genético revela que DAF-16/FOXO junto con SKN-1, homdlogo
del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), y HSF-1, el factor de transcripcion de choque
térmico, son los factores de transcripcion mas importantes en la regulacion de la
longevidad mediante la via 11S. La fosforilacion de estos factores afecta a la
interaccion con otras proteinas que gestionan su localizacién dentro de la célula
y evitan su entrada al nucleo. Entre ellas se encuentran la familia de proteinas
14-3-3 (PAR-5y FTT-2), que interactian con DAF-16 controlando su localizacion
citoplasmatica, y las proteinas DDL-1, DDL-2 y HSB-1, que se unen a HSF-1,
inhibiendo su funcién e impidiendo la activacion de genes de choque térmico que
son importantes para la longevidad y la resistencia al estrés (Altintas, Park y Lee
2016; Chiang et al. 2012). Por otro lado, la inhibicién del receptor DAF-2, puede
ser inducida por estrés ambiental (oxidativo, térmico o inanicion), sefalizacion
reducida de la via IIS por varios factores endégenos o un aumento en la actividad
de DAF-18/PTEN. Esto favorece la activacion de otros factores de transcripcion
clave y, a su vez, su traslocacién del citoplasma al nucleo. En definitiva, la via 11S

funciona como un sistema intrincado en el que mdultiples componentes
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transducen sefiales que regulan el proceso de envejecimiento adaptandose a las
condiciones del entorno extracelular (Murphy y Hu 2013). En la Figura 11.17 se

recoge un esquema de la ruta de sefializacion de la insulina (11S) en C. elegans.

'
[

Figura 11.17. Ruta de sefializacién de la insulina (11S) en C. elegans. La activacion de la via IIS
promueve el secuestro citoplasmatico de los factores de transcripcion DAF-16/FOX0O, HSF-1 y
SKN-1/Nrf. DAF-2, dependientes de la fosforilacidn. El ortélogo del receptor insulina/IGF-1 y otros
componentes de IIS estan coloreados en rojo, y las moléculas que antagonizan a o son
antagonizadas por esta via se muestran en verde. Los péptidos similares a la insulina (ILPs) que
pueden tanto promover como antagonizar la actividad de DAF-2, estan representados como
puntos de color negro. Fuente: (Murphy y Hu 2013).

Ademas de la via principal de la IIS, existen otros mecanismos que afectan
la regulacién de DAF-16/FOXO, incluyendo la accion de diferentes quinasas
alternativas, como la ruta JNK-1 (c-Jun N-terminal kinase) (Oh et al. 2005), CST-
1 (homologo de la proteina quinasa Ste20 de mamiferos MST-1) (Lehtinen et al.
2006) y AAK-2 (homodlogo de la proteina quinasa activada por AMP, AMPK) (E.
Greer et al. 2007), o proteinas como la enzima E3 ubiquitin ligasa y RLE-1

(proteina de la familia de metiltransferasas de arginina) (Takahashi et al. 2011).
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Una vez en el nucleo, los factores de transcripcion DAF-16/FOXO, HSF-1 y SKN-
1/Nrf2 desempefian roles importantes en la regulacion de la expresion génica.
Por ejemplo, DAF-16/FOXO modula la expresion de genes como spp-1Yy lys-7,
fundamentales en la defensa contra patégenos bacterianos. En C. elegans, estos
genes codifican péptidos antimicrobianos con el objetivo de mantener la
homeostasis y combatir infecciones microbianas. Ademas, DAF-16/FOXO influye
en la expresion de catalasa (ct/-1), una enzima antioxidante clave que neutraliza
ROS y protege a la célula del estrés oxidativo (Tullet et al. 2008; Murphy y Hu
2013). Por otro lado, el factor de transcripcion HSF-1, no solo esté involucrado
en la respuesta al estrés térmico sino también en la transcripcion de un conjunto
de genes diana, como las proteinas de choque térmico, implicadas en el
plegamiento de proteinas y en la proteostasis celular bajo condiciones de estrés
(Hsu, Murphy y Kenyon 2003). HSF-1 se una a regiones especificas de ADN que
contienen sitios de respuesta al choque térmico (HSEs), lo que conduce a la
activacion de genes que codifican chaperonas moleculares como HSP-70 y HSP-
16 (Kay et al. 1986). Se ha determinado que la sobreexpresion de chaperonas
inducidas por HSF-1 se correlaciona con un aumento en la esperanza de vida de
C. elegans (Walker y Lithgow 2003; Yokoyama et al. 2002). Esto se atribuye a la
sobrerregulacion de una red de chaperonas que suprimirian el plegamiento
incorrecto de proteinas (Hsu, Murphy y Kenyon 2003). Finalmente, el factor de
transcripcion SKN-1/Nrf2 regula la expresion de genes como gst-4 'y mtl-1
implicados en la resistencia al estrés oxidativo y desintoxicacion en respuesta a
una reduccion en la sefializacién 11S. La glutation-S-transferasa, producida por el
gen gst-4, es una enzima que cataliza la conjugacion de glutation con productos
de oxidacién y xenobidticos, mientras que mt/-1 codifica metalotioneina, proteina
capaz de adherirse a metales pesados facilitando su excrecion y protegiendo a la
célula del dafio oxidativo (Nebert y Vasiliou 2004). Cabe mencionar que SKN-1
también produce un incremento de la longevidad, aunque de manera
independiente a DAF-16/FOXO (Tullet et al. 2008; Tullet et al. 2017) vy, al igual
que HSF-1, promueve la homeostasis proteica a través de la regulacion del

proteosoma (Kahn et al. 2008).
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El factor de transcripcion nuclear eritroide-2 (Nrf2), pertenece a una
familia de proteinas que poseen un dominio cremallera de leucinas (bZip) en la
region C-terminal. Este dominio es clave para que Nrf2 sea capaz de unirse al
ADN y polimerizar otras proteinas (Kensler, Wakabayashi y Biswal 2007, Blackwell
et al. 2015). Nrf2 junto con proteinas Nrf/CNC cumplen funciones tales como la
proteccion y mantenimiento en mamiferos. Su funcibn més conocida es la
regulacion de las defensas xenobioticas y antioxidantes, mediante la activacion
de enzimas destoxificantes y antioxidantes. Este factor, también esta implicado
en otros procesos biologicos importantes como la regulacion metabolica
(metabolismo energético y homeostasis de nutrientes) y la proteostasis a través
del sistema ubiquitina-proteasoma y chaperonas moleculares (Blackwell et al.
2015; Hayes y Dinkova-Kostova 2014; Kensler, Wakabayashi y Biswal 2007).
Ademas, se ha descrito su participacion en la regulacion de genes de enzimas
destoxificantes de fase Il y proteinas antioxidantes, como glutation, glutatiéon
peroxidasas (GPx), glutation-S-transferasas (GST), superéxido dismutasas (SOD)
o NAD(P)H-quinona oxidorreductasa (NQO-1) (Chen, Zhang y Cai 2014; Nguyen,
Nioi y Pickett 2009). Estos mecanismos permiten a Nrf2 orquestar una respuesta
integral a desafios tdxicos y oxidativos, promoviendo asi la supervivencia y el
correcto funcionamiento del organismo bajo condiciones de estrés.

En condiciones normales, Nrf2 esta inactivo y permanece retenido en el
citoplasma debido a su unién con la proteina inhibidora Keapl (Kelch-like ECH-
associated protein 1). En respuesta al estrés oxidativo, provocado por diversos
estimulos oxidativos o electrofilos. El complejo Nrf2-Keapl tiende a disociarse por
modificaciones en los residuos de cisteina de Keapl, lo que lleva a la eventual
translocacion de Nrf2 al nucleo. Una vez en el nacleo, Nrf2 es capaz de dimerizar
con otros factores de transcripcion bZIP, como las proteinas Maf (grandes y
pequefas). Posteriormente, el heterodimero se une a elementos de respuesta
antioxidante (ARE), localizados en la region promotora de genes que codifican
proteinas antioxidantes y enzimas de fase Il (Figura 11.18) (Koch et al. 2014;
Hayes y Dinkova-Kostova 2014; Nguyen, Nioi y Pickett 2009; Surh, Kundu y Na
2008).
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Figura 11.18. Ruta de sefializacion de SKN-1/ Nrf2

En Caenorhabditis elegans, el gen skn-1 codifica una secuencia funcional
ortéloga a las proteinas Nrf/CNC de mamiferos. Una de las diferencias mas
importantes entre SKN-1 y las proteinas Nrf/CNC es la estructura del dominio de
union al ADN. Mientras que las proteinas Nrf/CNC de mamiferos contienen un
modulo bZIP, SKN-1 carece de este. A pesar de ello, SKN-1 es capaz de unirse a
secuencias especificas del ADN y activar la transcripcion de genes antioxidantes
y de destoxificacidn, cruciales en los procesos de proteostasis, inmunidad y
metabolismo del organismo. Ademas, SKN-1 regula diversas vias génicas de las
proteinas Nrf/CNC de mamiferos, desempefiando funciones analogas
involucradas en la defensa celular contra el estrés oxidativo y en el
mantenimiento de la homeostasis redox (K. Blackwell et al. 1994, 2015). La
mutacion en skn-1 resulta en una disminucion de la resistencia al estrés oxidativo
y una menor duracion de vida. Sin embargo, la sobreexpresién de SKN-1 aumenta
la longevidad y la resistencia al estrés oxidativo (An y Blackwell 2003; An et al.
2005; Tullet et al. 2008).

76



Revision Bibliografica

o Via de seializacién SIR-2.1/SIRT1

Las sirtuinas pertenecen a una familia de proteinas desacetilasas que actiian
predominantemente de manera dependiente a la nicotinamida adenina
dinucledtido (NAD). Esta familia de proteinas esta conservada evolutivamente en
muchos organismos (Shen, Wang y Zuo. 2018). En C. elegans, sir-2.1 codifica la
sirtuina homéloga de SIRT1 en mamiferos, y responde a los cambios metabdlicos
en el entorno celular, incluida la disponibilidad de nutrientes, energia y estrés
celular (M. D. Hirschey 2013). La sobreexpresion de SIR2.1 extiende la
longevidad, lo que sugiere que s/r-2.1 es un regulador conservado del proceso
de envejecimiento. En este sentido, los estudios en C. elegans sugirieron por
primera vez un papel para las sirtuinas en la regulacion de FoxO, ya que se ha
demostrado que el aumento de la expresion de sir-2.1 extiende la vida de una
manera dependiente de DAF-16/FoxO (Tissenbaum y Guarente 2001). Las
sirtuinas interacttan fisicamente con DAF-16 in vivo en C. elegansy con FoxO en
células de mamiferos intactas, y también se ha descrito que, en respuesta al
choque térmico, la asociacion fisica de SIR-2.1 y DAF-16/FoxO requiere de las
proteinas 14-3-3 (Berdichevsky et al. 2006). Esta observacion sugiere que SIR-
2.1 puede controlar el estado de acetilacion de DAF-16/FoxO de una manera
analoga a la regulacion de los factores de transcripcion de FoxO de mamiferos
por SIRT1 (Brunet et al. 2004; Motta et al. 2004; Van Der Horst et al. 2004).

3.4.5 Estudios sobre bayas en Caenorhabditis elegans

Multitud de estudios han descrito que bayas como moras, arandanos, fresas
o frambuesas poseen propiedades antiinflamatorias, antioxidantes vy
neuroprotectoras, lo que sugiere su potencial para mejorar la salud y prevenir
enfermedades. En los ultimos afios se han realizado investigaciones donde se
analiza el impacto de compuestos presentes en las bayas en la longevidad, el
envejecimiento, la salud metabdlica y otras funciones bioldgicas en C. elegans.
Para ello, se han empleado una variedad de enfoques experimentales, incluyendo
analisis genéticos, pruebas de comportamiento y estudios bioquimicos, con el

objetivo de explorar los mecanismos subyacentes a estos efectos. En esta
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revision se recogen estudios donde se ha empleado C. elegans para la evaluacion
de la actividad de extractos de bayas ricos en polifenoles, un tema abordado
especificamente en la presente Tesis Doctoral, con un enfoque particular en las
moras y los arandanos. En la Figura 11.26 se muestra, en forma de esquema
simplificado, la via de sefializacion de la insulina/IGF-1, ruta que varios de estos
estudios coinciden en sefalar como una diana sobre la que diversas clases de

polifenoles pueden influir.

f
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Figura 11.26. Esquema simplificado de la ruta de sefializacion de la insulina, sefialando los
posibles objetivos moleculares que, segun la bibliografia, podrian ser modulados por ciertas
clases de polifenoles.

Fuente: Adaptado de (Gonzéalez-Paramas et al. 2018)

e Estudios con extractos de arandanos

Las investigaciones centradas en la evaluacion de los efectos bioldgicos de
componentes del arandano en C. elegans son escasas. En un estudio llevado a

cabo en nuestro departamento se analizaron marcadores de estrés oxidativo,
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como la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la actividad de
enzimas antioxidantes endogenas, asi como longevidad, motilidad y respuesta a
estrés ambiental en la cepa silvestre de C. elegans tratada con diferentes
concentraciones de un extracto de arandano (Vaccinium myrtiflus L.) rico en
antocianos (Gonzéalez-Paramas et al. 2020). Se encontro que el tratamiento con
el extracto a una concentracion de 5 pg/mL aumentaba la resistencia al estrés y
prolongaba significativamente la vida del nematodo, y también reducia los niveles
de ROS tanto en gusanos sometidos a estrés oxidativo como en aquellos no
estresados de edad avanzada. Sin embargo, a una concentracion mas alta de 10
Hg/mL se observé una elevacion en los niveles de ROS y un aumento significativo
en la mortalidad de los gusanos jovenes, sugiriendo la existencia de una posible
respuesta hormética frente al tratamiento con antocianos, de manera que a partir
de determinado nivel de concentracion de los compuestos ensayados se
producen efectos adversos, resultado también encontrado en ensayos realizados
con otros polifenoles, como quercetina o extracto de orujo de uvas (Duefias et al.
2013; Ayuda-Duran et al. 2019c). Se debe sefialar que los efectos protectores de
los compuestos fendlicos no siempre se correlacionan con una disminucion en los
niveles de ROS. Por el contrario, se ha descrito que algunos polifenoles podrian
actuar como pro-oxidantes en los sistemas biologicos e inducir ligeros aumentos
en el nivel basal de ROS, lo que activaria los mecanismos enddgenos de defensa
contra el dafio oxidativo, resultando en un aumento de la proteccion global del
organismo (Tang y Halliwell 2010). Este fendmeno se evidencid, por ejemplo,
en el estudio de Ayuda-Duran et al. (2019a) en gusanos tratados con un
flavonoide especifico (epicatequina), tanto de la cepa silvestre de C. elegans
como mutantes knockout en diferentes genes de la ruta de la insulina.

En todo caso, parece claro que no todos los compuestos fenodlicos actian a
través de los mismos mecanismos de accidén, sino que podrian incidir sobre
diferentes dianas moleculares. Asi, por ejemplo, el extracto de antocianos de
arandanos fue también testado en cepas mutantes de C. elegans deficientes en
genes clave de la via de sefalizacion de la insulina/IGF-1; los resultados
obtenidos sugirieron que los factores de transcripcion HSF-1 y DAF-16, que

actian en etapas avanzadas de la ruta podrian estar implicados en los efectos
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protectores del extracto contra el estrés térmico en individuos jévenes (Ana M.
Gonzalez-Paramas et al. 2020). Por su parte, Wang et al. (2018), en estudios
realizados con cepas de C. elegans modificadas utilizando la tecnologia de ARNI,
observaron que la esperanza de vida media de los nematodos tratados con
extractos de arandano aumentaba de manera dependiente de la dosis en el
intervalo de concentraciones de 50 a 200 mg/mL, y que los nematodos tratados
mostraban mayor resistencia a estrés térmico y a radiacion ultravioleta-B que los
no tratados. Estos autores concluyeron que estos efectos estaban mediados por
la proteina DAF-16, ya que la supresion de daf-16 mediante ARNi reducia la
esperanza de vida de C. elegans e inhibia la expresion de sod-3. Scerbak et al.
(2016) también encontraron un aumento en la esperanza de vida en C. elegans
tratado con extractos de diversas especies de ardndano, observando ademas que
el tratamiento mejoraba marcadores de salud asociados con el envejecimiento,
como la funcion neuronal, y reducia las aberraciones en neuronas
mecanosensoriales anteriores (ALM), como los crecimientos prolongados y los
cuerpos celulares anormales. Igualmente, Wilson et al. (2006) encontraron que
el tratamiento con polifenoles de arandano (Vaccinium angustifoliunm) aumentaba
la resistencia al estrés térmico y la longevidad en C. elegans. En este caso,
observaron que el aumento de la longevidad estaba asociado con la activacion
de la ruta CaMKII, que regula la resistencia al estrés osmético, especificamente
a través de las proteinas OSR-1, UNC-43 y SEK-1. Sin embargo, no habia
evidencia de la participacion de otras vias que suelen influir en la respuesta al
estrés y la longevidad, como las sirtuinas o los factores de transcripcion DAF-16
y SKN-1.

Aunque las observaciones realizadas por distintos autores difieren en cuanto
a los mecanismos de accion implicados, todos los estudios comentados apuntan
a la existencia de efectos beneficiosos de los polifenoles de ardndano sobre la
longevidad y los indicadores del envejecimiento, lo que sugiere su potencial

utilidad como agentes terapéuticos.
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e Estudios con extractos de moras

En la revision bibliografica realizada solo se ha encontrado un estudio que
aborda especificamente los efectos de este tipo de bayas en C. elegans, publicado
por Moraes et al. (2020), donde se evalta un nuevo cultivar de mora (BRS Xingu)
y otras tres variedades de Rubus spp (Tupy, Xavante y Guarani) en cuanto a su
composicion fendlica y capacidad antioxidante. Los extractos obtenidos estaban
caracterizados por la presencia de elagitaninos, antocianos (especialmente
cianidina-3-O-glucésido) y flavonoles (quercetina y kaempferol). Los
investigadores observaron que el tratamiento con extractos de las moras reducia
significativamente la produccién de ROS inducida por exposicion a juglona en los
nematodos, siendo la actividad mas elevada en el caso de la nueva variedad (BRS

Xingu).

Aungque no hay mas estudios realizados especificamente con moras en C.
elegans, si existen con antocianos caracteristicos de las mismas, como cianidina-
3-0O-glucésido (C3G). En una investigacion reciente, Nas y Medina (2023)
determinaron que el tratamiento con 25 uM de C3G prolongaba la vida util de C.
elegans en presencia y ausencia de estrés oxidativo, y mejoraba la tasa de
bombeo faringeo, incluso bajo condiciones de estrés oxidativo inducido por H20>
y radiacion UVA. Por su parte, Chen et al. (2022) exploraron cémo C3G podria
contrarrestar la toxicidad inducida por microplasticos de poliestireno (MDP) en la
cepa silvestre y mutantes de C. elegans. Se observo que los efectos negativos de
los MDP (aumento del estrés oxidativo y reduccion de la longevidad) eran
mitigados por el tratamiento con C3G, que producia un aumento en la expresion
del gen daf-16 y genes antioxidantes asociados (c/t-2, hsp-16.1, sod-3, sod-5),
especialmente destacado en el caso de sod-3, sugiriendo la importancia de la

enzima SOD para el efecto de C3G

La quercetina (Q) es posiblemente el flavonol méas estudiado en este
organismo. Diversos estudios han demostrado que el tratamiento con
concentraciones de Q entre 70 y 200 uM aumenta la vida media de la cepa
silvestre N2 del nematodo (Dueiias et al. 2013; Grinz et al. 2012; Kampkotter
etal. 2008; Saul etal. 2008; Surco-Laos etal. 2011). Sin embargo,
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concentraciones inferiores a 50 UM o superiores a 250 uM no tienen efecto en la
longevidad (Pietsch et al. 2009). Este flavonol mejora la resistencia al estrés
térmico y oxidativo, reduciendo los niveles intracelulares de especies reactivas de
oxigeno (ROS), tanto en condiciones normales como de estrés (Kampkotter et al.
2008; Grunz et al. 2012; Surco-Laos et al. 2011). Se ha debatido el papel de DAF-
16 en los efectos de quercetina. Algunos estudios han observado la translocacién
inducida por Q de DAF-16 al nucleo, sugiriendo su participacion en la mejora de
la longevidad y la resistencia al estrés (Kampkotter et al. 2007; Kampkotter et al.
2008). No obstante, otros estudios sugieren que los efectos de Q no estan
asociados con DAF-16 (Grunz et al. 2012; Pietsch et al. 2009; Saul et al. 2008;
Ayuda-Duran et al., 2016). Estas observaciones contradictorias podrian indicar
que la translocacion de DAF-16 al nacleo, aunque es un componente importante
en las vias de longevidad, no es imprescindible para una vida mas larga y, en el
caso del tratamiento con quercetina, podria ser un efecto circunstancial mas que

un mecanismo subyacente.

Otros tipos de flavonoles también han sido objeto de investigacion en C.
elegans. La administracion de kaempferol a una concentracion de 100 uM resulto
en un ligero aumento en la longevidad de la cepa silvestre, asi como en una
mejora en la capacidad de supervivencia y una disminucion en los niveles de ROS
intracelulares cuando el organismo estaba sometido a estrés térmico (Kampkotter
et al., 2007). Nuevamente, se sugirieron como posibles mecanismos de accion la
activacion de la expresion de sod-3 (Griinz et al. 2012) y la induccién de la
translocacion de DAF-16 al nuacleo (Kampkotter et al., 2007), aunque, como se
ha sefialado, este Gltimo mecanismo podria no estar relacionado con los efectos
observados sobre la longevidad y la reduccion de los niveles de ROS. Por otro
lado, Cai et al. (2011) evaluaron los efectos de icariina (8-prenil de kaempferol
3,7-0O-diglucésido), un derivado de kaempferol presente en plantas del género
Epimedium usadas en medicina tradicional china, y de icarisida Il, su principal
metabolito in vivo. Los autores encontraron que estos compuestos promovian la
extension de la vida media en C. elegans por un mecanismo dependiente de la
ruta de la insulina (11S), implicando genes como daf-16, darf-2y hsf-1, ya que la

prolongacion de la vida no era observada en cepas mutantes deficientes en los
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mismos tratadas con icariina. El efecto se asocié a un aumento en la expresion
de genes diana de los factores de transcripcion DFA-16 y HSF-1, como Asp-12.3

y sod-3, como consecuencia de la exposicion al metabolito icarisida 1.

