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Introduccion

El nematodo Caenorhabditis elegans (C. elegans) habita en muchas partes del mundo (Feng
et al.,, 2021; Leung et al., 2008; Corsi et al., 2015). Actualmente se ha convertido en un
excelente modelo para llevar a cabo ensayos, en los cuales se determinen biomarcadores de
estrés oxidante al someter a C. elegans a un estrés inducido por la exposicién de factores
fisicos o quimicos. El estrés oxidante se considera como el desbalance entre las condiciones
oxidantes y las defensas antioxidantes, ocasionado por un aumento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO) o una baja actividad de los sistemas antioxidantes
(Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al., 2022).

El principal sitio de produccién de las ERO es a partir de la cadena de trasporte mitocondrial
(Lushchak, 2014), entre ellas se incluyen al radical hidroxilo ("OH), anién superéxido (O27),
oxido nitrico (NO°), didxido de nitrégeno (NO2") asi como a los grupos peroxilo (ROO") y los
radicales lipidicos (LOO"). Por otra parte, las especies no radicales incluyen al peroxido de
hidrégeno (H202), acido hipocloroso (HCIO), ozono (Oz) y peroxinitrito (ONOO") (Ayuda-
Duran et al., 2020).

El desequilibrio de las ERO Yy los sistemas antioxidantes tiene consecuencias en los sistemas
biol6gicos, ocasionando dafio en lipidos, proteinas y material genético, teniendo como
resultado dafio en estructura y membranas celulares, oxidacion de residuos de aminoacidos,
rompimiento de enlaces peptidicos y la agregacion de proteinas, asi como modificaciones en
las bases nitrogenadas, rotura de hebra y problemas en la compactaciéon y enrollamiento del
material genético (Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al., 2022; Pisoschi & Pop, 2015;
Cérdenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).

Se ha permitido utilizar a C. elegans como modelo en investigaciones para evaluar los
efectos de compuestos naturales sobre el estrés inducido por factores fisicos y quimicos en
el nematodo. Se ha relacionado el estrés oxidante a diferentes patologias; por lo que, utilizar

un modelo como C. elegans puede abrir la oportunidad de desarrollo de nueva terapia.

1. Objetivo
Examinar la literatura cientifica en bases de datos como PubMed, MDPI o Elsevier, para
obtener informacion sobre la descripcion y aplicaciones del nematodo C. elegans como

modelo en investigaciones sobre marcadores de estrés oxidante.



2. Estrés oxidante y especies reactivas

La atmosfera se encuentra constituida por 78% de nitrogeno (N2) y 21% de oxigeno (O2)
siendo el Oz uno de los gases mas importantes de la tierra (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006). Debido a la abundancia de estas moléculas, los organismos aerobios
reducen la mayor parte del Oz en agua (H20) gracias a la actividad de la enzima citocromo
oxidasa (Complejo 1IV) durante la cadena de trasporte de electrones mitocondrial (ETC)
(Lushchak, 2014). La funcion de la ETC esté relacionada a la generacion de energia en
forma de adenosin 5 -trifosfato (ATP) mediante la fosforilacién oxidativa por accion de la
enzima ATP sintasa (Ma, 2010; Lushchak, 2014).

Para llevar a cabo la conversiéon de Oz a H20 se involucran cuatro electrones mediante la

siguiente reacciéon (Lushchak, 2014):
O2+4 H ™ + 4 electrones (e’) — 2 H20

Sin embargo, cuando el Oz se reduce a través de vias sucesivas de un solo electron
(Lushchak, 2014) derivada de la incompleta reduccion del Oz (Jara-Palacios et al., 2013)

puede formar secuencialmente ERO (Olson et al., 2017).

Un radical libre se define como cualquier especie quimica capaz de existir
independientemente, que contiene uno o mas electrones desapareados, ya sea por ganancia
o pérdida de un electron de un no radical o por la ruptura homolitica de una molécula
(Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006; Valko et al., 2007, Halliwell, 2006). La
presencia de electrones desapareados modifica su reactividad, en donde suele ser mas

reactiva que su correspondiente no radical (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).

De esta forma la reduccién incompleta del O2 da como resultado la formacion de ERO como

el 027, H202 y "OH, conforme a las siguientes reacciones (Lushchak, 2014):
O2+1e — 02~
O +2H*+1e — H02

H2O2+ 1 e — "OH + OH



Entre otras ERO y especies reactivas de nitrogeno (ERN) (Tabla 1), se encuentran radicales
como el NO*, NOz™ asi como ROO"y LOO". También se incluyen especies no radicales como
H202, HCIO, O3z y ONOO" (Ayuda-Duran et al., 2020).