Todo este conjunto de resultados apoya que distintos compuestos fendlicos
pueden implicar diferentes mecanismos de accién en sus efectos, aunque, de una

u otra manera, parecen implicar la ruta de la insulina/IGF-1.

e Estudios con extractos de otras bayas

Navarro-Hortal et al. (2022) observaron que el tratamiento con un extracto
metanolico de fresa (Fragaria x ananassa cv Romina) era capaz de reducir la
agregacion de péptido B-amiloide y retrasar la paralisis inducida por el mismo,
asi como prevenir el dafio oxidativo, asociados con la enfermedad de Alzheimer,
sin mostrar toxicidad en ensayos de letalidad, bombeo faringeo, crecimiento,
reproduccion, fertilidad o supervivencia, a dosis de 100, 500 o 1000 pg/mL. Los
posibles mecanismos moleculares detras de estos resultados, explorados
mediante tecnologia de ARNI, revelaron la participacion, al menos parcial, de las
vias de sefializacion DAF-16/FOX0 y SKN-1/NRF2. De manera similar, también se
vieron efectos neuroprotectores tras tratamiento con un extracto rico en
antocianos obtenido de la fruta Acai (Euterpe precatoria Mart.), con una mejora
en los niveles de oxidacion de proteinas y en la respuesta de quimiotaxis en
nematodos mutantes con expresion neuronal de AB. La disminucién de la
oxidacion de proteinas y la participacion del factor de transcripcion DAF-16/FOXO
sugirieron que el extracto de Acai actla a través de un mecanismo molecular que

refuerza la red de homeostasis de proteinas (Peixoto et al. 2016) .

Por el contrario, en estudios realizados con preparados de bayas goji, de
Freitas Rodrigues et al. (2021) encontraron efectos toxicos, con una reduccién
de un 50 % en la vida util de los nematodos y un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno en el intervalo de concentraciones ensayadas (1-
20 mg/uL), explicados por los autores como posiblemente debidos a la actividad
prooxidante de los polifenoles y carotenoides presentes en la baya. Los ensayos
en cepas mutantes indicaron que estos efectos no estaban relacionados con las
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vias DAF-16/FOX0 o SKN-1. Estos hallazgos ponen de manifiesto que, aunque en
general los compuestos fendlicos de las bayas parecen tener efectos beneficiosos,
es necesario ser precavidos antes de recomendar su consumo Yy realizar mas
estudios en mamiferos, ya que dependiendo del tipo de producto y las dosis

empleadas se pueden producir efectos indeseables.

84



I11. MATERIALES Y METODOS






Materiales y Métodos

3.1 Materiales y equipos

3.1.1 Equipos

e Agitador magnético SBS.

e Agitador Vortex IKA Genius 3.

e Autoclave Selecta modelo Presoclave Il.

e Balanza analitica Mettler Toledo AG245.

e Bafo de agua termostatico P-selecta.

e BioMark high performance PCR system (Fluidigm, South San Francisco, CA,
USA) equipado con el GE 96.96 Dynamic Array™ integrated fluidic circuit (IFC)

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

e Centrifuga para tubos eppendorf (Thermo Scientific Heraeus Fresco 17).

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

e Espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher).

e Espectrometro de masas Applied Biosystems modelo APl 3200 Qtrap,
equipado con fuente de ionizacion por electrospray y analizador de masas
triple cuadrupolo/trampa de iones lineal controlado por el software Analyst
5.1.

e Homogeneizador Fastprep THERMO SAVANT FP120.

e Incubadora de agitaciéon VWR.

e Incubadoras refrigeradoras Velp modelo FTC 901y IPP SS de Memert.

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

e Lupa Leica M250 FA con camara Leica DFC420C.

e Microcentrifuga, MiniStar silverline de VWR

e pHmetro Crisol Basic 20.

e Rotavapores Blchi R-124, con bafio de agua termostatizable B-480 y bombas
de vacio B-270.

e Sistema de produccion de agua ultrapura Direct-QTM 3 (Millipore).

e Sonicador Microson™ XL2000 100.

e Ultracentrifuga refrigerada Sorvall RC-5B (Du Pont Instruments).
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3.1.2 Materiales, reactivos y disolventes

Applied Biosystems (Carlsbad, USA): Mix y kit de retrotranscripcion High
Capacity cDNA.

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

Fluka Analytical (Madrid, Espafia): medio triptona.

Francisco Soria Melguizo, Valdemoro (Madrid, Espafia): Placas de 90
mm.

Merck (Darmstadt, Alemania): dihidrégeno fosfato de potasio,
monohidrégeno fosfato de potasio, acido acético, sulfato de magnesio, 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), metanol, etanol, acetonitrilo y cloruro de
potasio.

Panreac (Barcelona, Espafia): cloruro de sodio, cloruro de calcio, solucion de
hipoclorito de sodio 10 % w/v, metanol, cloruro de hidrégeno, hidréxido de
sodio y dimetil sulféxido (DMSO), nitrito de sodio, acetato de sodio
trihidratado y cloruro de hierro hexahidratado.

Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa): catequina, ampicilina (sal soédica),
nistatina, agar, extracto de levadura, colesterol, 5-fluoro-2'-desoxiuridina
(FUdR), 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triacina (TPTZ), 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), tampodn fosfato salino (PBS), trolox,
carbonato de aluminio hexahidratado y &cido trifluoroacetico.

Scharlab (Barcelona, Espafia): carbonato de sodio, acido galico.

VWR (Fontenay-sous-Bois, Francia): etanol, acido formico.

3.1.3 Cepas de Caenorhabditis elegans

La cepa silvestre N2 de C. elegans y las cepas mutantes CF1038, daf-

16(mu86) I; PS3551, hsf-1(sy441) I; EUL, sknl(zu67) IV/nT1[unc-(n754)let]

(IV;V), y E. coli OP50 resistente a ampicilina fueron obtenidas del Caenorhabditis

Genetic Center (CGC) de la Universidad de Minnesota (Minneapolis, EEUU).
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3.1.4 Recoleccion de frutos de mortifio (Vaccinium floribundum Kunth)

y mora (Rubus glaucus Benth)

e Mortifo (Vaccinium floribundum Kunth)

Los frutos del mortifio, ardndano andino silvestre, fueron recolectados
durante las campafas de cultivo de 2021, entre abril y noviembre.
Se seleccionaron dos provincias del Ecuador para la recoleccion de los frutos:
Imbabura, ubicada a 3641 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.), y Carchi a
2836 m.s.n.m. Para la eleccion de los lugares de recoleccion se considero (i) la
abundancia de las poblaciones de esta planta, (ii) el nivel de produccion del fruto
en tres estados diferentes de madurez en una misma planta y (iii) la diferencia
de altitud entre las poblaciones. Los especimenes fueron identificados por el Prof.
Wilson Vazquez (Universidad de Las Américas (UDLA), Ecuador) utilizando los
especimenes de referencia depositados en los laboratorios de investigacion de la
UDLA.

En cada zona se recolectaron aleatoriamente tres lotes, de 0,1 Kg de frutos
sin dafo (fisico, fisiologico o patdgeno), de diferentes plantas. El estado de
madurez se clasificO en funcién de su pigmentacion (etapa 1: completamente
maduro, color negro y apto para su consumo, etapa 2: 75 % pigmentado,
fisioldgicamente maduro y con un color rosado y etapa 3: menos del 50 % de
pigmentacion, color verde/rosado y escasa maduracion) (Dalgo, Cuvi y Guerrero
2014). No se detectaron diferencias en cuanto al tamafio y forma de los frutos
del mismo estado de madurez entre ambas altitudes, como se muestra en la

Figura.lll.1.
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Estados de Madurez

Estado 1 Estado 2 Estado 3
75% pigmentado Menos del 50%
100% maduro o pig bigmentado

Altitud

3641 (m.s.n.m)

2836 (m.s.n.m)

Figura.lll.1. Arandanos andinos silvestres (V. floribundum Kunth) recolectados en tres
estados de madurez, determinados por su pigmentacion, a dos altitudes diferentes.

Cada area de recolecciobn fue georreferenciada (Tabla I11.1) y se
consideraron las condiciones ambientales haciendo uso de una estacidén
meteoroldgica. Se registraron valores promedio, minimo y maximo cada 2 h

durante un periodo de 10 dias previos a la cosecha (Tabla 111.2).

Tabla.l11.1. Descripcion geogréafica de las localidades donde se recolectaron los arandanos
andinos silvestres (V. floribundum Kunth).

Provincia Carchi Imbabura
Canton Montufar Ibarra
Parroquia La Paz Zuleta
Latitud 00°36.478"N 00°13.523"N
Longitud 77°49.716°0 78°03.074°0
Altitud (m.s.n.m) 2836 3641
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Tabla.ll1.2. Condiciones ambientales de las localidades donde se recolectaron los frutos del
arandano silvestre andino (V. floribundum Kunth).

Temperatura Humedad Punto de Presion Viento Lluvia
&9 Relativa Rocio Atmosférica (Km/h) (mm)
% 0 (hPa)
Carchi
Promedio 10.2 867 7.9 708.1 1.6 7.9
Minimo 2.2 43.0 -7.5 659.7 0.0 0.0
Méximo 20.1 99.0 12.3 734.8 16.6 55.1
Zuleta
Promedio 8.6 59.1 71 688.5 3.9 4.6
Minimo 1.8 38.0 -7.1 659.7 0.0 0.0
Maximo 18.2 99.0 11.5 733.7 23.0 55.1

e Mora (Rubus glaucus Benth)

Las moras andinas (Rubus glaucus Benth) o “Moras de Castilla” se
cosecharon entre agosto y octubre de 2022. Para la recoleccidn se selecciond la
provincia de Tungurahua, ya que representa el 70 % de la superficie nacional
dedicada al cultivo de esta baya (5000 ha) (Ayala et al. 2016). Para la recoleccién
de frutos se seleccionaron dos localidades contrastantes dentro de esta provincia:
“Santa Lucia-El Triunfo”, ubicada a 3200 m.s.n.m., y “Los Andes -Tontapi” a 2360
m.s.n.m. Las zonas productoras de mora, al igual que mortifio, se distribuyen a
lo largo del corredor interandino del Ecuador. Los criterios utilizados para
seleccionar las ubicaciones y la autenticacion de los especimenes fueron idénticos
a los descritos para el mortifio.

En cada zona se recolectaron aleatoriamente tres lotes, de 0,2 Kg de frutos
intactos y sin dafos (fisiolégicos, fisicos o patdgenos), de diferentes plantas del
huerto. Como en el caso del mortifio, los frutos fueron cosechados en tres estados
de madurez, utilizando los indicadores subjetivos de pigmentacion establecidos
en las “Normas Técnicas-Instituto Ecuatoriano de Normalizacion” (INEN 2016).
La primera etapa de maduracion estuvo representada por un fruto

completamente maduro (100 %), esto se alcanz6 cuando todas las bayas del
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fruto estaban enteramente moradas, casi negras. Los frutos con un 75 % de
pigmentacion corresponden al segundo estado de maduracion, y se caracterizan
por presentar la mayoria de las bayas un color rojo intenso y algunas son
moradas. Finalmente, menos del 50 % de pigmentacion corresponde al tercer
estado, donde los frutos se caracterizan por la presencia de bayas en su mayoria
rosadas (Figura.lll.2). No se identificaron diferencias en el tamafio y/o forma de

los frutos entre ambas altitudes en el mismo estado de madurez.

Estados de Madurez

Estado 1 Estado 2 Estado 3
100 % pigmentado 75 % pigmentado Menos del 50 %

Altitud pigmentado

3200 (m.s.n.m)

2360 (m.s.n.m) . .

Figura.ll1.2. Mora andina (R. glaucus Benth) recolectados en tres estados de madurez,
determinados por su pigmentacion, a dos altitudes diferentes

En la Tabla.ll11.3 se muestra la georreferenciacién, mientras que en la
Tabla.ll1.4 se detallan las condiciones ambientales de cada zona de recoleccion.
Los valores minimo, méaximo y promedio corresponden a los valores registrados
cada hora durante un periodo de 5 meses, de abril a agosto de 2022, periodo en

el que se recolectaron.
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Tabla.l11.3. Descripcion geogréafica de las localidades donde se recolectaron las moras (R.
glaucus Benth)

Provincia Tungurahua Tungurahua
Canton Tisaleo Patate
Parroquia Santa Lucia - El Triunfo Los Andes - Tontapi
Latitud 1°22.183°S 1°16.052"S
Longitud 78°39.545"W 78°30.298" W
Altitud (m.s.n.m) 3200 2360

Tabla.l11.4. Condiciones ambientales de las localidades donde se recolectaron moras (.
glaucus Benth)

Temperatura Humedad Punto de Presion Viento  Lluvia
(°0) Relativa Rocio Atmosférica (Km/h)  (mm)
% (°C) (hPa)

Santa Lucia - El Triunfo

Promedio 9.3 85.6 6.9 692.8 3.2 1588.9
Minimo 3.6 47.0 1.7 689.9 0.0 -
Méximo 17.9 99.0 9.9 697.4 18.4 -

Los Andes — Tontapi

Promedio 14.5 88.1 12.3 772.5 0.1 1218.0
Minimo 7.5 35.0 6.7 764.3 0.0 -
Maximo 27.7 99.0 18.2 797.7 1.7 -

La mora y el mortifio fueron cuidadosamente transportados desde el sitio
de cosecha hasta el laboratorio en un periodo no mayor a 24 horas. Una vez en
el laboratorio, los frutos fueron seleccionados, retirando aquellos que sufrieron
algun dafio durante el transporte (p. €j., escurridos o rotos). A continuacion, se
agruparon los frutos seleccionados de diferentes plantas recolectadas a la misma
altitud y en el mismo estado de madurez. Se formaron 6 grupos, tres estados de
madurez por dos altitudes, y se congelaron inmediatamente a —80 °C. Después
de este proceso, los frutos fueron liofilizados y pulverizados hasta obtener un
polvo fino. El polvo se mantuvo al vacio, en oscuridad y a una temperatura de
—80 °C hasta su analisis composicional (no mas de dos meses desde su

preparacion).
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3.2 Meétodos

3.2.1 Preparacion de los extractos hidroalcohdlicos de mortifio

(Vaccinium floribundum Kunth) y mora (Rubus glaucus Benth)

Tanto para la mora como para el mortifio, se pesé 1 g de cada muestra
finamente pulverizada. A continuacion, se afiadieron 20 mL de una solucion de
metanol: agua (80:20, v/v) acidificada con &cido clorhidrico al 0,1 %. La mezcla
se agito, protegida de la luz, durante 2 h a temperatura ambiente y luego se
centrifugd durante 10 min a 5000 rpm (10 °C). El sobrenadante resultante se
filtr6 a través de un filtro de celulosa (25 pum). El residuo sdlido se volvié a extraer
una vez mas y los sobrenadantes se combinaron. Cada una de las 6 muestras de
mora o mortifio se analizaron por triplicado. Finalmente, cada uno de los
extractos hidroalcohdlicos fueron almacenados a -20 °C hasta su posterior
analisis. Estos extractos fueron utilizados para todas las determinaciones que se
indican a continuacion, a excepcién de la caracterizacion de compuestos fendlicos

por HPLC-DAD-MS para la que se prepararon nuevos extractos (ver 3.2.4).

3.2.2 Determinacion de polifenoles totales (TPC), flavonoides (TFC) y

contenido total de antocianos (ACY).

e Determinaciéon de polifenoles totales (TPC)

El contenido de compuestos fendlicos totales en las muestras de ambas
bayas se evalué mediante el método Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi 1965). En
un entorno de pH bésico, los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de
Folin-Ciocalteu, generando una coloracion azul que se mide
espectrofotométricamente a 760 nm. Este método no es especifico para
compuestos fendlicos, ya que mide la capacidad reductora de todas las sustancias
presentes en las muestras. Por lo tanto, puede haber interferencias de otros
componentes reductores presentes en los extractos, como ciertos aminoacidos,
acidos, azucares o metales. A pesar de estas limitaciones, el método proporciona
una visiéon general del contenido fendlico y de la capacidad antioxidante total de

la muestra y es ampliamente utilizado para este fin (Prior, Wu y Schaich 2005).
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Los polifenoles totales se determinaron a partir de los extractos
hidroalcohdlicos de mora y mortifio. En tubos eppendorf se colocaron 100 pL de
la muestra, el blanco, o el patron de acido galico, seguido de 500 pL del reactivo
Folin Ciocalteu diluido al 10 % con agua destilada. Se incubaron las muestras
durante 5 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo se afadieron 400 uL de Na.COs 0,7 M a las muestras preincubadas, y se
incubaron por segunda ocasion a temperatura ambiente durante 2 horas en la
oscuridad. Los resultados se obtuvieron por comparacién con una recta
preparada con acido galico (0,1875-0,75 mM) y se expresaron en mg de

equivalentes de &cido galico (EAG) por g de fruto seco.

e Determinacion del contenido total de flavonoides (TFC)

El contenido total de flavonoides se determiné siguiendo la metodologia
descrita por Dewanto et al. (2002). En placas de 96 pocillos se colocaron 20 L
de la muestra, el blanco o el patréon de catequina, seguido de 100 uL de agua
destilada y 6 pL de una solucion de NaNO; al 5 %. Las placas fueron incubadas
durante 6 minutos, en la oscuridad a temperatura ambiente, y transcurrido este
tiempo se afiadieron en cada pocillo 12 pL de una solucién de AICO3 al 10 %. y
se incubod durante 5 minutos més en las mismas condiciones. A continuacion, se
anadieron 40 uL de NaOH 1My 22 L de agua destilada. Finalmente, se midieron
las muestras en el lector de placas a una absorbancia de 510 nm. Los resultados
de concentracion total de flavonoides se obtuvieron por comparacion con la recta
preparada con el patron de catequina (20-300 pg/mL) y fueron expresados en

mg de equivalentes de catequina por g de fruto seco.

e Determinacion del contenido total de antocianos (ACY)

El contenido total de antocianos se determind por el método de pH
diferencial descrito por Pantelidis et al. (2007). Previo al ensayo, se elaboraron
dos soluciones tampoén: una de KCI 0,025 M a pH de 1y la segunda de CH,COONa
0,4 M a pH de 4,5. En cubetas de plastico se afiadieron 100 pL de la muestra, el
blanco o el patrén de cianidina y 900 pL de solucién tampdn de KCI. El proceso
se repitié con las mismas proporciones en una segunda cubeta con el tampoén 2.
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Finalmente, se midieron ambas soluciones, para blanco/muestra/estandar, en el
espectrofotometro a una absorbancia de 500 y 700 nm respectivamente. El
contenido de antocianinas monomeéricas fue calculado como cianidina-3-

glucésido de acuerdo a las ecuaciones 1y 2:

1) A= (As20 — A700)pH1.0) — (As20 — A700)pH(4.5)

mg de cianidina—3—glucésido _ (Ax PM x FD x 1000)
L - exl

2)

donde (A) es el cambio en la absorbancia; (PM) masa molecular de cianidina-3-
glucdsido; (g) coeficiente de extincidn molar de cianidina-3-glucésido; (I) paso
Optico de celda y (FD) factor de dilucion. Los resultados se expresaron como

miligramos de cianidina-3-glucdsido por gramo de fruto seco.

3.2.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

Los analisis de capacidad antioxidante se realizaron sobre los extractos
hidroalcohdlicos de las diferentes muestras empleando tres métodos diferentes:
FRAP, ABTS y DPPH.

e Método FRAP

Se determiné la capacidad de captacion de radicales libres mediante ensayo
FRAP (poder antioxidante de reduccion del hierro). Este método evalla la
capacidad de los compuestos antioxidantes para donar electrones y reducir el ion
férrico a ion ferroso. Este proceso reductor se cuantifica mediante una reaccion
colorimétrica que involucra la adicion de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ). En un
entorno de pH acido, el TPTZ se une al ion ferroso formando un compuesto de
color azul que presenta un maximo de absorcion a 593 nm. El protocolo utilizado
fue el descrito por Benzie y Strain (1996) con algunas adaptaciones especificas.

El reactivo FRAP estd compuesto por tricloruro de hierro 20 mM
(FeCl3.6H20), tampdn acetato (300 mM, pH 3,6) y 10 mM TPTZ disuelto en 40
mM HCI, (1:1:10, v/v/v). En una placa de 96 pocillos se colocaron 20 pL de la
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muestra o el patrén y 180 pL de la solucion FRAP, tras 6 min de incubacién a
temperatura ambiente, se midié la absorbancia a 593 nm, usando el reactivo
FRAP como blanco. Los resultados se obtuvieron interpolando la absorbancia de
las muestras en la recta de calibrado preparada con Trolox (analogo hidrosoluble
de la vitamina E) en metanol 75 %. Las muestras se analizaron por triplicado y
los resultados se expresaron en umol de equivalentes Trolox (ET) por mg de fruto

SecCo.

e Método ABTS

El ensayo ABTS/persulfato evalla la capacidad de un compuesto para captar
el radical cation ABTS**. Este radical se genera a partir del precursor ABTS (2,2'-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), preparado a una concentracion de 7
mM, al que se le afiade persulfato de potasio 2,45 mM como agente oxidante
apara formar el radical ABTS"* (Re et al. 1999). Esta soluciéon se mantuvo en la
oscuridad 16 horas antes de la realizacion de la medida, tras este tiempo se diluyé
con un volumen de PBS (pH 7,4) suficiente para alcanzar una absorbancia de 0,7
+ 0,02 a 734 nm. La reaccién se caracteriza por una reduccion gradual de la
coloracién en la solucién que contiene ABTS™, a medida que las sustancias
antioxidantes presentes en las muestras capturan este radical (Apak et al. 2013).

Metodolégicamente, se adicionaron 50 pL de las muestras a analizar a 2 mL
de la solucién de ABTS"*. La mezcla se agité vigorosamente durante 10 segundos
en un vortex, y luego de transcurridos 4 minutos, se procedi6 a medir la
absorbancia a 734 nm. Los resultados se obtuvieron calculando la absorbancia
de las muestras a partir de una recta de calibracidén preparada con Trolox. Todas
las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados fueron expresados

en umol de equivalentes de Trolox (ET) por mg de fruto seco.

e Método DPPH

Siguiendo la técnica descrita por Bondet, Brand-Williams y Berset (1997) se
determind la capacidad de captacion de radicales libres mediante el método de

DPPH. Para preparar las muestras, se colocaron en una placa de 96 pocillos 110
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ML de etanol 70 %, 80 pL de DPPH 0,2 mM y 10 pL de la muestra, el blanco o el
patron. Para preparar el blanco se remplaz6 la muestra por etanol 70 %.
Finalmente, se incubo la placa durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente, y se midié su absorbancia en el lector de placas a 517 nm. De igual
manera que en el método FRAP y ABTS, los resultados se obtuvieron interpolando
la absorbancia de las muestras en una curva de calibracion preparada con Trolox.
Todas las muestras fueron analizadas por triplicado y los resultados fueron

expresados en pmol de equivalentes de Trolox (ET) por mg de fruto seco.

3.2.4 Andlisis de los compuestos fendlicos por HPLC-DAD-ESI/MS

Los analisis se llevaron a cabo con un equipo Hewlett-Packard 1200,
equipado con un inyector automatico, una bomba binaria, un sistema de
termostatizacion de columnas y un detector de diodos (DAD) en circuito
integrado, dotado de una célula de flujo para altas presiones conectada a un
espectrometro de masas, acoplado a una estacion de control y al procesamiento
de datos HP ChemsStation (version A.05.04). Para el analisis por espectrometria
de masas (MS), se utilizd un espectrémetro APl 3200 Qtrap (Applied Biosystems),
equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI) y un analizador de
masas de triple cuadrupolo, que también puede funcionar como trampa idnica.
El sistema estuvo conectado al software de procesamiento de datos Analyst 5.1.

Para el analisis de los compuestos fendlicos de mora y mortifio se
prepararon nuevos extractos partiendo de 1 g de material liofilizado que fue
extraido con 10 mL de una solucién metanol-agua (80:20, v/v), acidificada con
acido clorhidrico al 0,1 %, en un bafio de ultrasonidos durante 30 min. A
continuacion, los extractos se centrifugaron a 6700 g durante 5 min; el
sobrenadante se recogia y el precipitado se sometia al mismo proceso otras tres
veces. Las fases hidroalcohdlicas obtenidas se reunian y se afiadia una pequefia
cantidad de agua ultrapura antes de proceder a concentrar el extracto, en
evaporador rotatorio a 30 °C, hasta eliminar todo el metanol, obteniendo
finalmente un extracto acuoso. Con el fin de eliminar los posibles azlUcares y

acidos presentes en los extractos se llevo a cabo un proceso de purificacion justo
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antes de su inyeccién en HPLC, haciendo pasar los extractos brutos por cartuchos
para extraccion en fase soélida (SPE), Sep-Pak® de fase reversa C18. Una vez
retenidos los compuestos fendlicos en el cartucho, éste se lavaba con un volumen
de agua suficiente para eliminar los interferentes y posteriormente los
compuestos de interés eran eluidos con una disolucibn de metanol: acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (95:5) y recogidos en un matraz de rotavapor, donde
se afadia agua ultrapura antes de proceder a su concentracion (30 ©C), hasta
sequedad total. Para el andlisis de compuestos fendlicos no antocianicos, se
pesaron 3 mg del extracto seco obtenido de cada muestra y se disolvieron en 1
mL de &cido férmico al 0,1 %: acetonitrilo (70:30, v/v). Esta solucion se diluy6
antes de su andlisis mediante HPLC-DAD-ESI/MS. Para el analisis de antocianos,
se siguié el mismo procedimiento, pero en este caso los extractos secos se
disolvieron en 1 mL de acido trifluoroacético (TFA) al 0,1 % : acetonitrilo (75:25,
v/v).

o Anadlisis de fenoles no antocianicos.

Para la separacion se emple6 una columna Poroshell 120 EC-C18 (2,7 um,
150 mm x 4,6 mm) termostatizada a una temperatura de 35 °C. La fase movil
consistié en (A) acido férmico al 0,1 % en agua y (B) acetonitrilo, aplicAndose el
siguiente gradiente de elucién: 0 % a 8 % B durante 5 minutos, 8 % a 10 % B
durante 20 minutos, 10 % a 14,5 % B durante 20 minutos y 14,5 % a 60 % B
durante 10 minutos, a un flujo de 0,5 mL/min. La deteccion se realiz6 mediante
un detector DAD y un espectrometro de masas (MS). Se utilizaron como
longitudes de onda preferente para registrar los cromatogramas 280, 330 y 360
nmy se obtuvieron espectros UV-visible de los compuestos de interés en el rango
de 220 nm a 600 nm. La deteccidén por MS se llevé a cabo en modo negativo,
registrando espectros de masas en el intervalo de m/z 100 a m/z 1400. Se utiliz6
aire Zero como gas nebulizador (40 psi), gas turbo (400 °C, 30 psi) para la
eliminacion del eluyente, nitrégeno como gas cortina (10 psi) y gas de colisién
(en nivel medio). El detector se configurd para realizar dos analisis consecutivos:
full scan de alta sensibilidad (Enhanced MS, EMS) y un analisis Enhanced Product
lon (EPI) para la fragmentacion del ion original. Los parametros para EMS fueron:
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voltaje del capilar -4500 V, potencial de declusterizacion (DP) -40 V, potencial de
entrada (EP) -7 V y energia de colision (CE) -20 V. Por otro lado, los parametros
para EPI fueron: DP -40V, EP -10 V, CE -25V, y energia de colision suplementaria
(CES) 0 V.

e Analisis de antocianos

La separacion se llevé a cabo utilizando una columna AQUA (Phenomenex)
C18 (5 pm, 150 mm x 4,6 mm) termostatizada a una temperatura de 35 °C. La
fase movil estaba compuesta por (A) TFA al 0,1 % en agua y (B) acetonitrilo, con
un gradiente de elucion programado de la siguiente manera: fase isocratica 10
% B durante 5 min, 10 a 15 % B durante 15 min, isocratico 15 % B durante 5
min, 15 % a 18 % B durante 5 min, 18 % a 35 % B durante 20 miny 35 % a 60
% B durante 7 min, a un flujo de 0,5 mL/min. Se realizé una doble deteccion
utilizando un detector DAD y un espectrémetro de masas (MS). La longitud de
onda seleccionada para el registro de los cromatogramas fue de 520 nm, y se
obtuvieron espectros UV-visible de los picos en el rango de 220 nm a 600 nm. La
deteccién por MS se efectué en modo positivo, registrando espectros de masas
entre m/z 100 y m/z 900. Se utilizo aire Zero como gas nebulizador (50 psi) y
como gas turbo (600 °C, 40 psi) para la evaporacion del eluyente. Ademas, se
empled nitrégeno como gas cortina (10 psi) y gas de colision (medio). El detector
se configurd para realizar dos andlisis consecutivos, EMS y EPI. Los parametros
establecidos para EMS fueron: voltaje del capilar 5000 V, DP 55 V, EP 4 V, y CE
10 V. Para EPI, los parametros fueron: DP 55V, EP 4V, CE 10 V,y CES 0O V.

3.2.5 Preparacion de placas Petri NGM (Nematode Growth Medium)

El medio NGM (Nematode Growth Medium) se prepara mezclando 6,8 g de
agar, 1,2 g de NaCl y 1 g de peptona en 390 mL de H20 destilada. A continuacion,
la mezcla se esteriliza durante 60 min en el autoclave. Justo antes de su uso, el
medio NGM se atempera en un bafio de agua a 60 °C durante 30 min y se
enriquece con 400 pL MgSO4 1 M, 400 pL CaCl; 1 M, 400 pL de colesterol (5
mg/mL etanol), 700 uL de nistatina 1 % (1 g/100 mL en etanol : acetato de

98



Materiales y Métodos

amonio, 1:1), 400 yL de ampicilina sddica (50 pg/mL) y 10 mL de solucion
amortiguadora KPO4 1 M pH 6,0 (35,6 g K2HPO4 y 108,3 g KH2POsen 1 L de H20
destilada), todos ellos previamente esterilizados en autoclave. Finalmente, el
medio NGM se distribuye en placas Petri, de 90 mm de diametro (20 mL) o de
35 mm de diametro (5 mL), bajo condiciones estériles. Mantener una cantidad
uniforme de agar en las placas minimiza la necesidad de reajustar el enfoque del
microscopio al cambiar de una placa a otra. Las placas se enfrian a temperatura
ambiente en la campana de flujo laminar antes de la siembra. Posteriormente,
pueden almacenarse en refrigeracion a temperaturas entre 4 y 8 °C durante

varios dias.

3.2.6 Preparacion Escherichia coli OP50 como fuente de alimento

El medio Agar LB, disefiado especificamente para el almacenamiento de
colonias de Escherichia coli, se prepara mezclando 2 g de medio triptona, 1 g de
cloruro sodico, 1 g de extracto de levadura, 3,4 g de agar y 200 mL de H2O
destilada. Igual que el medio NGM, se esteriliza en autoclave y se atempera bajo
las mismas condiciones justo antes de su uso, afiadiendo ademas 200 pL de
ampicilina. EI medio se reparte entre las placas Petri, en condiciones de
esterilidad.

Con ayuda de un asa de siembra desechable se siembra £. coli OP50 a
placas del medio Agar LB. Se utiliza la técnica de siembra por estria, con el fin de
obtener colonias aisladas. Las placas se conservan en refrigeracion a una
temperatura entre 4 y 8 °C.

El cultivo de bacterias se realiza en el medio liquido L. Broth, preparado a
partir de 5 g NaCl, 5 g de extracto de levadura y 10 g de triptona, en 1 L de H>O
destilada. El pH se ajusta a un valor de 7,0 con NaOH 1 M vy, por dltimo, se
autoclava la mezcla. Finalmente, se inocula una colonia aislada de £. co/i OP50
en un Erlenmeyer (previamente autoclavado) que contiene 50 mL de medio
liquido L. Broth, 50 uL de ampicilina, bajo condiciones de esterilidad. El cultivo se
incuba a 37 °C durante toda la noche y, posteriormente, se almacena en alicuotas

a 4 °C para facilitar su manejo, pudiendo conservarse asi durante semanas.
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A partir de estas alicuotas, se inoculan aproximadamente 200 pL (placas
Petri de 90 mm) y 20 pL (placas Petri de 35 mm) en placas NGM estériles. Las
placas inoculadas se secan a temperatura ambiente en la campana de flujo
laminar durante 30 min. Posteriormente, son incubadas durante 24 h a 37 °C.
Transcurrido este tiempo, se observa un césped bacteriano de OP50 viva sobre
el que posteriormente se sembraran los gusanos. Se procura que el césped
bacteriano quede centrado en la placa, para evitar la dispersion de los gusanos

y facilitar su visualizacion.

3.2.7 Sembrado de C. elegans en placas NGM

e Siembra de C. elegans en placas frescas

El procedimiento se realiza transfiriendo un trozo de agar con gusanos
desde una placa de mantenimiento a una placa fresca, utilizando una espétula
esterilizada. Los gusanos se desplazan del trozo de agar y se distribuyen por el

césped bacteriano de la nueva placa.

e Transferencia de C. elegans individualmente

En algunas ocasiones, es necesario proceder a una transferencia
individualizada de los nematodos. Para ello, el gusano se transfiere
cuidadosamente de una placa a otra utilizando un asa de siembra, hecha de
alambre de platino de calibre 32 insertado en una pipeta Pasteur a la que se
redonded su extremo mas aplanado con una lima, eliminando los bordes afilados
para evitar dafar tanto el agar como los gusanos. Antes de su uso, el asa de
siembra es flameada para prevenir la contaminacion.

Bajo la lupa con fuente de luz blanca, se realizé el proceso de transferencia.
Para facilitar este proceso, se puede tomar una minima cantidad de £. coli OP50
con el extremo del asa, lo que ayuda a que el gusano se adhiera mas facilmente.
A continuacion, el asa junto con el nematodo se apoya cuidadosamente en la
nueva placa de agar permitiendo que el gusano se desprenda. Este procedimiento

puede realizarse con varios gusanos a la vez.
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e Transferencia de gran cantidad de C. elegans

El buffer M9 (3 g KH2PO4, 6 g NaHPO4, 5 g NaCl, 1 mL 1 M MgSOs4, H20
destilada hasta 1 L) previamente esterilizado, es fundamental para transferir gran
cantidad de nematodos de unas placas a otras. Para ello, las placas se lavan en
dos ocasiones con 3 mL de buffer M9, la suspension obtenida se centrifuga
durante 90 s a 4500 g, se elimina el sobrenadante y finalmente los gusanos son

transferidos e incubados en nuevas placas de NGM agar.

3.2.8 Sincronizacion de C. elegans

La sincronizacion de la poblacién de C. elegans se realiza para asegurar que
todos los nematodos empleados en un ensayo especifico tengan la misma edad
0 se encuentren en el mismo estado larvario. Para ello, los gusanos se dejan
crecer durante 3-4 dias en placas de agar NGM sembradas con OP50 y
mantenidas a 20 °C, hasta que se obtenga una gran cantidad de huevos y/o
hermafroditas con huevos en su interior.

Para llevar a cabo el proceso de sincronizacion, las placas con una poblacion
abundante de nematodos se lavan con 2 mL de buffer M9, repitiendo este
proceso hasta reducir al minimo la cantidad de gusanos restantes en la placa. La
solucion se recoge en tubos eppendorf y se centrifugan durante 1 min a 8000
rom a 4 °C para evitar que los huevos eclosionen. A continuacion, el
sobrenadante es retirado de todos los tubos y sobre el residuo de gusanos y
huevos se afiaden 150 uL de una solucidn bleaching (preparada con 500 pL de
NaOH 5N y 1 mL de lejia comercial), util para desintegrar a todos los gusanos y
larvas sin afectar a los huevos. Inmediatamente, la mezcla es agitada
vigorosamente durante 10 min, alternando cada minuto un ciclo de agitacion con
vortex y un ciclo de reposo. Transcurrido este tiempo, la mezcla es centrifugada
durante 1 min a 10.000 rpm a 4 °C y a continuacion se elimina el sobrenadante.
El pellet de huevos se lava cinco veces con buffer M9 para eliminar por completo
los residuos de la solucion bleaching. A continuacion, se resuspenden los huevos
en 1 mL de solucion M9y se transfieren a un tubo eppendorf nuevo. Esta solucion

se incuba a 20 °C en un dispositivo con agitacién rotacional durante unas horas
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para promover la eclosion. Después, los tubos se colocan en posicién horizontal.
Aproximadamente 24 horas después, las larvas habran eclosionado y podran ser
transferidas a placas de agar NGM para continuar su desarrollo.

El volumen que se siembra en las placas de agar NGM dependera de la
concentracion de huevos obtenida, y generalmente estéa entre 200 y 300 uL. Las
placas se mantienen a 20 °C para permitir el completo desarrollo de los
nematodos y su posterior uso.

En ocasiones, con cepas especialmente sensibles al proceso de bleaching,
es necesario llevar a cabo un proceso de sincronizacion alternativo que consiste
en tomar una cantidad conocida de gusanos hermafroditas con huevos en su
interior, dejarlos en las placas de ensayo durante 1-2 horas y tras la puesta de
los huevos retirar los gusanos adultos, asegurandose de recoger todos los

nematodos que se habian colocado inicialmente.

3.2.9 Preparacion de placas Petri para los ensayos con extractos de

mora y mortifio

Para los ensayos de bioactividad de los extractos ricos en polifenoles de
mora y mortiiio se prepararon placas de agar NGM con dichos extractos. Para
cada extracto se preparé una disolucion madre (30-500 mg/mL) en DMSO, de la
qgue se afiadi6 un volumen adecuado al agar, previamente calentado en
microondas y templado a 60 °C durante 20 minutos. Esto permitié obtener
concentraciones finales de extracto en placa entre 30 y 500 pug/mL. Todas las
placas, incluidas las de control, contenian un 0,1 % (v/v) de DMSO para mantener

la uniformidad.

3.2.10 Ensayos de estrés oxidativo inducido térmicamente

El ciclo de vida de C. elegans es dependiente de la temperatura, existiendo
una relacién inversa entre la vida media del gusano y la temperatura de cultivo.
Los ensayos de estrés oxidativo inducido térmicamente se han realizado para
comprobar si los gusanos cultivados previamente en presencia de diferentes

concentraciones de extractos ricos en compuestos fendlicos aumentan su
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resistencia frente al estrés térmico. Se sabe que la termotolerancia esta
determinada en gran medida por la sintesis de proteinas de shock térmico (HSP)
(Mufioz 2003). Estos ensayos se llevaron a cabo segun el método descrito por
Saul et al. (2009) con pequefias modificaciones (Ayuda-Duran et al. 2019a;

Ayuda-Duran et al. 2019b), como se describe a continuacion.

En todos los casos se utilizd una poblacién sincronizada de C. elegans. Las
larvas N2 (cepa silvestre), asi como las cepas mutantes estudiadas dar-16(mu86),
hsf-1(sy441)y skn-1(zu67) se sembraron en placas NGM de 90 mm de didmetro
que contenian distintas concentraciones (30 a 500 pug/mL) de extractos de mora
y mortifio (maduros e inmaduros). Las placas se incubaron a 20 °C hasta el dia
de realizacion del ensayo. Paralelamente, se realizan ensayos control en ausencia
del extracto, pero con la misma concentracion de DMSO (0,1 %).

La influencia del estrés térmico en la viabilidad del nematodo se evalu6 en
dos etapas de desarrollo. En el primer ensayo, los gusanos se mantuvieron a 20
°C en las placas de tratamiento o de control hasta alcanzar el segundo dia de
adulto, mientras que en el segundo ensayo permanecieron en las placas hasta el
noveno dia de adulto. En ambos casos, una vez alcanzado el dia correspondiente
de ensayo, los gusanos se transfirieron individualmente con un asa de siembra a
placas de 35 mm de diametro (20 gusanos por placa) y se sometieron a una
temperatura de 35 °C durante 8 horas. Durante el ensayo, se contaron y
registraron los nematodos supervivientes y los muertos a las 6 y 8 horas tras el
inicio del estrés térmico. Se consideraba que los gusanos estaban muertos
cuando no respondian a ningun estimulo como ligeros toques con el asa de
siembra. Por cada tratamiento y control se realizaron tres ensayos

independientes con 100 gusanos por ensayo.

3.2.11 Ensayos de longevidad

Se llevaron a cabo ensayos de longevidad utilizando la cepa silvestre N2 de
C. elegans cultivada en presencia de los extractos de mora madura (100 pg/mL
y 300 pg/mL en el medio de cultivo) e inmadura (100 pug/mL) y extractos de

mortifio maduro e inmaduro (100 pg/mL en el medio de cultivo). Adicionalmente,
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se incluyeron placas control que contenian el mismo porcentaje de DMSO (0,1
%) que las placas con los extractos fenolicos.

En todos los casos, los nematodos sincronizados en estado larvario L1
fueron transferidos a placas de agar NGM, de diametro 90 mm, sembradas
previamente con £. colien las que se cultivaron a 20 °C hasta alcanzar el estado
larvario L4.

El primer dia de la etapa adulta, los gusanos se transfirieron individualmente
a placas de 35 mm de didmetro (20 gusanos por placa) que contenian tanto los
extractos objeto de estudio a diferentes concentraciones como FUdR 150 pM,
para evitar la reproduccién y la mezcla de generaciones. En paralelo se llevaron
a cabo ensayos de longevidad en placas control con DMSO 0,1 % y FUdR.

Posteriormente, cada dos dias, los gusanos se transferian a placas nuevas,
que contenian también FUdR, E£. coli y las diferentes concentraciones de
extractos, o DMSO en el caso de las placas control. Durante toda la duracion del
ensayo, se realizaba el conteo de los nematodos cada uno o dos dias y, al igual
gue en ensayos anteriores, eran considerados muertos aquellos animales que no
respondian al toque suave con el asa de platino. Estos ensayos se llevaron a cabo
con aproximadamente 100 gusanos por tratamiento y se realizaron en cada caso

por triplicado.

3.2.12 Cuantificacion de ARNm por RT-PCR cuantitativa

Los gusanos se sembraron en placas NGM que contenian extracto de mora
madura a una concentracion de 300 pg/mL, y extractos de mora inmadura,
mortifo maduro e inmaduro a una concentracion de 100 pg/mL en el medio de
cultivo. Al igual que en ensayos anteriores, se incluyeron placas control que
contenian el mismo porcentaje de DMSO (0,1 %) que las placas con los extractos
fendlicos. Se cultivaron durante cinco dias a 20 °C, durante los cuales los gusanos
se transferian al menos una vez a placas nuevas que contenian extractos de mora
y mortifio, o con DMSO y E£. coli como alimento.

El dia del ensayo, los gusanos se recogieron de las placas con buffer M9; se
realizaron dos lavados con el mismo buffer y el pellet se resuspendio en 300 L

de M9. El pellet resuspendido se transfiri6 a tubos Eppendorf de rosca, y se
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afadieron 3,5 pL de 2-mercaptoetanol y 350 pL de buffer de lisis. Adicionalmente,
se afadieron 10 bolitas de acero de 10 mm de diametro, previamente
esterilizadas. Las muestras se procesaron en un homogeneizador FastPrep a una
velocidad de 5,5 m/s durante 7 ciclos de 10 segundos cada uno. Para cuantificar
la cantidad de ARN se utiliza un espectrofotémetro Nanodrop.

El ADNc se sintetiz6 a partir de 2 ug del ARN total obtenido de la extraccidn
por medio de la transcripcion reversa (RT) con el kit comercial High Capacity
cDNA RT Kit Applied Biosystems de Thermo Fisher Scientific (Ayuda-Duran et al.
2024).

Para medir los niveles de expresion génica, se utilizé una variante de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al. 1982). El analisis de PCR
cuantitativa (RT-qPCR) fue realizado por el Servicio de Secuenciacion de ADN de
la plataforma Nucleus de la Universidad de Salamanca, utilizando el sistema
BioMark™ HD y EvaGreen como método de deteccidn. La cuantificacion relativa
del producto se basé en el ciclo umbral (Ct) durante la fase exponencial del
proceso, siguiendo el método 2-22¢ ytilizando act-1 como gen de referencia (Livak
y Schmittgen 2001). Para el analisis de la expresibn de ARNm, se realizaron 9
experimentos independientes, confirmando la amplificacion especifica mediante

la curva de disociacion.