Tabla 1. Especies radicales y no radicales de ERO y ERN.

Especies ERO ERN
ROO* 0O2~ NO*
Radicales
LOO® "OH NO2
H202 O3 ONOO-
No radicales
HCIO HNO2

ERO: especies reactivas de oxigeno, ERN: especies reactivas de nitrdgeno, ROO": grupos
peroxilo, O2": anidon superoxido, LOO": radicales lipidicos, "‘OH: radical hidroxilo, H202:
peroxido de hidrégeno, Os: ozono, HCIO; &cido hipocloroso, NO®: 6xido nitrico, NOz: diéxido

de nitrégeno, ONOO': peroxinitrito, HNOz: &cido nitroso.

Estas especies suelen ser productos normales del metabolismo celular (Kaur et al., 2014),
derivados como subproductos del metabolismo del O: (Jara-Palacios et al., 2013); sin
embargo, también pueden generarse por la accién de sistemas enzimaticos (Ma, 2010),
como el citocromo P450, las nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasas
(NOX), las lipoxigenasas, las monooxigenasas o la éxido nitrico sintasa (NOS) (Ayuda-Duran
et al., 2020; Pisoschi & Pop, 2015; Finkel, 2011; Kaur et al., 2014).

También, la radiacién ultravioleta (UV), la exposicién a agentes quimicos, iones metalicos,
calor, radiacién, microorganismos patdgenos o citosinas inflamatorias, se han considerado
factores exdgenos que contribuyen de manera significativa a la generacion ERO y ERN
dentro de la célula (Ayuda-Duran et al., 2020; Pisoschi & Pop, 2015; Kaur et al., 2014; Jara-
Palacios et al., 2013).

A bajas concentraciones las ERO y ERN funcionan como sefializadores de la regulacion de
la homeostasis (Ma, 2010, Brahma et al., 2021). Un desequilibrio entre las condiciones

oxidantes y las defensas antioxidantes puede generar un estrés dentro de la célula que tiene
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consecuencias en los sistemas bioldgicos, ocasionando dafios en macromoléculas como:
lipidos, proteinas y acido desoxirribonucleico (ADN) (Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al.,
2022; Pisoschi & Pop, 2015; Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006; Dalle et al.,
2003; Kaur et al., 2014).

La presencia de ERO se ha relacionado al envejecimiento y a diferentes procesos
patolégicos (Lushchak, 2014; Ma, 2010), incluidos procesos neurodegenerativos,
enfermedades cardiovasculares, isquemia, Alzheimer, artritis reumatoide, hipertension,
catarogénesis y cancer (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006; Jara-Palacios et al.,
2013; Ma, 2010).

3. Sistemas antioxidantes

El organismo ha desarrollado mecanismos que mantienen el equilibrio del estado redox
dentro de la célula (Zhu et al.,, 2022; Kaur et al.,, 2014). A bajas concentraciones un
antioxidante retarda o previene la oxidacion del sustrato (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006). Los sistemas antioxidantes incluyen mecanismos enzimaticos y no
enzimaticos para mantener dicho equilibrio (Kaur et al., 2014; Zhu et al., 2022). De manera
endogena se incluyen moléculas como el glutation (GSH), enzimas como la superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) o catalasa (CAT) (Finkel, 2011; Ayuda-Duran et
al., 2020). Por otra parte, de manera exdgena, los antioxidantes provenientes de la dieta
como la vitamina E (tocoferol), vitamina c¢ (acido ascérbico), carotenoides, antocianinas,
flavonoides y polifenoles tienen funcion dentro de la regulacion de la homeostasis redox
(Ayuda-Duran et al., 2020; Lushchak, 2014; Kaur et al., 2014).

3.1. Enzimas antioxidantes
El estrés oxidante puede ser modulado indirectamente por enzimas antioxidantes, como son
la SOD, CAT, GPx, la tiorredoxina (TRx), la glutarredoxina (GLRXx) o la peroxirredoxina (PRx)
(Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al, 2022).