Los cebadores o "primers" especificos para el ADNc que codifica cada una
de las proteinas a estudiar se obtuvieron de la literatura (act-1, skn-1, dafr-16,
hsp16-2) o se disefaron utilizando el programa "OligoAnalyzer 3.1" de Integrated
DNA Technologies (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer). La especificidad de
estos primers se verifico con el programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Los primers utilizados fueron los

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

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

hsp-70: CAAGACTTTGGAGCCGGTTG (F) y GGAGCAGTTGAGGTCCTTCCC (R)

age-1. TCCGTAAAGCCACAGGATTATG (F) y TGCCGTGGAGCTCTAATTTC (R)

gst-4: TGGAGAACAATTCGGTCAGTC (F) y TAAGCTTCTTCCTCTGCAGTTT (R)

daf-2:. AAGTCGATTCGGACGCTATTC (F) y GTACGGGCTCACTTCATTCTC (R)

s00-3: CGAGCTCGAACCTGTAATCAGCCATG (F) y
GGGGTACCGCTGATATTCTTCCACTTG (R) (Wei et al. 2014)

daf-16. CCAGACGGAAGGCTTAAACT (F) y ATTCGCATGAAACGAGAATG (R)
(Zhang, Lu y Zhou 2015)

hsp-16.2: CTGCAGAATCTCTCCATCTGAGTC (F) y AGATTCGAAGCAACTGCACC (R)
(Zhang, Lu y Zhou 2015)

hsf-1: GAAATGTTTTGCCGCATTTT (F) y CCTTGGGACAGTGGAGTCAT (R) (Kern
et al. 2010)

daf-18. F ACATGCTGCGTCAGGATTAT (F) y AAGGAATTGTCCGATGGTACTT (R)

3.2.13 Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete de software para
PC SPSS (version 23.0, SPSS Inc., Chicago). Se emplearon ANOVA de una via y
pruebas post hoc de Bonferroni para analizar estadisticamente los datos entre
diferentes grupos. Los resultados y el error estandar se expresaron mediante un

grafico de barras agrupadas
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Por otro lado, se utilizo ANOVA para comparaciones multiples de valores
para determinar posibles diferencias significativas entre los grupos tratados y de
control en los ensayos de cuantificacion de ARNm mediante gPCR. Para los
estudios de longevidad, la supervivencia del animal se traz6 usando las curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier y se analizaron los resultados mediante la
prueba de log-rank. Finalmente, para la supervivencia al estrés térmico, se
realizaron tablas de contingencia y se calculd la significacion estadistica usando
el Chi Square Test. En cada andlisis, se consideraron las diferencias

estadisticamente significativas en el nivel de p < 0,05.

107






IV. RESULTADOS Y DISCUSION






Resultados y Discusion

4.1 Mortino (Vaccinium floribundum Kunth)

4.1.1 Caracterizacion de los extractos fenélicos del mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth)

e Perfil fendlico

Se analizé la composicion fitoquimica del mortifio recolectado a dos altitudes
diferentes y en tres etapas de madurez, mediante HPLC-DAD-ESI/MS". En todos
los casos, los extractos de mortifio recogidos a 3641 (m.s.n.m.) durante las tres
etapas de madurez presentaron concentraciones mas altas de compuestos
fendlicos que aquellos recolectados a menor altitud. El perfil fitoquimico de todos
los extractos fue similar, independientemente del grado de madurez o la altitud
(Figura.lV.1).

Es importante indicar que en los cromatogramas mostrados en la
Figura.lV.1, la concentracion inicial del extracto, asi como el volumen de
inyeccion fueron los mismos para todas las muestras. Aunque el objetivo de los
cromatogramas que se muestran en la figura es comparar las diferencias entre
los perfiles cualitativos en las distintas condiciones de recoleccion, hay que
seflalar que las areas de los picos también son consistentes con las

concentraciones de las moléculas.

La identificacion tentativa de los picos se presenta en la Tabla.lV.1 y esta
basada en los iones (pseudo)moleculares y patrones de fragmentacion MS?. Los
compuestos detectados corresponden a derivados hidroxicinamicos (3),
antocianos (3) y flavonoles (8). Los flavonoles y los antocianos constituyen la
mayoria de los compuestos fendlicos identificados en V. floribundum Kunth.
Resultados de composicion similares fueron reportados en la misma especie
(Baenas et al. 2020; Cerrato et al. 2022; Vasco et al. 2009a) y en otras bayas
pertenecientes al género Vaccinium, como V. corymbosum (Silva et al. 2017) y

V. myrtiflus (Ancillotti et al. 2017; Bujor et al. 2016; Pires et al. 2020).
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Figura.lV.1. Cromatogramas de HPLC-DAD registrados a 370 nm del extracto de mortifio andino
silvestre (V. floribundum Kunth) recolectado a diferentes altitudes y etapas de madurez (azul: 50
% de madurez, naranja: 75 % de madurez y negro: 100 % de madurez). Las identidades de los

picos numerados se recogen en la tabla 1V.1.
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Tabla.lV.1. Identificacion tentativa de compuestos fendlicos de V. floribundum Kunth
mediante HPLC-DAD-ESI/MS.

lon lon MS2

. RT MS2 (m/2) Identificacion
Pico (min) pseudomolecular (Negativo) molecular (m/2z) tentativa
[M-H]- (m/2) [M]* (m/z) (Positivo)
1 98 353 101 Acido
cafeoilquinico
- - we e
2 103 Cianidina-5-C.
- - 419 287 S
arabinésido
3 11,0 ; ; 435 o3  Delfinidina-3-o-
arabinésido
4 11,8 335 179, 135 Acido
cafeoilsiquimico
323, 161, . .
5 13,8 433 221,179 Cafeoilarbutina
6 14,0 463 301 Quercetin-
hexésido
7 150 433 301 Quercetin-
pentésido
8 153 447 301 Quercetin-
rhamnésido
Quercetin-
9 162 577 433, 475, hidroximetilglutaril
301 .
pentdsido
10 16,5 475 433, 415 Quercetin-
acetilpentésido
433, 415, Quercetin-
11 16,8 4rs 161 acetilpentdsido
Quercetin-
12 17,2 501 447, 489, hidroximetilgluta
529 : LS
ril-rhamnésido
13 18,3 301 179, 151 Quercetina

El pico 1 posee un ion pseudomolecular [M-H] de m/z 353 y un patron de
fragmentacion caracteristicos de wun acido clorogénico (cafeoilquinico).
Similarmente, las caracteristicas del pico 4 ([M-H]- de m/z 335) son coherentes
con acido cafeoilsiquimico. Ambos tipos de derivados hidroxicinamicos han sido
ampliamente citados en V. floribundum y otras especies de Vaccinium (Baenas
et al. 2020; Cerrato et al. 2022; Vasco et al. 2009a). Los picos 5y 7 presentan el
mismo ion [M-H]" (m/z 433) pero distinto patron de fragmentacion. En el pico 5
los fragmentos MS? detectados, permiten la identificacion como cafeoilarbutina
(p-hidroxifenil 6-O-trans-cafeoil-B-D-glucopirandsido (Figura.lV.2), compuesto

reportado en Vaccinium dunalianum (P. Zhao etal. 2008), en Disterigma
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alaternoides, un tipo de ardndano andino (Aita etal. 2021) y también
recientemente en V. floribundum (Cerrato et al. 2022). En el estudio realizado
por Aita et al. (2021) sobre Disterigma alaternoides se sefala la cafeoilarbutina
como el derivado hidroxicinamico individual més abundante, siendo en general
los conjugados de arbutina los derivados de acidos fendlicos mejor representados
en estas bayas. De acuerdo con Baenas etal. (2020), los derivados
hidroxicindmicos representan el 15,7 % del total de compuestos fendlicos en V.

floribundum, estando representados principalmente por acidos cafeoilquinicos.

Se ha descrito que la cafeoilarbutina es eficaz en el tratamiento de
infecciones del tracto urinario y posee propiedades blanqueadoras de la piel (Aita
et al. 2021). Igualmente, se han asociado a acido cafeico y derivados diversas
actividades biolégicas, como antiinflamatoria, anticancerigena y antibacteriana,
asi como capacidad antioxidante (da Silva Rosa Bonadiman et al. 2021; Samad
et al. 2014).

e} OH

HO

HE OH O OH
Figura IV.2. Estructura quimica de cafeoilarbutina.

Los restantes compuestos fendlicos identificados en mortifio corresponden
a flavonoides, en particular flavonoles y antocianos. Los picos 6, 7 y 8 se
caracterizan por la presencia en su espectro MS? de un fragmento de m/z 301,
lo que permite asociarlos a derivados de quercetina unidos a distintos restos de
azucar (hexosa, pentosa, rhamnosa), mientras que el pico 13 corresponde al
aglicon quercetina. Como se ha indicado anteriormente, el pico 7 presentaba un
ion [M-H]  de m/z 433, idéntico al del pico 5, pero a diferencia de éste, en su
patron de fragmentacion no se observaban fragmentos caracteristicos de

derivados de &cido cafeico (179, 135), sino que aparecia un unico fragmento de
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m/z 301, lo que permite su identificacion tentativa como un pentdsido de
quercetina. Todos los derivados de quercetina anteriores han sido previamente
descritos en V. floribundum u otras especies de Vaccinium (Ancillotti et al. 2017;
Baenas et al. 2020; Pires et al. 2020; Vasco et al. 2009a).

El pico 12 ([M-H] de m/z 591) origina un fragmento MS? de m/z 447 por
pérdida de 144 uma que podria corresponder a un resto hidroximetilglutarico. Un
compuesto con estas caracteristicas fue previamente descrito en V. myrtillus
(Bujor et al. 2016) y V. meridionale (Garzén et al. 2020) e identificado como
quercetina-hidroximetilglutaril-rhamnésido, identidad que se propone para este
pico. lgualmente, el pico 9 ([M-H]- de m/z577) libera un fragmento MS? de m/z
433 por la pérdida de 144 uma, por lo que podria asociarse a un guercetin-
hidroximetilglutaril-pentosido. Finalmente, los picos 10 y 11 ([M-H] de m/z 475)
liberan un fragmento MS? de m/z 433, que supone la pérdida de 42 uma,
caracteristico de un resto acetilo, por lo que podrian corresponder a quercetin-
acetilpentésidos, aunque dado el pequefio tamafio de estos picos no se pudo
obtener un espectro UV-vis lo suficientemente claro para confirmar si se trata de
flavonoles. La importancia de los derivados de quercetina en la composicion del
mortifio andino se ha puesto de manifiesto en estudios previos, donde se estimé
que aproximadamente el 97 % del area total de los picos de los flavonoles

correspondia a este tipo de derivados (Cerrato et al. 2022)

Los picos 2 y 3 corresponden a antocianos identificados en base a sus
espectros de masas como los 3-O-glucésidos y 3-O-arabindsidos de cianidina
(solapados en el pico 2) y 3-O-arabinosido de delfinidina (pico 3), compuestos
ampliamente descritos en bayas de Vaccinium (p.ej. Ancillotti et al. 2017; Faria
et al. 2005; Pires et al. 2020; Vasco et al. 2009a). Estudios anteriores sobre V.
floribundum Kunth determinaron que los derivados de cianidina son, con
diferencia, los antocianos predominantes (70-80 %) en esta especie, seguidos
por los derivados de delfinidina (15-19 %) (Baenas et al. 2020; Cerrato et al.
2022; Esquivel-Alvarado et al. 2020). No se han detectado, sin embargo,
derivados de pelargonidina, frecuentes en otras bayas. Un resultado similar fue

obtenido por Vasco et al. (2009a), quienes indican que los glicoconjugados de
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pelargonidina y malvidina estan presentes en otras especies del género

Vaccinium pero no en V. floribundum Kunth.

En la Figura.lV.1 se puede observar que la abundancia de antocianos es
mucho mayor en la etapa 1 (nivel mas alto de madurez), como también se puede
comprobar en los resultados de cuantificacion de estos pigmentos (Tabla.1V.2).
La acumulacién de cianidinas y delfinidinas se ha relacionado con el color purpura
oscuro de las bayas, cuyos contenidos estan influidos por el estado de madurez
de los frutos y sus condiciones de crecimiento. También se ha demostrado que
factores ambientales como la irradiacion solar, la diferencia entre las
temperaturas diurnas y nocturnas, y la intensidad de la luz solar directa influyen
en la acumulacion de antocianos (Zoratti et al. 2014), lo que contribuye a la
mayor concentracion de estos pigmentos determinados en el mortifio recolectado

a mayor altitud (Figura.lV.l y Tabla.1V.2.).

e Determinacion de polifenoles (TPC), flavonoides (TFC) y antocianinas (ACY)
totales

Diversos estudios han analizado la composicion fendlica y la capacidad
antioxidante del mortifio andino (V. floribundum Kunth) (Alarcén-Barrera et al.
2018; Vasco et al. 2009b). Sin embargo, en nuestro conocimiento, no se han
realizado investigaciones sobre la influencia de la altitud, junto con el estado de
madurez del fruto, en la composicidon y concentracion de compuestos fendlicos,

asi como en las actividades bioldgicas del mortifio silvestre.

En la Tabla.l1V.2 se muestran los resultados obtenidos para los contenidos
de polifenoles, flavonoides y antocianos totales, determinados por métodos
fotométricos, en muestras recolectadas a dos altitudes y 3 estados de madurez.
En la Figura.lV.3 se realizan comparaciones multiples de los contenidos totales
de polifenoles, flavonoides y antocianos entre las muestras de mortifio

recolectadas en distintas etapas de madurez a diferentes altitudes.

El contenido de polifenoles totales (TPC) se analiz6 mediante el método de

Folin-Ciocalteu (FC), basado en el cambio de color producido al reducirse el
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reactivo de FC (una mezcla de los acidos fosfotangstico y fosfomolibdico) en
medio alcalino, dando Ilugar a una coloraciobn azulada que se mide
colorimétricamente. Se trata de un meétodo ampliamente utilizado para la
determinacion de polifenoles totales, aunque en realidad lo que mide es la
capacidad reductora de la muestra, ya que el reactivo de FC no solo reacciona
con los compuestos fendlicos, sino también con aminoacidos, péptidos, azlcares
reductores, acido ascorbico y otros compuestos reductores que puedan estar
presentes. Por lo tanto, la interpretacion de esta prueba no puede asociarse
exclusivamente al contenido de polifenoles, sino a la capacidad reductora total
de los diferentes componentes de la muestra (Huang, Boxin y Prior 2005). En
todo caso, cabe suponer que los polifenoles constituyen la fraccion principal de
sustancias antioxidantes presentes en los extractos obtenidos. Los resultados

suelen expresarse en equivalentes de acido galico (GAE).

Tabla.lV.2. Contenidos de polifenoles, flavonoides y antocianos totales en el mortifio (V.
floribundum Kunth) segun la altitud del sitio de recoleccion y la etapa de madurez del fruto.

Estado de madurez

Parametros Altitud Estado 1 ° Estado 2 ° Estado 3°  p-valor
(Estado)
3641 (m.s.n.m) 451+ 4,1 38,4+ 2,8 60,1 +23 <0,001
7PC
(mg GAE/100 g psyt 2836 (msnm) 24158 29,4 + 3,3 320+43 0,72
p-valor (Altitud) 0.017 0.04 0.001
. 3641 (m.sn.m)  23+18 25+15 38+12 <0001
1
(mg Cateq/g PS)* 536 (m.s.nm) 13+05 1,9+1,2 21+0,8 0,01
p-valor Altitud) 0,006 0.021 0.051
3641 (m.sn.m)  3,5+0,3 1,3+0,06 0,6+0,05 < 0,001
ACY
(mg Cy Eq/g PS)1 2836 (m.s.n.m) 2,5+ 0,00 1,7+004  01+004 <0,001
<0,001 0,05 0,06

p-valor (Altitud)

1Los resultados se expresan como media + DE.

¢(Etapa 1: completamente maduro; etapa 2: 75 % pigmentado, y etapa 3: menos del 50 % pigmentado).
TPC: Contenido de polifenoles totales; TFC: Contenido de flavonoides totales; ACY: Contenido de antocianos
totales.
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En la Tabla.lV.2 se puede comprobar que los niveles méas altos de
polifenoles totales se encontraron en las bayas recolectadas a mayor altitud
dentro de cada etapa de madurez. El mayor valor de TPC corresponde a los frutos
completamente maduros recolectados en la region de Imbabura (3641 m.s.n.m.)
y el menor a los de la region de Carchi (2836 m.s.n.m.). Estos hallazgos coinciden
con estudios previos sobre V. floribundum Kunth (Llivisaca-Contreras et al. 2022)
y otra especies de Vaccinium, como V. glaucoalbum (Feng et al. 2017) o V.
corymbosum L. (Spinardi et al., 2009, 2019) , donde se describen patrones
similares en cuanto a la composicibon de compuestos fendlicos, con
concentraciones mas altas a mayores altitudes. Por otra parte, la altitud no sélo
influye sobre el contenido de polifenoles totales sino que también puede afectar
de manera diferente a la concentracion de clases individuales de compuestos
fendlicos, como se ha observado en fresas (Guevara-Teran et al. 2022).

Un estudio realizado en China determin6é que un aumento en la altitud de
2000 a 3500 m.s.n.m. producia una elevacion en el contenido de acidos fendlicos,
especialmente acido cafeico (Zheng etal. 2011). Estos resultados serian
coherentes con los obtenidos en nuestro estudio, donde se observa un
incremento de los picos 1, 4 y 5, todos ellos derivados del acido cafeico, en las
muestras recolectadas a mayor altura (Figura.lV.1) respecto a las cultivadas en
zonas mas bajas. Se ha sugerido que los derivados del acido cafeico son eficaces
eliminadores de especies reactivas de oxigeno (ROS) y absorbentes de radiaciéon
UV, ya que contribuyen al engrosamiento de la pared celular, proporcionando
proteccion adicional contra la penetracion de la radiacion UV (Agati et al. 2013).
Por otra parte, en bayas del género Vaccinium se ha descrito también una
disminuciéon en los niveles de acidos hidroxicinAmicos en etapas avanzadas de
desarrollo del fruto y una mayor concentracion en frutos inmaduros a altitudes
elevadas (Moretti et al. 2010). Estas observaciones coinciden con los resultados
aqui presentados, donde se observan diferencias en los niveles de estos
compuestos entre las etapas de madurez 1 y 3 a mayor altitud (Figura. 1V.3A).

En cuanto al contenido de flavonoides totales (TFC), el promedio en la
etapa de madurez 3 (frutos inmaduros) fue significativamente mayor que el

observado en bayas completamente maduras (Tabla.lV.2; Figura.lV.3B), tanto
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en las muestras recolectadas a 2836 m.s.n.m. como en las procedentes de zonas
con mayor altitud, lo que sugiere que el TFC disminuye a medida que avanza el
proceso de maduracion del fruto. Estos resultados coinciden con hallazgos
previos en V. floribundum Kunth (Llivisaca-Contreras et al. 2022; Spinardi et al.
2019), V. corymbosum L. (Campra et al. 2019) y V. vitis idaea L. (Nilova et al.
2021), asi como en otros tipos de bayas (Rieger et al. 2008; Zeng et al. 2020).
Se ha indicado que los flavonoides desempefian multiples roles en fotoproteccion,
y se hipotetiza que su acumulacién en la planta es eficaz para inhibir la
generacion de especies reactivas de oxigeno y reducir las ya formadas en
respuesta al estrés causado por altos niveles de radiacion luminosa (asociada con
altitudes elevadas), lo que justificaria los resultados obtenidos en este trabajo
donde se ha observado que el contenido de flavonoides totales, en similar estado
de madurez, siempre fue significativamente superior en las muestras
recolectadas a mayor altitud. Agati et al. (2013) recogen que una mayor tasa de
irradiacion estimula la biosintesis de flavonoides como quercetina y luteolina sin
afectar de manera similar a otros flavonoides como kaempferol y apigenina.

Es importante destacar que la altitud no solo influye positivamente en el
momento fenoldgico del fruto, sino también en su dindmica de maduracién (Zeng
et al. 2020). Parametros ambientales, como la temperatura (que disminuye con
la altitud) y la radiacion fotosintéticamente activa (que aumenta con la altitud)
juegan un papel crucial en la maduracion completa de las bayas (Huang, Boxin y
Prior 2005). Todo ello concuerda con nuestras observaciones sobre las
condiciones ambientales en las localidades donde se recolectaron los ardndanos
andinos silvestres (Tabla 111.2), y explicaria las notables diferencias en los
contenidos de flavonoides totales entre las etapas de madurez 3 y 1 a mayor
altitud. Asi, se encontré una disminucion significativa en los valores de TFC
cuando las bayas comienzan a madurar, pasando de una pigmentacion
verde/rojiza (menos del 50 %) a una baya casi completamente pigmentada (mas
del 75 %), y finalmente a una baya completamente madura (Tabla.lV.2;
Figura.lV.3B).

Durante la maduracién de las bayas, ocurren numerosos cambios

biogquimicos complejos que resultan en el agrandamiento celular, el
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endulzamiento, el ablandamiento y la pigmentacion del fruto. En las primeras
etapas de maduracion, los compuestos predominantes son carotenoides y
clorofilas, asi como compuestos fendlicos de naturaleza flavonoide, como
flavonoles y flavanoles. A medida que progresa la maduracion se produce una
degradacion en las clorofilas y disminuyen también las concentraciones de
flavonoles y flavanoles (Huang, Boxin y Prior 2005; Vanekova et al. 2020),
mientras que aumenta la acumulacion de antocianos, convirtiéendose en los
principales flavonoides en las bayas maduras (Zoratti et al. 2015). Este cambio
conduce a la transicion de la pigmentacién de verde a morado. Los antocianos
se encuentran tanto en la pulpa de la baya como, predominantemente, en su
piel. A medida que el fruto madura, su contenido varia y también se modifica el
perfil antocianico, que es variable segun el tipo de baya. Asi, por ejemplo, la mora
o la grosella contienen solo entre 5 y 8 antocianos diferentes, mientras que los
distintos tipos de arandano presentan entre 13 y 27 compuestos diferentes,
dependiendo del genotipo (Riihinen et al. 2008). Nuestros resultados concuerdan
con la tendencia descrita, ya que las concentraciones de antocianos (ACY) en las
etapas de madurez 2 y 3 fueron bajas en ambas altitudes, para aumentar de
manera importante en la fase de mayor madurez (estado 1). Igualmente, la
altitud y las condiciones ambientales de cada sitio de produccién influyen de
manera determinante sobre el contenido antocianico, con niveles
significativamente mayores a 3641 m.s.n.m. en comparacion con 2836 m.s.n.m.

en todas las etapas de madurez (Tabla.1V.2; Figura.lV.3C).
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Figura.lV.3. Comparaciones multiples de la composicion fendlica del mortifio (V. floribundum Kunth) con
respecto a tres etapas de madurez basadas en su pigmentacion (Estado 1: completamente maduros, estado
2: 75 % completamente pigmentados y estado 3: menos del 50 % pigmentados) en muestras recolectadas
a alta (3641 m.s.n.m.) y baja (2836 m.s.n.m.) altitud. (A) Polifenoles totales, (B) contenido total de
flavonoides y (C) contenido total de antocianos. Los resultados se expresan como media = DE de tres
experimentos. * p < 0.05, ** p < 0.01, diferencias significativas en comparacion con la altitud baja; # p <
0.05, ## p < 0.01, diferencias significativas entre los grupos de etapas de madurez a baja y alta altitud.
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Estudios realizados en otras especies como Vaccinium glaucoalbum (Feng
etal. 2017) y V. uliginosum (Wang et al. 2014) también encontraron un alto
contenido de ACY en frutos recolectados a mayores altitudes. En un estudio
realizado con V. corymbosum L. en el norte de Italia se encontr6 que la
concentracion total de antocianos aumentaba hasta 34 veces durante el proceso
de maduracion en las bayas cultivadas a altitudes elevadas (Alpes), mientras que
en las de altitudes bajas el incremento era solo de 25 veces (Spinardi et al. 2019).
Este fendmeno podria ser debido a un mecanismo de proteccién de las plantas
frente a las condiciones ambientales extremas en sitios de gran altitud (Rieger
et al. 2008; Wang, Li, y Bi 2018). La acumulacién de antocianos en las bayas esta
también influida por la temperatura, un factor ambiental crucial, pero a menudo
subestimado en la composicion quimica final del fruto (Del-Castillo-Alonso et al.
2016; Timmers et al. 2017), habiéndose indicado que las temperaturas diurnas
mas altas durante la maduracion son un factor determinante en la acumulacion
de antocianos en las bayas (Spinardi et al. 2009). Asimismo, factores como la
proporcion de materia seca, niveles de azlcares y acidos organicos o contenido
de aceite del fruto parecen también jugar un papel en esta acumulacion (Moretti
et al. 2010).

4.1.2 Capacidad antioxidante /n vitro de los extractos fendlicos del
mortifno

La Tabla 1V.3 muestra los resultados obtenidos en la evaluacion de la
capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohélicos de arandanos andinos
silvestres utilizando dos métodos diferentes (FRAP y DPPH). Se puede observar
gue las muestras recolectadas en la etapa de madurez 3 a mayor altitud fueron
las que presentaron los mayores valores de capacidad antioxidante en ambos
ensayos, existiendo diferencias significativas entre las muestras recogidas en
distintas fases de maduracion y siendo en el estado 2 donde se encontraron los
valores mas bajos (Figura 1V.4). No se observaron, sin embargo, diferencias
significativas entre las distintas etapas de madurez en las bayas recogidas en

altitud mas baja, lo cual es coherente con el contenido en polifenoles totales
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(TPC) anteriormente comentado, donde tampoco se encontraron diferencias
significativas en esas muestras (Tabla 1V.2). En general, el poder
antioxidante/reductor aumento con la altitud y disminuyé conforme el fruto
maduraba, mientras que los valores se mantuvieron estables en las distintas
etapas de madurez en la altitud mas baja. Estos hallazgos son consistentes con

los resultados obtenidos para el TPC y el TFC (Tabla 1V.2).

Tabla.lV.3. Capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de mortifio (Vaccinium
floribundum Kunth) recolectado a diferentes altitud y estado de madurez.

Estado de madurez

Parametros Altitud Estado 1 ° Estado 2 © Estado 3¢  p-valor
(Estado)
3641 (m.s.n.m) 186,9 + 19,9 141,5+59 230,2 + 14,7 0,001
FRAP
(umol TEq/g PS)* 2836 (m.s.n.m) 1119+ 6,5 102,8 = 8,1 111 £ 5,7 0,273
p-valor (Altitud) 0,003 0,003 0,001
DPPH 3641 (m.s.n.m) 263,3+1,1 208,1 + 3,4 2849+ 1,4 < 0,001
(umol TEq/g PS)*!
2836 (m.s.n.m) 170,7 £ 17,7 168,6 = 18,1 166,1 + 24,6 0,963
p-valor Altitud) 0,001 0,021 0,001

1 Resultados expresados en pmol de equivalentes Trolox por g de extracto seco de muestra como media + DE. FRAP:
Ensayo de poder reductor/antioxidante férrico, DPPH: Método de 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil) hidrazilo.

<>(Estado 1: fruto completamente maduro; estado 2: 75 % pigmentado, y estado 3: menos del 50 % pigmentado).

Los resultados obtenidos coinciden con los de otros estudios sobre
capacidad antioxidante realizados en la misma especie recolectada en la region
andina ecuatoriana (Alarcon-Barrera et al. 2018; Pfenninger et al. 2002). La
mayor capacidad antioxidante encontrada en los frutos recolectados a altitudes
elevadas podria estar relacionada con las condiciones climéticas de esas zonas,
como consecuencia de la mayor exposicion a la radiacion solar (Spinardi et al.
2019; Viskelis et al. 2009), como ya se ha comentado al discutir los resultados
encontrados para polifenoles y flavonoides totales. Se ha sugerido que esto
puede interpretarse como una respuesta reguladora protectora, frente al estrés
producido por la mayor tasa de radiacion UV que conduciria a aumentar la

capacidad antioxidante, proceso que podria ser considerado como “estrés
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positivo" en lugar de "estrés destructivo” (Nilova et al. 2021). Observaciones
similares se han realizado en frambuesas y fresas, donde frutos de cultivos
organicos mostraban mayor actividad antioxidante debido a su mayor exposicion
a estrés ambiental en comparacion con cultivos tradicionales (Horanni y
Engelhardt 2013; Leung 2015).

Las variaciones en la capacidad antioxidante segun la etapa de madurez de
los frutos se han relacionado con el contenido de compuestos bioactivos en las
diferentes etapas de desarrollo de las bayas (Yobi et al. 2020). En el caso de las
muestras de mortifio estudiadas se puede suponer una relacion con el contenido
de polifenoles totales, como también se ha sugerido por otros autores. Asi, por
ejemplo, en un estudio sobre cinco variedades de ardndanos coreanos se
encontré que la actividad antioxidante era mayor en frutos inmaduros, existiendo
una correlacion directa con los niveles de flavonoides y fenoles totales (Zoratti
et al. 2014). Otro grupo de investigacion reporté una fuerte correlacion positiva
entre el TPC y la actividad antioxidante en muestras de V. myrtillus de diferentes
regiones geograficas, mientras que la correlacion con los antocianos (ACY) fue

menor (Akerstrém et al. 2010).
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Figura.lV.4. Comparaciones multiples entre la capacidad antioxidante del mortifio (V.
floribundum Kunth) en tres etapas de madurez basadas en su pigmentacion (Estado 1:
completamente maduros, estado 2: 75 % completamente pigmentados y estado 3: menos del 50
% pigmentados) en muestras recolectadas a alta (3641 m.s.n.m.) y baja (2836 m.s.n.m.) altitud.
(A) Ensayo FRAP, y (B) ensayo DPPH. Los resultados se expresan en umol de equivalentes Trolox
por g de extracto seco de muestra como media = DE de tres experimentos. * p < 0,05, ** p <
0,01, diferencias significativas en comparacion con la altitud baja; # p < 0,05, ## p < 0,01,
diferencias significativas entre los grupos de etapas de madurez a baja y alta altitud.
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4.2 Mora andina (Rubus glaucus Benth)

4.2.1 Caracterizacion de los extractos fenélicos de la mora andina
(Rubus glaucus Benth)

e Perfil fendlico

La mora andina (Rubus glaucus Benth) es una fuente natural de compuestos
fendlicos, entre los cuales flavonoles y antocianos son las clases predominantes,
seguidos por acidos fenolicos, principalmente hidroxicinamicos, y taninos
hidrolizables (derivados de los acidos elagico y galico) (Carrillo-Perdomo et al.
2015; Vasco et al. 2009c).
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Figura.lV.5. Cromatograma de HPLC-DAD registrado a 330 nm de un extracto de mora

inmadura (Rubus glaucus Benth)

En el presente estudio se identificaron tentativamente 30 compuestos: 9
flavonoles y 5 acidos fendlicos, junto con derivados del acido elagico (6) y
elagitaninos (5), y antocianos (5) (Tablas 1V.4 y IV.5). Los cromatogramas
representativos, obtenidos a 330 y 520 nm, se muestran en las Figuras IV.5 y
IV.8. Para la identificacion tentativa de los picos se tuvieron en cuenta tanto los

tiempos de retencién, como el espectro UV-Vis y de masas, asi como el patrén
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de fragmentacion en el Ms?. El perfil fitoquimico cualitativo fue similar en todos

los extractos, independientemente de la altitud o el estado de madurez.

Tabla.lV.4. ldentificacién tentativa de compuestos fenodlicos detectados en Rubus glaucus

Benth mediante HPLC-DAD-ESI/MS.

lon Principales
Pico RT (min) Pseudomolecular fragmentos MS? Identificacion tentativa
[M-H] (m/2) (m/2)
1 5,9 633 301 Galoil-HHDP-glucosa
2 6,2 633 301 Galoil-HHDP-glucosa
3 6,6 935 633, 301 Galoil-bis-HHDP-glucosa
4 7,1 323 161 [138 + 23 uma] p-Hidroxibenzoil-glucésido
5 8,3 325 163, 145 p-Cumaroil-glucésido
6 10,2 193 135 Acido ferulico
7 10,9 355 179, 161 Glucurénido de acido cafeico
8 11,8 197 Acido siringico
9 12,8 935 467, 301 Galoil-bis-HHDP-glucosa
10 12,9 935 Galoil-bis-HHDP-glucosa
11 13,9 433 301 Pentosido de acido elagico
12 14,9 433 301 Pentésido de acido elagico
13 16,0 609 301 Quercetin-rutinoésido
14 16,2 301 257, 229, 185 Acido elagico
15 17.0 477 301, 179, 151 Quercetin-glucurénido
’ 463 301,179, 151 Quercetin-glucésido
16 18,1 433 301, 271, 179 Pentosido de acido elagico
17 18.4 505 463, 301 Quercetin-acetilglucésido
18 19,0 433 301, 271, 179 Quercetin-pentdsido
19 19,3 461 285 Kaempferol-glucurénido
20 19,8 447 315, 301 Pentoxido del acido
metilelagico
21 19.9 475 301 Acetilpent():.;i(.jo del &cido
elagico

22 21,2 463 301 Hexdsido de quercetina
23 24,4 517 301 Quercetin-malonilpentésido
24 25,5 301 Quercetina

Los flavonoles (picos 13, 15, 17-19 y 22-24) fueron uno de los principales

tipos de compuestos fenodlicos no antocianicos detectados. Todos ellos se

caracterizaban por presentar un espectro UV-Vis (Figura 1V.6) con un maximo

préximo a 360 nm (caracteristico de los flavonoles) y, a excepcion del pico 19,

compartian ademas un espectro MS? en el que aparecia siempre un fragmento

de m/z 301 uma, lo que sugiere que se trata de derivados de quercetina.
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Figura.lV.6 Espectro UV-Vis del pico 13, caracteristico de flavonoles

A partir de los iones pseudomoleculares y las pérdidas de masa observadas:
308 uma (disacarido del tipo hexosa-desoxihexosa, frecuentemente rutinosa),
162 uma (hexosas como glucosa o galactosa), 132 uma (pentosas como xilosa o
arabinosa) y 176 uma (glucurénido), se han identificado tentativamente
diferentes derivados glicosilados de la quercetina. En el caso del pico 19, la
presencia de un fragmento de m/z 285 permite asociarlo a un derivado de
kaempferol.

De todos flavonoles detectados destaca como mayoritario el pico 15,
identificado como quercetin-glucurénido, que fue el principal flavonol presente
en los extractos de mora andina de ambas zonas altitudinales en las tres etapas
de madurez (Figura.lV.5). Segun los resultados obtenidos, el perfil fitoquimico
cualitativo de todos los extractos fue similar, independientemente de ambos
factores. En un estudio sobre los perfiles fendlicos de moras maduras (Rubus sp.)
cultivadas en Boyacéa (Colombia) también se encontré la presencia destacada de
derivados de quercetina, con quercetin-glucurénido como flavonol predominante
en R. glaucus, mientras que en R. alpinus los compuestos principales fueron
quercetin-glucésido y kaempferol-3-glucésido (Moreno-Medina, Casierra-Posada
y Medina-Vargas, 2023). En otro estudio, centrado en el andlisis de las especies
de Rubus de Ecuador (R. glaucus) y Costa Rica (R. adenotrichus), se identificaron
quercetin-glucurénido y quercetin-glucésido como los principales compuestos en
ambas especies. Estos flavonoides se encontraron en concentraciones similares
en las dos especies estudiadas, lo que indica que comparten un perfil fitoquimico
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comparable a pesar de su diferente origen geografico (Mertz et al. 2007). En el
presente estudio cabe sefalar que si se observa con detenimiento la Figura IV.5
se puede comprobar un pequeiio desdoblamiento en la base del pico 15 que se
corresponde con quercetin-glucésido, solapamiento similar al sefialado por los
citados autores. También se identificd quercetin-glucuronido en muestras de .
ulmifolius Schott colectadas en Sicilia (Italia), aunque no fue predominante como
en otras especies, sino que (epi)catequina, un flavan-3-ol no detectado en este
estudio, era el principal constituyente en ese caso (Candela et al. 2021).

Se detectaron, asimismo, diversos derivados de acidos fendlicos, en
particular de é&cido ferdlico (pico 6), cafeico (pico 7), siringico (pico 8) y p-
hidroxibenzoico (pico 5).

El resto de picos en los cromatogramas de la Figura IV.5 (1-3, 9-12, 14, 16,
20 y 21) tenian en comun la presencia de un ion pseudomolecular (pico 14) o un
fragmento de m/z 301 uma. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurria en los
derivados de quercetina descritos anteriormente, en los que también se detecta
un fragmento similar, en este conjunto de picos el espectro UV-Vis era
sensiblemente diferente, con un maximo a 360 nm mucho menos pronunciado
qgue en los casos anteriores (Figura 1V.7), lo que permitia identificarlos como
elagitaninos, derivados glicosilados del acido elagico o el propio acido elagico
(pico 14), si bien todos ellos, salvo el pico 10, presentaron areas bajas. Estos
compuestos, especialmente el acido elagico, son comunes en frutos del género
Rubus (Bobinait, Viskelis y Venskutonis 2012). En las ultimas décadas, el acido
elagico ha ganado atencion al haberse descrito su capacidad para regular vias de
sefalizacion celular, asi como potencial para mitigar, prevenir o ralentizar la
progresion de enfermedades crénicas como diabetes, enfermedades

neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer (Wang et al. 2023).
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Figura.lV.7. Espectro UV-Vis del pico 11, caracteristico de acido elagico y derivados

La identificacion precisa de los elagitaninos a partir de datos obtenidos por
LC-MS es compleja por su elevada masa molecular y la existencia de isomeros
con valores de m/z idénticos y patrones de fragmentacion similares (Alarcon-
Barrera et al. 2018). En concreto en este estudio se ha confirmado la presencia
de dos grupos de compuestos con el mismo ion pseudomolecular ([M-H]  de m/z
935 0 633) y patrones de fragmentacion. En concreto, los picos 1y 2, con un ion
pseudomolecular [M-H]- de m/z de 633 (Tabla 1V.4), se pueden asociar a
isomeros de galoil-HHDP-glucosa, mientras que los [M-H] de m/z de 935 (picos
3, 9y 10) se pueden asociar a isdbmeros de galoil-bis-HHDP-glucosa. Entre ellos,
el pico 10 fue el principal elagitanino detectado en las muestras analizadas
(Figura.lV.5). Un elagitanino con la misma masa fue detectado por Stintzing et
al. (2002) en muestras de Rubus laciniatus de Oregén (EE.UU.), aunque se
trataba de un compuesto menor. Por su parte, en muestras de R. adenotrichus
de Costa Rica, el principal compuesto de esta familia identificado fue
lambertianina C, un elagitanino de elevada masa molecular (2806 g/mol) (Mertz
et al. 2007). Aunque no se ha podido establecer la identidad concreta de cada
uno de los isomeros correspondientes a los picos 3, 9 y 10, elagitaninos como
casuarictina, casuarinina o potentilina descritos en otras bayas del género Rubus
(Mertz et al. 2007).

Aungue los elagitaninos son menos abundantes en la dieta que otros

polifenoles, se encuentran en cantidades significativas en bayas del género
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Rubus, como moras y frambuesas (Arozarena et al. 2012; Sangiovanni et al.
2013). Se trata de compuestos a los que se atribuyen una diversidad de efectos
beneficiosos, como  antitumorales, antidiabéticos, antimutagénicos,
antibacterianos, antiproliferativos y antimicoticos (Pinheiro et al. 2019), ademas
de contribuir a extender la vida util de los frutos gracias a sus propiedades

antimicrobianas y antioxidantes (Enomoto, 2021).

En la Figura 1V.8. se representa el cromatograma registrado a 520 nm, con
el perfil de antocianos, y en la Tabla IV.5 se recoge su identificacion tentativa.
En este caso, los glicésidos de cianidina fueron los compuestos predominantes,
destacando cianidina 3-O-rutinésido (pico A3), con solo dos picos menores
correspondientes a derivados de pelargonidina (picos A4 y A5). Diversos estudios
han identificado y cuantificado antocianos en moras andinas, confirmando los
resultados del presente estudio (Horvitz, Chanaguano y Arozarena 2017; Mertz
et al. 2007; Ortiz 2010). Tulio et al. (2008) encontraron que cianidina 3-C-
rutinésido constituia la principal antocianina en Rubus glaucusy R. occidentalls,
representando en promedio el 46 % y 39 % del total de antocianos,
respectivamente; ademas, identificaron cantidades menores de cianidina 3-O-
glucésido (5-6 %) e insignificantes de pelargonidina 3-O-rutindsido. En otras
especies como Rubus adenotrichus (Costa Rica) (Mertz et al. 2007), R. ulmifolius
Schott (Brasil) (Schulz et al. 2019), R. alpinus (Colombia) (Moreno-Medina,
Casierra-Posada y Medina-Vargas 2023), R. croceacanthus, R. idaeus y R.
sieboldii (Japon) (Kubota et al. 2012) y R. /aciniatus Willd (EE.UU.) (Stintzing et
al. 2002) los principales antocianos identificados fueron cianidina 3-O-glucosido
y pelargonidina 3-O-rutindsido. Estas variaciones pueden deberse no sélo a
determinantes genéticos, sino también a factores agronémicos y geograficos
(Cho et al. 2005).
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Figura.lV.8. Cromatograma de HPLC-DAD registrado a 520 nm de un extracto de mora
completamente madura (Rubus glaucus Benth). Las identidades de los picos A1-A5 se describen
en la tabla IV.5.

Tabla.lV.5. Identificacion tentativa de los antocianos detectados en Rubus glaucus Benth
mediante HPLC-DAD/ESI-MS.

RT lon Principales
Pico (min) molecular fragmentos MS? Identificacion tentativa
[M]* (m/2) (m/2)

Al 22,1 727 287 Cianidina-3-O-pentosil-rutinésido
A2 23,2 449 287 Cianidina 3-O-glucésido

A3 23,5 595 449, 287 Cianidina 3-O-rutinosido

A4 26,0 433 271 Pelargonidina-3- O-glucésido
A5 26,5 579 433, 271 Pelargonidina-3- O-rutinésido

e Determinacién de polifenoles (TPC), flavonoides (TFC) y antocianos totales
ACY

Los resultados obtenidos en los analisis de TPC, TFC y ACY permitieron
establecer que, al igual que en el mortifio, la altitud es un factor determinante
en los contenidos de compuestos fendlicos en la mora, encontrandose los niveles
mas altos en los extractos de las muestras recolectadas a mayor altitud en cada

etapa de madurez. (Tabla 1V.6; Figura 1V.9). En los casos de los polifenoles y de
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los flavonoides totales las mayores concentraciones se determinaron a 3200
(m.s.n.m.) en la etapa de madurez 3, cuando los frutos estaban inmaduros y su
pigmentacion era verde/rojiza. Por el contrario, el menor contenido se registro a
2360 (m.s.n.m), cuando el fruto estaba completamente maduro (etapa de
madurez 1). Resultados similares han sido reportados en otros estudios. Asi, por
ejemplo, una investigacion previa determiné el contenido de polifenoles totales
en diez cultivares de mora bajo condiciones tropicales, encontrando que la
concentracion de estos compuestos fue mayor a altitudes elevadas en
comparacion con cultivares cultivados a menor altitud (Guedes et al. 2017).
Estudios en Rubus fruticosus (Gramza-Michatowska, Sidor y Kulczyiski 2017) y
R. idaeus (Anttonen y Karjalainen 2005; Dvaranauskaite, Venskutonis y Labokas
2006) determinaron concentraciones mas altas de &cido elagico en relacion con
otros componentes fendlicos a medida que aumenta la altitud. La combinacién
de condiciones ambientales extremas, con temperaturas mas bajas y alta
radiacion UV existentes a mayor altura influye positivamente en el contenido total
de polifenoles (de Oliveira et al. 2019).

Por otra parte, los resultados mostraron una disminucién significativa en los
polifenoles y los flavonoides totales desde el estado inmaduro hasta el estado
completamente maduro independientemente de la altitud (Tabla 1V.6, Figuras
IV.9A y IV.9B). Durante el desarrollo y la maduraciéon de las frutas, ocurren
cambios sustanciales en las contribuciones relativas de las diferentes clases de
compuestos (Beekwilder et al. 2005; Gramza-Michatowska et al. 2019). Por
ejemplo, esta bien establecido que mientras la mayoria de los compuestos
fendlicos disminuyen a medida que la fruta madura, los antocianos aumentan
significativamente. Igualmente, la proporcion y contenido de compuestos
individuales dentro de cada familia fendlica pueden variar en funcién de factores
ambientales, como se ha comprobado en estudios realizados en distintas especies
de Rubus, como mora (Rubus sp), frambuesa negra (R. occidentalis L) o
frambuesa roja (R. /daeus L) de distintas localizaciones (Dvaranauskaite,
Venskutonis y Labokas 2006; Makris y Rossiter, 2001; Wang, Shiow y Lin Hsin-

Shan, 2000). Todas estas observaciones coinciden con las anteriormente
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realizadas y discutidas para las muestras de mortiiio (Vaccinium floribundum
Kunth).

Tabla.lV.6. Contenidos de polifenoles, flavonoides y antocianos totales en la mora andina
(Rubus glaucus Benth) segun la altitud del sitio de recoleccion y la etapa de madurez del fruto.

Estado de madurez

Parametros Altitud Estado 1 ° Estado 2 ° Estado 3° p-valor
(Estado)

3200 (m.s.n.m) 18,1 + 0,7 23,1+0,1 30,9 +0.48 < 0,001
TPC

(mg GAE/100 g PS) 1 2360 (m.s.n.m) 15,6 + 0,5 16,9 £ 0,1 26,2 +1.81 < 0,001

p-valor (Altitud) 0,028 < 0,001 0,012
TFC 3200 (m.s.n.m) 46+0.2 63+15 7,2+0,3 < 0,001
(mg Cateq/g PS)?*
2360 (m.s.n.m) 4.1+0.2 51+£1.2 6,4 +0,1 < 0,001
p-valor Altitud) 0,05 0,006 0,05
3200 (m.s.n.m) 53%0,1 1,22 +0,1 0,2 +0,01 < 0,001
ACY
(mg Cy Eq/g ps)1 2360 (m.s.n.m) 3,9+0,1 0,8 + 0,04 0,1 +0,01 < 0,001
p-valor (Altitud) < 0,001 0,05 0,06

1 Los resultados se expresan como media = DE.

¢ (Etapa 1: completamente maduro; etapa 2: 75 % pigmentado, y etapa 3: menos del 50 % pigmentado).
TPC: Contenido de polifenoles totales; TFC: Contenido de flavonoides totales; ACY: Contenido de antocianos
totales.

A diferencia de los contenidos de polifenoles y de flavonoides totales, se
observé un aumento significativo en los de antocianos totales a medida que
progresaba la madurez de las moras, encontrando diferencias significativas en
todos los casos (Tabla 1V.6; Figura 1V.9C). Esta acumulacién de antocianos se ve

reflejada en el cambio de color observado (Figura 111.2).
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1V.9. Comparaciones mdltiples de la composicion fendlica de la mora (Rubus glaucus
con respecto a tres etapas de madurez basadas en su pigmentacion (Estado 1:

completamente maduros, estado 2: 75 % completamente pigmentados y estado 3: menos del 50
% pigmentados) en muestras recolectadas a alta (3641 m.s.n.m.) y baja (2836 m.s.n.m.) altitud.
(A) Polifenoles totales, (B) contenido total de flavonoides y (C) contenido total de antocianos. Los

resultad
diferenc

0s se expresan como media = DE de tres experimentos. * p < 0,05, ** p < 0,01,
ias significativas en comparacion con la altitud baja; # p < 0,05, ## p < 0,01, diferencias

significativas entre los grupos de etapas de madurez a baja y alta altitud.
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En un estudio realizado en Bulgaria se analizaron frutos completamente
maduros de frambuesa (Rubus idaeus L) recolectados a altitudes entre 171 y
1804 (m.s.n.m.), reportandose concentraciones de antocianinas hasta cuatro
veces superiores en las zonas de mayor altitud (Papanov et al. 2019), donde se
alcanzaban concentraciones promedio de 3,9 mg Cy Eg/g. En el presente trabajo,
utilizando el mismo protocolo basado en el método del pH diferencial, se
determinaron concentraciones medias de antocianinas de 4,6 mg Cy Eg/g en
moras completamente maduras cultivadas a altitudes aun mayores, lo cual podria
corroborar la influencia de la altitud en la biosintesis de estos compuestos. No
obstante, la acumulacion de antocianinas podria estar también modulada por
factores adicionales, como las caracteristicas genéticas de la especie o cultivar,
limitaciones fisiologicas en su capacidad de acumulacion o la influencia de otras
condiciones ambientales aun no caracterizadas (Anttonen y Karjalainen 2005).
Ademas, posibles variaciones metodoldgicas, como diferencias en el manejo de
las muestras, las condiciones experimentales o la calibracion de los equipos,
podrian haber influido en los resultados, por lo que deben considerarse al

interpretar y comparar los datos.

Por otro lado, no solo la concentracion sino también el perfil antocianico
cambia a medida que maduran las bayas. Asi, los derivados de pelargonidina
(pelargonidina-3-glucosido y 3-rutindsido) solo se detectan en los extractos de
las muestras completamente maduras (etapa 1, Figura 1V.10). Esto coincide con
lo descrito por otros autores, que también reportan la presencia de derivados de
cianidina y pelargonidina como principales antocianos en bayas de mora andina
completamente maduras, mientras que en frutos inmaduros o casi maduros no
detectan pelargonidina (Moreno-Medina, Casierra-Posada y Medina-Vargas 2023;
Ortiz 2010). Igualmente, en estudios realizados en frambuesa (R. /idaeus),
Beekwilder et al. (2005) encontraron que antocianos como cianidina-3-glucosido
ya estan presentes en bayas inmaduras (verdes), mientras que otros glicosidos
de cianidina y pelargonidina aparecen solo cuando se desarrolla el color rojo en

la fruta.
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Figura.lV.10. Cromatogramas HPLC-DAD registrados a 520 nm para moras andinas.
Comparaciones entre tres etapas de madurez a altitudes muy altas (verde: 50 % de madurez,
naranja: 75 % de madurez y azul: 100 % de madurez)

4.2.2 Capacidad antioxidante /n vitro de los extractos fendlicos de la
mora

La Tabla IV.7 muestra los resultados obtenidos en los analisis de la
capacidad antioxidante total (TAC) de los extractos de las moras andinas,
determinados mediante el ensayo de captura del radical ABTS** y el método de
poder reductor férrico (FRAP).

Se puede observar que durante la maduracién del fruto la capacidad
antioxidante disminuy6 en ambas altitudes (Figura 1V.11). Los valores mas altos
de TAC se encontraron en las muestras recolectadas a mayor altitud en la etapa
de madurez 3 (fruto inmaduro), mientras que los valores mas bajos se
observaron en las moras completamente maduras a menor altitud en ambos
casos, con diferencias significativas entre las etapas de madurez en las altitudes
alta y baja al comparar todos los grupos entre si (Tabla 1V.7). Los resultados son
coherentes con los obtenidos para los contenidos de polifenoles (TPC) y de
flavonoides totales (TFC) (Tabla IV.6), sugiriendo que existe una relacion positiva

entre compuestos fendlicos y actividad antioxidante.
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Tabla.lV.7. Capacidad antioxidante de los extractos hidroalcohdlicos de mora andina (Rubus glaucus
Benth) recolectada a diferentes altitud y estado de madurez.

Estado de madurez

Parametros Altitud Estado 1 ° Estado 2 © Estado 3¢  p-valor
(Estado)
3200 (m.s.n.m) 127,2+ 1.1 220,1+1,7 318,4 +4,3 < 0,001
FRAP
(umol TEq/g PS)* 2360 (m.s.n.m) 110,0+ 3.3 196,5 + 2,6 260,8 + 4,4 < 0,001
p-valor (Altitud) 0,001 < 0.001 < 0.001
ABTS 3200 (m.s.n.m) 414,4 + 5,7 527,1 + 3,3 628,9 +5,1 < 0,001

(umol TEq/g PS)?!

2360 (m.s.n.m) 305,1 + 10,0 436,1 + 12,6 537,5+5,1 < 0,001

p-valor Altitud) < 0,001 < 0,001 < 0,001

1 Resultados expresados en pmol de equivalentes Trolox por g de extracto seco de muestra como media +
DE. FRAP: Ensayo de poder reductor/antioxidante férrico, DPPH: Método de 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)
hidrazilo.

¢(Estado 1: fruto completamente maduro; estado 2: 75 % pigmentado, y estado 3: menos del 50 %
pigmentado).

La existencia de una relacion entre capacidad antioxidante y la
concentracion y composicion de compuestos fendlicos, ha sido observada por
diversos autores. Dvaranauskaite, Venskutonis y Labokas (2006) encontraron
una relacion lineal entre capacidad antioxidante y contenidos de antocianinas y
de polifenoles totales en frambuesas maduras (R. /daeus L.). En estudios
realizados en fresas y frambuesas se establecid que tanto las concentraciones de
polifenoles como la capacidad antioxidante venian determinadas por lugar de
produccion y las condiciones climaticas, aumentando con la altitud y la
temperatura (Kim y Shin 2015; MiloSevic¢ et al. 2012; Papanov et al. 2019; Ponder
y Hallmann 2019). Antocianos, elagitaninos y proantocianidinas se han indicado
como los compuestos con mayor influencia sobre la actividad antioxidante de las
bayas (Beekwilder et al. 2005), aunque otros polifenoles, como &cido elagico y
los flavonoles (kaempferol y quercetina), presentes en menores concentraciones,
también influirian sobre la actividad antioxidante y jugarian un papel importante
en los efectos protectores asociados a estos frutos (Chung et al. 2022). La
contribucion relativa de las diferentes clases de compuestos fendlicos durante el
desarrollo y la maduracion de las bayas influye, por tanto, de manera

determinante sobre su potencial antioxidante, aunque es dificil establecer en qué
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medida. De acuerdo con Beekwilder et al. (2005), aunque elagitaninos y
proantocianidinas, a diferencia de los antocianos, disminuyen considerablemente
durante la maduracién de las bayas, aun contribuirian entre un 30 % y 60 % a

la actividad antioxidante total de la frambuesa.
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Figura.lV.11. Comparaciones multiples entre la capacidad antioxidante de la mora (Rubus
glaucus Benth) en tres etapas de madurez basadas en su pigmentacion (Estado 1: completamente
maduros, estado 2: 75 % completamente pigmentados y estado 3: menos del 50 % pigmentados)
en muestras recolectadas a alta (3641 m.s.n.m.) y baja (2836 m.s.n.m.) altitud. (A) Ensayo FRAP,
y (B) ensayo ABTS"*. Los resultados se expresan en umol de equivalentes Trolox por g de extracto
seco de muestra como media + DE de tres experimentos. * p < 0,05, ** p < 0,01, diferencias
significativas en comparacion con la altitud baja; # p < 0,05, ## p < 0,01, diferencias
significativas entre los grupos de etapas de madurez a baja y alta altitud.
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4.3. Estudios en Caenorhabditis elegans

4.3.1 Efectos de los extractos fendlicos de mortino (Vaccinium
floribundum Kunth) y de mora (Rubus glaucus Benth) en la resistencia

al estrés oxidativo inducido térmicamente.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los andlisis de la
composicion fendlica y capacidad antioxidante de los extractos de mortifio y de
mora, se eligieron los correspondientes a dos estados de madurez: maduro e
inmaduro (menos de 50 % de pigmentacion), de las muestras recolectadas a
gran altitud para evaluar los efectos sobre resistencia a estrés y longevidad
utilizando la cepa silvestre N2 de C. elegans. Las concentraciones de extracto
utilizadas en los distintos ensayos (entre 30 y 500 pug/mL, segun los casos) se
seleccionaron en funcion de aquellas que habian mostrado efectos protectores

frente a estrés térmico en C. elegans en ensayos previos de exploracion.

En la Figura 1V.12 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de
resistencia a estrés oxidativo inducido térmicamente (35 °C, 8 h), aplicado en los
dias 2 y 9 de vida, en nematodos cultivados en presencia de 100 y 300 pg/mL de
extracto de mortifio inmaduro frente a gusanos sin tratamiento (control). Se
puede comprobar un aumento significativo en las tasas de supervivencia en los
gusanos tratados con extractos de mortiio con relacion a sus respectivos
controles no tratados en ambos dias de vida. A dia 2 de adultos, en el grupo
control se observo una supervivencia del 55 % tras aplicacion del estrés, mientras
gue los tratados mostraron aumentos en la supervivencia que alcanzaban el 76-
77 %, similares para ambas concentraciones de extracto. Cuando el estrés se
aplico en el dia 9 de la etapa adulta, las tasas de supervivencia aumentaron del
43 % en el grupo control al 68-69 % en gusanos tratados, nuevamente similares

para ambas concentraciones.
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Figura 1V.12. Porcentajes de supervivencia de la cepa silvestre N2 de C. elegans tras aplicacion
de un estrés térmico (35 °C, 8 h) en los dias 2 (A) y 9 (B) de adulto en gusanos cultivados en
presencia de extracto de mortifio inmaduro a dos concentraciones (100 y 300 pug/mL) frente a
gusanos no tratados (control). Los resultados representan la media = DE de tres ensayos
independientes, realizado cada uno con una poblacion de 100 gusanos por tratamiento. Las
diferencias se refieren a las existentes entre las poblaciones tratadas y el ensayo control. La
significacion estadistica se calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).

La Figura 1V.13 muestra los resultados obtenidos en los gusanos tratados
con extracto de mortifio maduro. Se observo que en este caso se producia un
aumento significativo en la tasa de supervivencia en los ensayos realizados en
adultos jovenes (dia 2), desde el 49 % en el grupo control al 79 % y 69 %, para
los tratamientos realizados a concentraciones de 100 y 300 pg/mL,
respectivamente. Sin embargo, cuando el estrés era aplicado en el dia 9 de la
etapa adulta, aunque también se encontré un aumento en la supervivencia desde

el 42 % (control) al 54-51 %, éste no fue estadisticamente significativo.
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Figura 1V.13. Porcentajes de supervivencia de la cepa silvestre N2 de C. elegans tras aplicacion
de un estrés térmico (35 °C, 8 h) en los dias 2 y 9 de adulto en gusanos cultivados en presencia
de extracto de mortifio maduro a dos concentraciones (100 y 300 pg/mL) frente a gusanos no
tratados (control). Los resultados representan la media + DE de tres ensayos independientes,
realizado cada uno con una poblacién de 100 gusanos por tratamiento. Las diferencias se refieren
a las existentes entre las poblaciones tratadas y el ensayo control. La significacién estadistica se
calcul6 usando la Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).

De modo similar a los casos anteriores, en las Figuras 1V.14 y V.15 se
recogen los resultados obtenidos en los ensayos correspondientes a los
tratamientos realizados con extractos de mora en sus estados inmaduro y maduro
respectivamente, en respuesta al estrés térmico. En los gusanos adultos jovenes,
la supervivencia aumenté desde el 66 % en el grupo control al 72 % y 81 % en
los tratados con mora inmadura a concentraciones de 30 y 100 upg/mL,
respectivamente, pero no en los cultivados en presencia de 300 pg/mL de
extracto, en los que, por el contrario, se observd una disminucién en la
supervivencia, aungque no significativa, respecto al control. Resultados similares
fueron obtenidos en los ensayos realizados en el dia 9 de la etapa adulta, con
aumentos en la tasa de supervivencia desde el 66 % (control) al 70 % y 79 %
en los tratados con mora inmadura a concentraciones de 30 y 100 pg/mL,
respectivamente, y disminucion en el tratamiento con 300 pg/mL de extracto.
Solo se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando los
nematodos fueron tratados con mora inmadura a 100 pug/mL en los dias 2 'y 9 de
adulto (Figura 1V.14).

140



Resultados y Discusion

A) 29 dia de adulto B) 9° dia de adulto

90 - * 90 - N

80 | 80 -

70 A [ 70 1

I

£ 60 4 I S 60 -
g g
2 50 2 50
e &
8 40 & 40 |
jun } 3
w w
® 30 A L 30 4

20 A 20 4

10 1 10 A

0 0

Control 30 pg/ml 100 pg/ml 300 pg/ml Control 30 pg/ml 100 pg/ml 300 pg/ml

Figura 1V.14. Porcentajes de supervivencia de la cepa silvestre N2 de C. elegans tras aplicacion
de un estrés térmico (35 °C, 8 h) en los dias 2 y 9 de adulto en gusanos cultivados en presencia
de extracto de mora inmadura a tres concentraciones frente a gusanos no tratados (control). Los
resultados representan la media + DE de tres ensayos independientes, realizado cada uno con
una poblacion de 100 gusanos por tratamiento. Las diferencias se refieren a las existentes entre
las poblaciones tratadas y el ensayo control. La significacion estadistica se calculé usando la
Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).
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Figura 1V.15. Porcentajes de supervivencia de la cepa silvestre N2 de C. elegans tras aplicacion
de un estrés térmico (35 °C, 8 h) en los dias 2 y 9 de adulto en gusanos cultivados en presencia
de extracto de mora madura a tres concentraciones frente a gusanos no tratados (control). Los
resultados representan la media = DE de tres ensayos independientes, realizado cada uno con
una poblacion de 100 gusanos por tratamiento. Las diferencias se refieren a las existentes entre
las poblaciones tratadas y el ensayo control. La significacion estadistica se calculé usando la
Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).
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En los ensayos realizados con mora madura se encontraron aumentos en
las tasas de supervivencia tanto en adultos jovenes tratados con concentraciones
de 100 y 300 pg/mL de extracto (del 55 % en el control al 64 % y 76 %,
respectivamente) como en adultos de mas edad (del 48 % en el control al 60 %
y 74 %, respectivamente). Sin embargo, en los gusanos tratados con una
concentracion mas elevada de extracto de mora madura (500 pg/mL), la
supervivencia disminuyd, aunque de forma no significativa, tanto en el dia 2 como
en el dia 9 de la etapa adulta, en comparacién con el grupo control. Cabe destacar
que las diferencias significativas en la supervivencia se observaron unicamente
en los gusanos tratados con 100 pg/mL de extracto en los dias 2 y 9 de la etapa
adulta (Figura 1V.15).

Un hallazgo interesante es la existencia de un mayor aumento en las tasas
de supervivencia en gusanos adultos jovenes (dia 2) que en los de edad mas
avanzada (dia 9). Una observacion similar fue también realizada en estudios
anteriores de nuestro grupo con el flavonol quercetina (Ayuda-Duran et al.,
2019b) y podria sugerir que el tratamiento con polifenoles no solo mitigaria el
dafio inmediato, sino que también podria contribuir a reprogramar la maquinaria
celular, especialmente en organismos jovenes, cuya plasticidad celular permitiria

una mayor capacidad de respuesta a las intervenciones antioxidantes.

Los resultados obtenidos revelan, por otra parte, que los efectos
protectores frente al estrés del tratamiento tanto de mora como de mortifio se
observan solo a determinadas concentraciones de los extractos fendlicos
ensayados. Sin embargo, a niveles de concentracion mas elevados la capacidad
protectora disminuye e incluso conduce a una menor tasa de supervivencia que
en los controles no tratados. Esta observacion es relevante y coherente con
resultados obtenidos por el grupo de investigacion con distintos compuestos y
extractos fendlicos (Ayuda-Duran et al. 2019a; Ayuda-Duran et al. 2022; Duefias
et al. 2013; Jara-Palacios et al. 2013) que apuntan a la existencia de un
comportamiento de tipo hormético en respuesta a la concentracion de
polifenoles, en el sentido de que dosis relativas bajas darian lugar a efectos

beneficiosos, mientras que mas elevadas serian perjudiciales. En estudios
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realizados con extractos de arandano (Vaccinium myrtillus L.) ricos en
antocianinas en cepas silvestres y mutantes de C. elegans, Gonzalez-Paramas et
al. (2020) encontraron que el tratamiento con una concentracion de 5 pug/mL de
extracto reducia la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
aumentaba la resistencia al estrés en todos los casos, mientras que el tratamiento
con 10 pg/mL mostraba efectos adversos. Otro estudio del grupo de
investigacion, realizado con extractos de orujo de uva Zalema ricos en flavanoles
y flavonoles, arrojé resultados similares, revelando que la resistencia de C.
elegans al estrés aumentaba cuando los nematodos se cultivaban con
concentraciones bajas de extracto (100 pg/mL), mientras que concentraciones
mas altas (300 pg/mL) reducian la supervivencia (Jara-Palacios et al. 2013). En
este contexto, se ha propuesto que los polifenoles en concentraciones relativas
bajas mas que como antioxidantes podrian funcionar dentro de un sistema
biolégico como agentes estresantes leves, ya que pueden metabolizarse a
quinonas con caracteristicas pro-oxidantes, lo que provocaria un nivel moderado
de estrés oxidativo que activaria las defensas antioxidantes enddgenas y, en
consecuencia, mejoraria la citoproteccion total (Halliwell 2008; Tang y Halliwell
2010). De este modo, niveles controlados de pro-oxidantes, como los que se
alcanzarian a partir de la oxidacion y metabolismo de los compuestos fendlicos a
través de ingestas dietéticas normales, podrian ser beneficiosos para el
organismo. Por el contrario, la exposicibn a concentraciones elevadas de
polifenoles, como las que se podrian aportar con suplementos dietéticos con altos
contenidos de polifenoles, podria resultar dafiina al sobrepasar la capacidad
antioxidante del sistema (Halliwell 2008). En todo caso, para una evaluacion
adecuada de los efectos de los polifenoles, es crucial considerar no solo su
concentracion total, sino también la naturaleza de los compuestos presentes en

cada caso.
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4.3.2.Efectos de los extractos fendélicos de mortifio y de mora sobre la

duracion de vida en Caenorhabditis elegans

Se realizaron también ensayos para evaluar la influencia de los extractos
fendlicos de mortifio y de mora sobre la longevidad en la cepa silvestre N2 de C.
elegans. Las concentraciones utilizadas (100 pg/mL para mortifio maduro e
inmaduro y mora inmadura, y 300 pg/mL para mora madura) fueron
seleccionadas en base a los resultados de los ensayos de resistencia al estrés
térmico (apartado 4.3.1), donde se identificaron como las mas efectivas. Esta
seleccion estratégica permitio evaluar el impacto de los extractos en la longevidad
bajo condiciones Gptimas para maximizar sus efectos antioxidantes y protectores
en la defensa celular. Las Figuras 1V.16 y IV.17 y las Tablas 1V.8 y 1V.9 recogen
los resultados obtenidos en los ensayos de longevidad en los estudios relativos a
los extractos de mortifio maduro e inmaduro, respectivamente, y las Figuras
IV.18 y IV.19 y las Tablas IV.10 y V.11 los correspondientes a los extractos de

mora.

El tratamiento con extracto de mortifio maduro produjo un aumento
significativo (p < 0,001) en la vida media de los gusanos (10,22 + 0,35 dias) en
comparacion con el grupo control (8,63 £ 0,43 dias). Ademas, se observo un
incremento significativo (p < 0,001) en la vida méaxima, alcanzando 22,63 + 0,72

dias frente a 18,56 + 1,89 dias en el grupo control (Tabla IV.8).
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Figura 1V.16. Curvas de supervivencia de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y
ausencia (control) del extracto de mortifio maduro (100 pg/mL) a 20 °C.

Tabla 1V.8. Duracién de vida de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y ausencia
(control) de extracto de mortifio maduro (100 pug/mL) en condiciones normales de crecimiento a
20 °C. Resultados expresados como media = DE (n=3).

pvs pvs

. Vida media Vida maxima
Tratamiento , Control " Control
(o) x*
(dias) (log rank) 10 % (dias) Anova

Extracto de

(100 pg/mL)

*Vida méaxima calculada como la duracion de vida del 10 % de la poblacién mas longeva.

De manera similar, el tratamiento con extracto de mortifio al 50 % de
madurez mostré efectos significativos en la longevidad de los gusanos. Los
resultados indicaron un incremento notable tanto en la vida media (10,02 £+ 0,34
dias frente a 8,55 + 0,42 dias en el grupo control, p < 0,001) como en la vida
maxima de los gusanos tratados (23 *+ 1,63 dias por 18,38 + 1,78 dias en el
control, p < 0,001) (Tabla I1V.9).

145



Resultados y Discusion

1,0 —
Tratamiento
1 Control
0,8 ~T100
0
7]
c
® 0,6
2
=
—
[+ +]
o
J 04
(73]
=
0,2
0,0
,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00

Dias

Figura IV.17. Curvas de supervivencia de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y
ausencia (control) del extracto de mortifio inmaduro (100 pg/mL) a 20 °C.

Tabla 1V.9. Duracién de vida de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y ausencia
(control) de extracto de mortifio inmaduro (100 ug/mL) en condiciones normales de crecimiento
a 20 °C. Resultados expresados como media = DE (n=3).

Tratamiento Vida media p Vs Vida maxima p Vs
(dias) Control 10 % (dias)* Control
(log rank) Anova
Control 8,55 + 0,42 18,38 +£ 1,78
Extracto de
_mortino 10,02+ 0,34 < 0,001 23+163 < 0,001
inmaduro

(100 pg/mL)

*Vida maxima calculada como la duracién de vida del 10 % de la poblacion mas longeva.

El tratamiento con extracto de mora madura (300 pg/mL) produjo un
aumento significativo en la vida media (14,79 + 0,42 dias frente a 10,51 £ 0,39
dias en el control, p < 0,001) y maxima de los gusanos (23,58 + 1,67 dias frente
a 21,21 + 1,53 dias en el grupo control, p < 0,001). El extracto de mora al 50 %
de madurez (100 pg/mL) también mostro efectos significativos tanto en la vida
media (13,90 = 0,47 dias frente a 10,24 + 0,42 dias en el control, p < 0,001)
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como en la vida maxima de los gusanos (24,46 + 1,19 dias frente a 21,62 + 0,90
dias en el control, p < 0,001), valores similares a los observados con el extracto
de mora madura, aunque las concentraciones de tratamiento empleadas eran

diferentes.
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Tratamiento

0,8
0,6 '

04

1 Control
—1T300

% Supervivencia

0,2

0,0

0 5 10 15 20 25 30

Dias

Figura 1V.18. Curvas de supervivencia de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y
ausencia (control) del extracto de mora madura (300 pug/mL) a 20 °C.

Tabla IV.10. Duracion de vida de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y ausencia
(control) de extracto de mora madura (300 pg/mL) en condiciones normales de crecimiento a
20 °C. Resultados expresados como media = DE (n=3).

Tratamiento Vida media p Vs Vida maxima p Vs
(dias) Control 10 % (dias)* Control
(log rank) Anova
Control 10,51 £ 0,39 21,21 + 1,53

Extracto de
mora madura

(300 ug/mt)  479+042  <0,001 2358 + 1,67 <0,001

*Vida maxima calculada como la duracién de vida del 10 % de la poblacion mas longeva.

147



Resultados y Discusion

10 = Tratamiento
] —Contral
FIT100
0.8
8
[&]
§ os
4 . M
>
5 —
3 04 -
@ L
;‘:I‘E
0.2
0.0
00 5,00 10,00 15.00 20,00 25,00 30,00

Dias

Figura 1V.19. Curvas de supervivencia de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y
ausencia (control) del extracto de mora inmadura (100 pg/mL) a 20 °C.

Tabla IV.11. Duracion de vida de la cepa N2 de C. elegans cultivada en presencia y ausencia
(control) de extracto de mora inmadura (100 pg/mL) en condiciones normales de crecimiento a
20 °C. Resultados expresados como media = DE (n=3).

Tratamiento  Vida media p Vs Vida méxima p Vs
(dias) Control 10 % (dias)* Control
(log rank) Anova
Control 10,24 = 0,42 21,62 = 0,90

Extracto de
mora
inmadura
(100 pg/mL)

13,90 + 0,47 < 0,001 24,46 = 1,19 < 0,001

*Vida maxima calculada como la duracién de vida del 10 % de la poblacion mas longeva.

El conjunto de resultados obtenidos, tanto para los frutos maduros como
inmaduros de mora y de mortifio, indican que la capacidad de los extractos de
mejorar la resistencia al estrés térmico podria estar directamente asociada con
su efecto positivo en la longevidad, probablemente mediante una mayor
tolerancia al estrés oxidativo y la mitigacion del dafio celular acumulado en los

nematodos tratados. La existencia de una posible relacién entre la mejora en la
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resistencia al estrés y el aumento en la duracion de vida ha sido ya sefialada por
otros autores (Gutierrez-Zetina et al. 2021; Havermann et al. 2014; Pietsch et al.
2011). Ciertamente, la capacidad de los compuestos antioxidantes presentes en
las bayas para neutralizar el estrés oxidativo, preservando la integridad celular y
prolongando asi la funcionalidad del organismo ha sido reportada en distintos
estudios (Muscolo et al. 2024). Una observacion interesante es que el aumento
en la duracion de vida se produce tanto para la vida media como para la maxima,
lo que sugiere que los compuestos fendlicos podrian estar influyendo sobre vias
moleculares asociadas con la longevidad no solo en individuos jovenes sino
también en los més longevos y, por tanto, ya naturalmente mas resistentes.
Hallazgos similares se han realizado por el grupo de investigacion en estudios
previos con extractos fendlicos de uva (Ayuda-Duran et al. 2019¢) y compuestos

fendlicos individuales (Gutierrez-Zetina et al. 2021; Surco-Laos et al. 2011).

Otro aspecto a sefalar es que se encontraron positivos efectos significativos
sobre la longevidad y la resistencia al estrés en los tratamientos con los extractos
tanto de mora como de mortifio y a distintos estados de madurez, a pesar de las
diferencias en la composicion y contenido de polifenoles en cada caso, sugiriendo
que estos compuestos poseen una capacidad robusta para influir favorablemente
sobre la respuesta al estrés y la extension de la vida en C. elegans. Por otra parte,
aunque los extractos de frutos inmaduros tenian mayor concentracion de
polifenoles totales, no produjeron mejoras significativamente superiores en la
longevidad ni en la resistencia al estrés que los extractos de frutos maduros, lo
gue subraya la importancia de la composicion cualitativa y las posible sinergias
que puedan establecerse entre compuestos, como ya han sefialado otros autores
(Luis et al., 2018). Como ya se discutido anteriormente, en la composicion de los
frutos inmaduros predominan compuestos fendlicos no antocianicos, mientras
que los maduros destacan por su alto contenido de antocianinas, flavonoides
para que se ha descrito una destacada capacidad antioxidante (Gonzalez-
Paramas et al. 2018; Tulio et al. 2008).

Estudios realizados por Wilson et al. (2006) con polifenoles de arandano

(Vaccinium angustifolium) en la cepa silvestre de C. elegans mostraron un
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aumento del 28 % en la vida media y una mejora de 2,5 veces en la
termotolerancia, sugiriendo que estos compuestos modulan rutas celulares clave
que influyen tanto sobre la resistencia al estrés como en los procesos de
envejecimiento celular. Igualmente, un extracto comercial (Bioact®180)
compuesto por una mezcla de bayas, frutos y raices con un 4 % de compuestos
fendlicos, ensayado por Hughes et al. (2022), condujo a un aumento del 39 %
en la duracion de vida de C. elegans, relacionado probablemente con una
activacion de mecanismos de defensa antioxidante Resultados similares fueron
obtenidos con extractos de frambuesa, con un incremento del 29,7 % en la vida
media y una mayor resistencia tanto al estrés térmico como a la radiacién UV-B
(Guha et al. 2013). Estos efectos fueron atribuidos por los autores a la activacion
de la via de sefializacion de insulina/IGF-1, regulada por el factor de transcripcién
DAF-16, que desempefia un papel central en la regulacion de la longevidad y la
respuesta al estrés oxidativo (Guha et al. 2013). Asimismo, Pandey et al. (2018)
encontraron que el aceite esencial de baya de enebro producia un aumento del
18,5 % en la vida media de los nematodos y del 35,7 % en la supervivencia
contra estrés térmico, probablemente mediado por la activacion de enzimas

antioxidantes como superéxido dismutasa (SOD) y glutation S-transferasa (GST).

En definitiva, los beneficios observados por el tratamiento con extractos
fendlicos parecen estar intrinsecamente asociados con la activacion de
mecanismos celulares clave implicados en la defensa antioxidante y la regulacién
del envejecimiento. Entre éstas, destaca la via de sefializacion de la insulina/IGF-
1, con un reconocido papel en la regulacion del envejecimiento y la respuesta al
estrés oxidativo, que esta altamente conservada desde los nematodos hasta los
mamiferos, incluidos los humanos (Murphy y Hu 2013). Teniendo esto en cuenta,
se realizaron ensayos para establecer la posible influencia de los compuestos
estudiados sobre la expresion de genes de esta ruta, cuyos resultados se recogen

en el siguiente apartado.
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4.3.3. Influencia de los tratamientos con extractos de mortifio y de
mora sobre genes relacionados con la resistencia al estrés y la via

de senalizacion de la insulina.

e Ensayos en cepas mutantes

Se estudié la influencia de los extractos de mora y mortifio sobre
componentes de la via de sefializacion de insulina/IGF-1 (11S) empleando tanto
cepas mutantes de C. elegans con pérdida de funcion en distintos genes de la
ruta (daf-16(mu8), hsf-1(sy441) y skn-1(zu67)) como analisis de expresion
génica mediante RT-gPCR en la cepa silvestre del nematodo.

Las Figuras 1V.20 y IV.21 muestran respectivamente los resultados
obtenidos en la supervivencia de las cepas mutantes tras la aplicacién de un
estrés térmico (35 ©C, 6 h) en los ensayos realizados con extractos fendlicos de
mortifio y de mora, tanto maduros como inmaduros. Como se puede comprobar
en las figuras, ninguno de los extractos fue capaz de aumentar la supervivencia
de los gusanos con relacion a sus respectivos controles, independientemente de
la etapa de desarrollo del nematodo (estrés aplicado en los dias 2 o 9,
correspondientes a individuos jovenes y maduros) sino que, al contrario, la tasa
de supervivencia se reducia tras el tratamiento con los extractos, en algunos
casos de manera significativa. El hecho de que el tratamiento con los extractos
no mejore la supervivencia en los gusanos tratados sugiere que los genes en los
que las cepas mutantes ensayadas muestran deficiencia desempefian un papel
relevante en el efecto protector de los compuestos fenolicos frente al estrés. La
falta del gen impediria la activacion de correspondiente factor de transcripcion
por parte de los polifenoles, necesaria para desencadenar la respuesta
protectora. La disminucion en la supervivencia observada en los gusanos tratados
podria quizas explicarse por la posible actividad pro-oxidante que los polifenoles
pueden ejercer en los sistemas biologicos, discutida en apartados anteriores, que
se afiadiria al estrés oxidativo provocado por el choque térmico.

En estudios anteriores de nuestro grupo realizados con extractos de
arandano (Vaccinium myrtiflus) en cepas mutantes con pérdida de funcién para
los factores de transcripcion DAF-16 (factor de formacion DAuer 16 anormal) y
HSF-1 (factor de choque térmico 1), también se concluydé que estos factores
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podrian estar implicados en la mejora en la resistencia al estrés inducida por
compuestos fenolicos del arandano en individuos jovenes, aunque no explicaban
completamente los efectos en gusanos en la etapa post-reproductiva (Gonzéalez-
Paramas et al. 2020). De manera similar, Tambara et al. (2018) en ensayos
realizados en cepas mutantes de C. elegans deficientes en daf-16 con extractos
de pitanga (Eugenia uniflora L.), una baya originaria de Brasil con alto contenido
de antocianinas, observaron que estos compuestos eran capaces de modular
tanto la longevidad como el metabolismo antioxidante a través de un mecanismo

dependiente de la activacion de la via de sefializacion DAF-16.
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Figura 1V.20. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometido a estrés térmico (35 °C, 6
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes: daf-16(mu86), hsf-1(sy441) y skn-

1(zu67), cultivadas en ausencia (controles) y en presencia de extractos de mortifio maduro (A.1,

B.1yC.1) e inmaduro (A.2, B.2y C.2) (100 pg/mL). En cada caso, se realizaron tres experimentos

independientes. Los resultados representan la media = DE. La significacion estadistica se calculd
usando la Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).
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Figura 1V.21. Porcentajes de supervivencia de C. elegans sometidos a estrés térmico (35 °C, 6
h) los dias 2 y 9 de adulto en diferentes cepas mutantes: daf-16(mu86), hsf-1(sy441) y skn-
1(zu67), cultivadas en ausencia (controles) y en presencia de extractos de mora madura (A.1,
B.1y C.1) (300 pg/mL) e inmadura (A.2, B.2 y C.2) (100 pg/mL). En cada caso, se realizaron tres
experimentos independientes. Los resultados representan la media = DE. La significacién

estadistica se calculé usando la Prueba Chi Cuadrado (*p < 0,05).
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e Ensayos de expresion génica en la cepa silvestre

Con el objeto de explorar en mayor profundidad la participacion de la ruta
de la insulina/IGF-1 (11S) en los efectos de los compuestos fendlicos se realizaron
también ensayos en la cepa silvestre N2 de C. elegans, analizando la expresion
de diversos genes de esta ruta tras el tratamiento con los extractos de mora y
de mortifio, sin someter los gusanos a estrés térmico. En particular, se exploraron
los genes daf-16, skn-1y hsf-1, y también sod-3 (superdxido dismutasa), gst-4
(glutation- S -transferasa), Asp-16.2y hsp-70 (proteinas de choque térmico), cuya
regulacion depende de la translocacion al nucleo de los factores de transcripciéon
DAF-16/FOX0, HSF-1 y SKN-1/Nrf2. Los resultados obtenidos se recogen en las
Figuras 1V.22 y 1V.23.

DAF-16 es un factor de transcripcion que representa el inico homaélogo del
gen FOXO en C. elegans. Su funcién es fundamental en la regulacion del
envejecimiento y la longevidad en respuesta a la sefializacion de la via de la
insulina/IGF-1. Ademas, activa diversos genes que estan involucrados en la
respuesta al estrés celular, la longevidad, la defensa antimicrobiana y el
metabolismo (Accili y Arden 2004; Murphy et al. 2003). Como se mencioné
previamente, el tratamiento con extractos de mora y mortifio, tanto en su estado
maduro como inmaduro, no mejoro la resistencia al estrés térmico en los gusanos
mutantes gaf-16(mu86) ni en el segundo ni en el noveno dia de la etapa adulta,
sugiriendo que daf-16 podria ser un gen relevante en los efectos de los
polifenoles presentes en los extractos. Esta suposicion se vio apoyada por el
aumento en la expresion de gaf-16 en los analisis mediante RT-qPCR en la cepa
N2, donde se encontré un aumento en los niveles de ARNm de este gen en los
gusanos tratados con extractos de mora (300 pg/mL) y de mortifio (100 pg/mL)
maduros (Figuras 1V.22 y 1V.23, Ay B). Estos resultados refuerzan el papel de
dar-16 en los efectos observados en C. elegans tratados con bayas maduras,
cuya composicion esta caracterizada por la riqueza en antocianinas, apuntando
a que el factor de transcripcion DAF-16 podria desempefiar un rol determinante
en la regulacién de la longevidad y la resistencia al estrés inducidas por dichos

compuestos.
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A) Mortifio Maduro
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Figura 1V.22 Efecto sobre la expresién de los genes daf-16, skn-1, hsf-1, daf-2, age-1, gst-4,
hsp-70, sod-3y hsp-16.2 en la cepa silvestre N2 de C. elegans cultivada ausencia (controles) y
presencia de extractos de mortifio (A) maduro (100 pg/mL) y (B) inmaduro (100 pg/mL). El nivel
de expresion fue determinado por RT-gqPCR, empleando act-1 como control interno. En cada caso,
se realizaron ocho experimentos independientes. Los resultados representan la media + DE. La
significacion estadistica se calculé6 mediante ANOVA de un factor (* p < 0,05).
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A) Mora Madura
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Figura 1V.23. Efecto sobre la expresién de los genes daf-16, skn-1, hsf-1, daf-2, age-1, gst-4,
hsp-70, sod-3y hsp-16.2 en la cepa silvestre N2 de C. elegans cultivada ausencia (controles) y
presencia de extractos de mora (A) madura (300 pg/mL) y (B) inmadura (100 pg/mL). El nivel
de expresion fue determinado por RT-gPCR, empleando act-1 como control interno. En cada caso,
se realizaron ocho experimentos independientes. Los resultados representan la media + DE. La
significacion estadistica se calcul6 mediante ANOVA de un factor (* p < 0,05).
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En condiciones normales, DAF-16 se encuentra en el citoplasma, pero bajo
estrés se transloca al nucleo, donde activa genes relacionados con la longevidad
y la resistencia al dafio oxidativo. Estudios recientes en extractos de Jujubae
Fructus (Z. Zhang et al. 2024) y Lycium ruthenicum Murray (Zhang et al. 2024),
ricos en antocianinas, demostraron que estos extractos inducen la translocacion
nuclear de DAF-16, efecto que también fue vinculado a la activacion del gen sod-
3, favoreciendo la prolongacion de la vida del nematodo. Estudios realizados por
Wang et al. (2018) también encontraron que el tratamiento de C. elegans con
extractos de arandano tenia un impacto significativo en la expresion de los genes
daf-16 'y sod-3, prolongando la vida de los nematodos de manera dosis-
dependiente, con un aumento de hasta el 44,4 %. Igualmente, en nuestros
ensayos se encontré un aumento significativo en los niveles de expresion del gen
sod-3 en respuesta al tratamiento con bayas maduras (Figuras IV.22Ay IV.23A).
Este gen codifica una superéxido dismutasa, enzima antioxidante que cataliza la
conversion de superéxido en peroxido de hidrégeno, y es una diana directa de
DAF-16, dado que su promotor contiene elementos de union especificos para
DAF-16/Fox0O (DBEs) (Furuyama et al. 2000).

En los tratamientos con bayas maduras, donde DAF-16 es activado, tiene
sentido que sod-3 se exprese como parte de la respuesta antioxidante, ya que
DAF-16 induce directamente su transcripcion en situaciones de estrés moderado.
Sin embargo, también se observaron aumentos significativos en la expresion de
sod-3 en los ensayos con bayas inmaduras, en los cuales no se encontraba
aumento en la expresion de DAF-16, sino que, por el contrario, se producia un
descenso significativo en su expresion (Figuras 1V.22B y 1V.23B), sugiriendo que
el efecto de los polifenoles presentes en las bayas inmaduras en la mejora de la
resistencia a estrés seria independiente de este factor de transcripcion. A pesar
de que DAF-16 es ampliamente reconocido como un factor clave en la regulacion
de la longevidad y la respuesta al estrés, su translocacion al nicleo no garantiza
necesariamente un aumento significativo en ambos aspectos (Kenyon et al.
1993; Oh et al. 2005b). De hecho, Uno y Nishida (2016) observaron que aunque
DAF-16 juega un papel central en la longevidad de C. elegans, su simple

translocacion al nucleo, necesaria para su funcion transcripcional, no es suficiente
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por si sola para extender significativamente la vida. En sus experimentos, la
sobreexpresion de DAF-16 en gusanos de tipo silvestre (N2) resultdé en un
incremento insignificante en la longevidad. Esto refuerza la idea de que, aunque
DAF-16 es crucial, su presencia nuclear no basta para inducir una prolongacién
notable de la vida sin la participacion de otros factores o mecanismos

complementarios.

Una posible explicacion para el aumento en la expresion de sod-3 en los
ensayos con bayas inmaduras podria encontrarse en la participacion del factor
de transcripcion SKN-1 (también sobreexpresado en esos ensayos). Este factor,
aungue no regula directamente sod-3, puede activar otras vias antioxidantes
complementarias que refuerzan la defensa celular frente al dafio oxidativo, lo que
indirectamente promueve la activacion de sod-3 (Tullet 2015). Ademas, en el
tratamiento con mora inmadura, donde se observa la coexpresion de SKN-1 y
HSF-1 (Figura 1V.23B), se podria generar una respuesta sinérgica que amplifique
la proteccion celular global, lo que incluiria la activacion de sod-3 como parte de
la defensa antioxidante y proteotoxica. Todo ello pone de manifiesto que DAF-16
no actia de forma aislada en la regulacion de la longevidad y la respuesta al

estrés.

La activacion de genes especificos por DAF-16 esta modulada por otros
factores, como las quinasas JNK-1 y CST-1, que regulan su actividad a través de
modificaciones postraduccionales (Lehtinen et al. 2006; Oh et al. 2005b).
Asimismo, otras proteinas, como SIR-2.1, LIN-14, PRMT-1, RLE-1 y AAK-2,
también influyen en la regulacion de DAF-16 tras su translocacion al nucleo,
modulando la expresion génica especifica y los fenotipos asociados (Berdichevsky
et al. 2006; Greer et al. 2008). Realmente, la regulacion de la longevidad y la
resistencia al estrés mediada por la via de sefializacion de insulina/IGF-1 es un
proceso altamente complejo que involucra una red de actores moleculares
interconectados. El hallazgo de que los extractos de bayas inmaduras parezcan
influir en la regulacién de genes asociados a la via 1S sin activar directamente
DAF-16 no deja, de todos modos, de ser interesante y contrasta con lo

encontrado en los ensayos con bayas maduras, poniendo de manifiesto que
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distintos tipos de polifenoles pueden inducir efectos beneficiosos sobre el
envejecimiento y la respuesta al estrés oxidativo a través de diferentes

mecanismos moleculares de accion.

DAF-2, el receptor de insulina/IGF-1, y AGE-1, una fosfatidilinositol quinasa
(PI3K), participan en la sefializacion de la via IIS. En el presente estudio, los
niveles de ARNm de estos genes aumentan en respuesta a los extractos de bayas
inmaduras (Figuras 1V.22B y 1V.23B), lo que apunta a la existencia de un
mecanismo paralelo o alternativo no elucidado que es activado por estos
extractos. Se puede especular que el aumento en la expresion de daf-2y age-1
en respuesta a los extractos de bayas inmaduras podria estar relacionado con la
induccion de un mayor nivel de estrés oxidativo provocado por el tipo de
compuestos fendlicos presentes en estas bayas y/o las concentraciones mas altas
de polifenoles en las mismas, comparados con los existente en las bayas
maduras. Este mayor estrés, que estaria asociado a la accion pro-oxidante de los
polifenoles, podria desencadenar una respuesta celular orientada hacia la
reparacion y el crecimiento a corto plazo, inhibiendo simultdneamente la actividad
de DAF-16, un regulador crucial de la longevidad (Kenyon 2010). De hecho, se
ha demostrado que cuando la via de sefializacion de insulina/IGF-1 es inhibida
por factores ambientales se activan otros mecanismos dependientes de daf-2,
pero independientes de DAF-16, que también pueden prolongar la longevidad.
En contraste, las bayas maduras, con concentraciones mas bajas de polifenoles
y antocianinas como compuestos predominantes, podrian generar un estrés
oxidativo menos intenso, lo que favoreceria la activacion de DAF-16 y promoveria
mecanismos asociados a la longevidad y la resistencia al estrés, sin necesidad de
activar darf-2ni age-1 (Tullet 2015).

HSF-1 es un factor de transcripcion de choque térmico que regula la
transcripcién de genes activada tras sufrir estrés por temperatura. Su funcion es
también crucial para la respuesta frente a proteotoxicidad, ademas de
desempefiar un papel en el envejecimiento, la inmunidad innata y el desarrollo
larvario (Morley y Morimoto 2004). Los resultados obtenidos en los andlisis de

RT-pPCR mostraron un aumento en la expresion de Asf-1 en los gusanos tratados
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con extractos de mora madura e inmadura y mortiio maduro, pero no en los
tratados con extracto de mortifio inmaduro, para los que, por el contrario, se
observo una disminucidn en su expresion, aunque las diferencias observadas no
fueron estadisticamente significativas en ninguno de los casos (Figuras 1V.22 y
IV.23). Se debe recordar que los ensayos realizados en la cepa mutante con
pérdida de funcién en Asf-1 ninguno de los extractos habia aumentado la
resistencia al estrés térmico en las dos etapas de vida del nematodo exploradas
(dias 2 y 9 de adulto) (Figuras 1V.20y IV.21, B.1y B.2), sugiriendo que este gen
podria estar implicado en los efectos de los extractos de bayas. Los cambios
observados en los niveles de expresion de hsf-1, aunque no estadisticamente
significativos, podrian respaldar la hipotesis de su implicacion en los efectos de
los polifenoles presentes en los extractos, aunque no permiten establecer una

conclusién definitiva.

Una observacion interesante es que en el caso de mortifio inmaduro se
encontré una disminucién en la expresion de Asf-1, a diferencia de los otros
extractos de bayas. El hecho de que este extracto no aumente la expresion de
hsf-1 pero si de manera minima la resistencia al estrés térmico podria indicar que
esta muestra contiene compuestos bioactivos que podrian actuar como
inhibidores de la transcripcion de Asf-1 o afectar indirectamente los mecanismos
que regulan su expresion. En este sentido, algunos autores han sefialado que
ciertos antioxidantes pueden inhibir respuestas al estrés al reducir por si mismos
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, un factor clave en la activacion
de la respuesta de choque térmico (Sural et al. 2019; Wang et al. 2018). La
presencia de una alta concentracion de polifenoles con potencial capacidad
antioxidante en el extracto de mortifio inmaduro podria quizas jugar un papel en
este sentido y modular negativamente la activacion de HSF-1. La menor
concentracion en polifenoles (y quizas también las diferencias en composicion)
en los restantes extractos ensayados podrian, por el contrario, inducir un estrés
oxidativo leve y desencadenar respuestas adaptativas celulares que conduzcan a

la activacion de HSF-1 (Kourtis y Tavernarakis 2011).
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Las proteinas de choque térmico (HSPs) son chaperonas moleculares que
participan en el plegamiento, ensamblaje y transporte de proteinas y polipéptidos
tanto en condiciones fisioldgicas normales como bajo estimulos estresantes,
como el estrés térmico o proteotdoxico (Morley y Morimoto 2004). Estas
chaperonas evitan que las proteinas oxidadas o mal plegadas se agreguen,
facilitando su replegamiento correcto o su degradacion controlada a través de la
via de protedlisis (Hsu, Murphy, y Kenyon 2003). Los factores de transcripcion
regulados por la via de sefalizacién de insulina/IGF-1, como DAF-16, HSF-1 y
SKN-1 (especialmente HSF-1), activan la expresion de genes especificos,
incluidos aquellos que codifican las HSPs (Koch et al. 2014b). Diversos estudios
en C. elegans han puesto de manifiesto la capacidad de los polifenoles para
regular positivamente la expresion de genes Asp (Asthana, Mishra, y Pandey
2016; Upadhyay et al. 2013; Zhang et al. 2009). Con el fin de investigar el papel
de estas chaperonas en los efectos de los extractos de mora y mortifio sobre la
resistencia al estrés, se analizo la expresion de Asp-16.2y hsp-70 mediante RT-
gPCR en gusanos de la cepa silvestre N2 (Figura 1V.22 y 1V.23, A y B). Los
resultados obtenidos mostraron que todos los extractos regularon negativamente
la expresion de hAsp-16.2. Sin embargo, la expresion de Asp-70 aumentaba
significativamente en respuesta a los extractos de bayas inmaduras, mientras
qgue disminuia en presencia de extractos de bayas maduras. HSP-70 es una
chaperona molecular clave en la respuesta al estrés proteotdxico, que contribuye
a prevenir la agregacion de proteinas mal plegadas y facilita su correcto
plegamiento, ademas de responder a una amplia gama de situaciones de estrés,
entre las que se incluyen las condiciones de estrés térmico y oxidativo (Hartl,
Bracher y Hayer-Hartl 2011). La expresion diferencial de HSP-70 en respuesta a
los extractos de mora y mortifio inmaduro, pero no a los extractos de bayas
maduras, podria indicar que los compuestos fendlicos (no antocianicos) presentes
en las bayas inmaduras generan un estrés proteotdxico moderado pero suficiente
para requerir la accion de esta chaperona. En contraste, la falta de induccién de
HSP-70 en las bayas maduras sugeriria que sus polifenoles (mayoritariamente

antocianos) no provocarian un estrés proteotdxico suficiente para activar esta
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chaperonay, por tanto, se reduciria la necesidad de desencadenar una respuesta

al estrés proteico (Li, Labbadia, y Morimoto 2018; Morimoto 2011).

La circunstancia de que los extractos de mortifio inmaduro induzcan la
expresion de HSP-70 en ausencia de la activacion de Asf-1 sugiere la participacion
de vias alternativas en la regulacion de esta chaperona. De hecho, no esta claro
si HSF-1 es capaz de regular la totalidad de HSPs y estudios como el de Park y
Seo (2015) apuntan a una regulacion mas compleja y dependiente de otras vias.
Se sabe, por ejemplo, que HSP-70 puede ser inducido a través de rutas no
dependientes de HSF-1, como la respuesta al estrés del reticulo endoplasmico
mediada por los factores de transcripcion XBP-1 o ATF-6, que se activan en
respuesta a la acumulacion de proteinas mal plegadas en el reticulo endoplasmico
(Hetz 2012). Por su parte, HSP-16.2 suele activarse en condiciones de estrés
térmico severo o ante una acumulacion critica de proteinas mal plegadas (Morley
y Morimoto 2004). La ausencia de expresion de esta chaperona por parte de los
extractos de bayas, tanto maduras como inmaduras, puede, por tanto, indicar
que estos extractos no generan suficiente dafio proteico para requerir la

intervencion de esta proteina especializada.

El conjunto de observaciones realizadas con relacién al efecto de los
polifenoles de las bayas sobre la activacion de las proteinas de choque térmico
parece reafirmar lo ya apuntado en el sentido de que no todas las HSPs
responden de manera uniforme a distintos estimulos, sino que las vias
involucradas en la respuesta al estrés pueden variar segun la naturaleza del dafio
celular y el tipo de estrés al que esté sometido el organismo (Li, Labbadia y
Morimoto 2018).

SKN-1, el homdlogo de Nrf-2 en C. elegans, se ha identificado como un
factor de transcripcion esencial para promover la resistencia al estrés oxidativo y
activar la respuesta de desintoxicacién de fase Il. Ademas de su papel en la
defensa antioxidante, SKN-1 es crucial para la regulacion de la homeostasis
celular, incluyendo la homeostasis proteica, al facilitar la actividad del proteasoma
(Blackwell et al. 2015; Kahn et al. 2008). Ninguno de los tratamientos evaluados

logré mejorar la supervivencia de los mutantes skn-1 en los periodos analizados,
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correspondientes al segundo y noveno dia de la fase adulta. Sin embargo, los
gusanos tratados con extractos de bayas inmaduras presentaron una disminucién
estadisticamente significativa en la tasa de supervivencia, como se puede
observar en las Figuras 1V.20, 1V.21, C.1y C.2. Estos hallazgos se alinean con el
analisis de expresion génica mediante RT-gPCR, el cual mostré un aumento
significativo en la expresion de skn-1 en los gusanos tratados con extractos de
bayas inmaduras. Por el contrario, los gusanos tratados con extractos de bayas
maduras no presentaron variaciones destacables en la expresién de skn-1
(Figuras 1V.22 y 1V.23, B). En conjunto, estos resultados sugieren un impacto
diferencial de los extractos de bayas inmaduras sobre la expresion génica y la

supervivencia de los mutantes skn-1.

Como se discuti6 previamente, el efecto de las bayas inmaduras en C.
elegans podria ser independiente de los genes daf-16, lo que refuerza la
posibilidad de que SKN-1 desemperiie un papel mas relevante en la respuesta al
estrés inducido por los polifenoles presentes en las bayas inmaduras. En C.
elegans, la activacion de DAF-16 esta regulada por la inhibicion de la via de
sefalizacion de la insulina/IGF-1; en condiciones de baja sefializacion 11S, SKN-1
se activa a traves de la via p38 MAPK, que involucra una cascada de proteinas
como NSY-1, SEK-1 y PMK-1, culminando en su fosforilacion y translocacion al
nacleo. Una vez en el nudcleo, SKN-1 promueve la expresion de genes
antioxidantes y de defensa celular (Ayuda-Duran et al. 2020). La fosforilacion de
SKN-1 por p38 MAPK no solo permite su acumulacién en el ndcleo, sino que
también regula su interaccion con elementos promotores especificos que
controlan la transcripcion de genes fundamentales para la defensa celular. Este
mecanismo de activacién esta finamente modulado por la glucégeno sintasa
quinasa 3 (GSK-3), que actia como un regulador negativo, inhibiendo la
activacion constitutiva de SKN-1 al promover su exportacion nuclear o su
degradacion. El equilibrio entre la activacion por p38 MAPK y la inhibicion por
GSK-3 es esencial para asegurar que SKN-1 se active solo bajo condiciones de
estrés adecuadas, evitando respuestas metabdlicas no controladas que podrian

ser perjudiciales para la célula (An et al. 2005; Inoue et al. 2005).
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Por otra parte, la activaciéon de SKN-1 no solo esta vinculada a la inhibicién
de la via IS, sino que también depende de la integracion de multiples sefales de
estrés. En este contexto, el aumento en los niveles de calcio intracelular, comdn
en situaciones de estrés oxidativo y metabdlico, puede activar la quinasa
dependiente de calcio y calmodulina tipo Il (CaMKIl). Aunque el vinculo directo
entre CaMKIl y SKN-1 en C. elegans no ha sido completamente elucidado, existen
indicios de que CaMKII podria desempefar un papel crucial en la respuesta al
estrés celular, influyendo en rutas de sefalizacion como p38 MAPK. Se postula
que CaMKII, al integrar las sefiales generadas por el aumento del calcio
intracelular, facilita la activacion de SKN-1 bajo condiciones de estrés oxidativo
moderado o severo, promoviendo su translocacion al nucleo y la activacion de
genes implicados en la detoxificacion y la respuesta antioxidante (Ding et al.
2022; Hwang et al. 2022).

Teniendo en cuenta este conjunto de observaciones, se puede especular
gue los compuestos fendlicos presentes en las bayas inmaduras podrian inducir
un estrés oxidativo moderado que active las vias de sefalizacion p38 MAPK o
CaMKIlI, facilitando la translocacién de SKN-1 al nucleo, promoviendo la expresiéon
de genes antioxidantes y de destoxificacion. Esta posibilidad esta respaldada por
el estudio de Wilson et al. (2006), en el que se demostr6 que polifenoles de
extractos de arandano eran capaces de prolongar la vida y mejorar la
termotolerancia en C. elegans a través de la via CaMKII, codificada por el gen
UNC-43. Los resultados obtenidos por esos autores mostraron que esta activacion
de CaMKII era fundamental para los efectos observados, ya que en mutantes de
unc-43(n1186), que afectan la funcion de CaMKIl, el tratamiento con polifenoles
no lograba extender la longevidad. Ademas, se observo una interaccion entre las
vias CaMKIIl y p38 MAPK, sugiriendo que ambas colaboraban en la modulacion
de las respuestas al estrées osmotico y térmico, influyendo en la longevidad del

organismo.

Una vez en el nucleo, SKN-1 activa la expresion de genes involucrados en
la defensa antioxidante y la detoxificacion, entre los que se destacan las glutatiéon

S-transferasas (GSTs). Estas enzimas juegan un papel fundamental en la
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neutralizacion del dafio oxidativo. En C. elegans, GST-4 es una de las GSTs
reguladas por SKN-1 mas importantes, que facilita la destoxificacion celular
mediante la conjugacion de compuestos toxicos y especies reactivas de oxigeno
con glutation (Kahn et al. 2008). Debido a su relevancia en los mecanismos de
defensa antioxidante, para evaluar si los extractos de bayas afectaban esta via
se analizd la expresion de gst-4. Los resultados mostraron que todos los extractos
aumentaban la expresion de gst-4. Esto permite postular que los polifenoles
presentes en los extractos inducirian un estrés oxidativo moderado capaz de
activar SKN-1 y, en consecuencia, promover la expresion de gst-4, reforzando asi
la defensa antioxidante y facilitando la destoxificacion celular (Upadhyay et al.
2013).

Es importante destacar que el factor de transcripcion SKN-1 no solo regula
la expresion de enzimas de fase Il, sino que también promueve la sintesis de
diversas proteinas antioxidantes clave, como superéxido dismutasa (SOD),
glutation S-transferasa (GST), glutation peroxidasa (GPx) y NAD(P)H-quinona
oxidorreductasa (NQO-1), ademas de regular la produccion de glutation (Koch et
al. 2014b; Tullet et al. 2008). La regulacién de estos genes se lleva a cabo a
través de la interaccion de SKN-1 con secuencias promotoras conocidas como
"elementos de respuesta antioxidante" (ARE). Genes que contienen ARE, como
gst-4, han sido identificados como objetivos directos de SKN-1, lo que subraya
su papel crucial en la activacion de mecanismos de defensa antioxidante (Kahn
et al. 2008; Van-Raamsdonk y Hekimi 2010). Este control sobre una red amplia
de genes antioxidantes posiciona a SKN-1 como un regulador central en la

proteccién celular frente al estrés oxidativo.

Se ha sugerido que la coactivacion de los factores de transcripcion DAF-16,
HSF-1 y SKN-1 afiade una mayor complejidad a la regulacion de gst-4. Aunque
DAF-16 no regula directamente este gen, se ha planteado que su activacion
potencia la expresion de otros genes antioxidantes que, junto con SKN-1,
refuerzan las defensas celulares (Tullet et al. 2017). Esta interaccion sinérgica
entre DAF-16 y SKN-1 podria explicar la persistente expresion de gst-4 en los

gusanos tratados con extractos de bayas maduras, a pesar de que el nivel de
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estrés oxidativo inducido por los polifenoles presentes sea menor en comparacion
con las bayas inmaduras. La accidon cooperativa entre DAF-16 y SKN-1 haria que,
incluso bajo condiciones de menor estrés oxidativo, las defensas celulares
permanezcan activas. Ademas, HSF-1 podria jugar un papel indirecto en la
proteccion celular, ya que contribuye a la estabilizacion de proteinas y al
mantenimiento de la homeostasis proteica, lo que podria coordinarse con la
actividad de SKN-1, aunque no regule directamente gst-4 (Morley y Morimoto
2004). Esta posibilidad de cooperacién entre DAF-16, SKN-1 y otros factores
protectores ha sido corroborada en estudios en C. elegans con extractos de
cereza acida (Jayarathne et al. 2020) y de frambuesa (Song et al. 2020), que han
permitido demostrar que los compuestos fendlicos presentes en estos frutos
favorecen la translocacion nuclear de DAF-16 y activan la expresion de genes

antioxidantes, como sod-3, gst-4y skn-1.
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Conclusiones generales

Se obtuvieron y caracterizaron extractos fendlicos de frutos de mora (Rubus
glaucus Benth) y mortifio (Vaccinium floribundum Kunth), recolectados en la zona
andina de Ecuador, en tres estados de madurez y a dos niveles de altitud: 2360

y 3200 (m.s.n.m) para la mora y 2836 y 3641 (m.s.n.m) para el mortifio.

En la mora se identificaron, de manera tentativa, 30 compuestos,
principalmente flavonoles, elagitaninos y derivados del acido elagico, mientras
gue en el mortifio se detectaron 14 compuestos. En ambos frutos, los flavonoles
y antocianos, como cianidina, delfinidina y perlargonidina, destacaron como los

fenoles mas abundantes.

Los extractos obtenidos de frutos recolectados a gran altitud presentaron
concentraciones significativamente mayores de compuestos bioactivos
independientemente del estado de madurez, en comparacion con los obtenidos
a menor altitud. Particularmente, en las etapas iniciales de maduracion se
observaron los niveles méas altos de polifenoles totales y flavonoides, mientras
que el contenido de antocianinas alcanzé su punto maximo en la madurez
completa. De manera similar, la capacidad antioxidante /n witro, evaluada
mediante ensayos disefiados para medir la actividad reductora y/o neutralizante
de radicales libres, aumento con la altitud, aunque disminuia a medida que los
frutos maduraban. En contraste, a altitudes mas bajas, estos valores
permanecieron constantes a lo largo de las diferentes etapas de maduracion.
Estos resultados sugieren que las condiciones geograficas y climaticas asociadas
a la altitud desempefian un papel crucial en la modulaciéon del proceso de

maduracion, asi como en el perfil fendlico de los frutos analizados.

Se investigaron los efectos de extractos de mora y mortifio, sobre la
longevidad, la resistencia al estrés térmico y la expresion de genes relacionados
en Caenorhabditis elegans, tanto en la cepa silvestre N2 como en mutantes de
DAF-16, HSF-1 y SKN-1

En todos los casos, los extractos mostraron efectos protectores frente al
estrés oxidativo y aumentaron de modo significativo la duracion de vida media y
maxima de C. elegans. Estos efectos estaban, al menos parcialmente,
relacionados con la capacidad de los extractos para modular distintas etapas de

169



Conclusiones generales

la ruta de la insulina. Sin embargo, los mecanismos moleculares a través de los

que se inducian los efectos eran diferentes para cada tipo de muestra.

En el caso de los extractos de frutos inmaduros, caracterizados por su alta
concentracion de metabolitos secundarios como flavonoles y acidos fendlicos, se
observd una disminucién en la expresion de daf-16. En contraste, los extractos
de frutos maduros, con elevada presencia de antocianinas, destacaron por
aumentar la expresion de daf-16 y de genes diana como sod-3, importantes para
mitigar el dafio oxidativo acumulativo. Por otra parte, los extractos de frutos
inmaduros indujeron un aumento significativo en la expresion de Asp-70, una
chaperona esencial para la estabilizacion y reparacion de proteinas que, sin
embargo, no era observada en los extractos de frutos maduros. Ninguno de los
extractos indujo la expresion de hsp-16.2. En todos los extractos,
independientemente de su madurez, se encontré un aumento en la expresion de
gst-4. Este gen, involucrado en la detoxificacion celular, refleja la capacidad
general de los extractos para activar mecanismos de proteccion frente al dafio
celular. En los extractos inmaduros, esta activacion se complementé con un
incremento en la expresién de daf-2 y age-1. El hecho de que se observen
mecanismos de accion diferentes dependiendo de la composicion de las muestras
sugiere la versatilidad de los compuestos fendlicos en la regulacion de procesos

celulares.

En los ensayos realizados en cepas mutantes krnock out DAF-16, HSF-1 y
SKN-1 de C. elegans, ninguno de los extractos mostré capacidad para mitigar el
estrés oxidativo inducido térmicamente, sino que, al contrario, la tasa de
supervivencia se reducia tras el tratamiento. El hecho de que los extractos
fendlicos no mejoren la supervivencia en los gusanos, sugiere que los genes en
los que las cepas mutantes ensayadas mostraban deficiencia desempefian un
papel relevante en el efecto protector de los compuestos fendlicos frente al
estrés. La falta del gen impediria la activacion del correspondiente factor de
transcripciébn por parte de los polifenoles, necesaria para desencadenar la
respuesta protectora. La disminucion en la supervivencia observada en los

gusanos tratados podria quizas explicarse por la posible actividad pro-oxidante
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que los polifenoles pueden ejercer en los sistemas bioldgicos, incrementando el

estrés oxidativo provocado por el choque térmico.

Los resultados obtenidos reflejan como la composicion fitoquimica de los
frutos, determinada por su madurez, puede influir sobre los efectos producidos
en relacién con la proteccion frente al estrés oxidativo y la modulacién de la
longevidad, determinando los mecanismos moleculares a través de los cuales
actuan los distintos tipos de compuestos fendlicos presentes en las bayas. La
observacion de que las frutas inmaduras y, por tanto, no comestibles, también
muestren efectos potencialmente beneficiosos proporciona un marco integral
para el empleo de este tipo de productos en posibles aplicaciones nutracéuticas,
como ingredientes en la formulacion de alimentos funcionales y, en su caso,

terapéuticas.
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