Existen 2 isoformas de SOD dentro de la célula: SOD1 contiene cobre y zinc y se localiza en
citoplasma y SOD2 que es dependiente de manganeso y se encuentra en la matriz
mitocondrial (Ma; 2010, Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).
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La SOD cataliza la reaccion de conversion de Oz a H202 (Ma, 2010; Kaur et al., 2014)
202"+ 2H *— H202 + O2

Por otra parte, la enzima CAT se encuentra principalmente en los peroxisomas (Kaur et al.,
2014) y cataliza la reduccion del H202 en H20 (Olson et al., 2017):

2H202 — 2H20 + O2

La GPx es una selenoenzima (Kaur et al., 2014) que cataliza la reduccion de H202 y
peroxidos lipidicos (LOOH) empleando dos moléculas de GSH, generando glutation disulfuro
(GSSG) y agua (Lushchak, 2014):

H202+ 2GSH — GSSG + 2H20
LOOH + 2GSH — GSSG + LOH + H20

El glutatién reductasa (GR) se encuentra en citoplasma y en su sitio activo contiene a la
coenzima flavin adenin dinucle6tido oxidado (FAD) (Céardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006). Realiza la reduccion de GSSG empleando la coenzima NADPH (Lushchak,
2014):

GSSG + NADPH + H* — NADP* + 2GSH

La glutation S-transferasa (GST) cataliza la conjugacion de GSH con una gran cantidad de
compuestos organicos (RX), la reaccion general es (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-
Chaverri, 2006):

RX + GSH — RSG + HX

La TRx es un polipéptido distribuido en el reticulo endoplasmico que contiene dos grupos tiol
adyacentes en su forma reducida (Trx-(SH)2: tiorredoxina reducida) que se puede oxidar a su
forma disulfuro (Trx-Sz: tiorredoxina oxidada) (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri,
2006):

Trx-(SH)2 + proteina-Sz — Trx-Sz + proteina-(SH)2

12



Asi mismo, la TRx puede reaccionar directamente con el H202, llevando a cabo la siguiente

reaccion (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006):
Trx-(SH)2 + 2H202 — Trx-S2 + 2H20

Por otra parte, la tiorredoxina reductasa (TrxR) es una selenoproteina que en su penultimo
carbono contiene un residuo de selenocisteina que es necesario para llevar su actividad
catalitica. Existen dos isoformas: la citosélica y la mitocondrial. Catalizan la reduccion del
polipéptido Trx (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).

Trx-S2+ NADPH + H* — NADP* + Trx-(SH)2

3.2. Glutation
El GSH (y-glutamilcisteinilglicina) es el antioxidante enddégeno mas importante en las células
(Ferguson & Bridge, 2019; Urban et al., 2017; Kaur et al., 2014), es abundante en el citosol,
mitocondria y nucleo (Kaur et al., 2014), interviene en procesos de desintoxicacion de
xenobibticos, sefializacién celular y apoptosis (Urban et al., 2017; Forman et al., 2009).

Es un tripeptido constituido por los aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina (Figura 1)
(Caito & Aschner, 2015; Lushchak, 2014). Su sintesis se lleva a cabo mediante la adicién
secuencial de cisteina al glutamato para finalizar con la adicion de la glicina (Forman et al.,
2009), esto gracias a la actividad de glutamato-cisteina ligasa y de glutation sintetasa,

respectivamente (Kaur et al., 2014).

En condiciones normales, el GSH (forma reducida) predomina ante el GSSG (forma
oxidada), siendo el cociente GSH/GSSG el responsable de mantener el medio intracelular
reducido (Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al., 2022). EI GSH tiene un papel fundamental en
la defensa antioxidante, sirve como cosustrato para las reducciones catalizadas por la
enzima GPx. Por otra parte, al generarse GSSG (considerado potencialmente toxico para la
célula), la enzima GR cataliza la reacciéon de reduccion de GSSG. Por ultimo, el GST conjuga
GSH con diferentes compuestos organicos, siendo util para la eliminacion de xenobioticos
(Forman et al., 2009). Estas tres enzimas son importantes para la supervivencia celular,
funcidbn mitocondrial, sefializacion celular y la regeneracion de la reserva de GSH (Caito &
Aschner, 2015).
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Figura 1. Estructura quimica del glutation (GSH) (Tomado de Forman et al., 2009).

4. C. elegans como modelo

En la segunda mitad del siglo XX, Sidney Brenner introdujo al nematodo C. elegans como
modelo de estudio en investigaciones de neurobiologia (Strange, 2003; Corsi, 2006; Culetto
& Sattelle, 2000). Desde entonces, el nimero de publicaciones que emplean a C. elegans
como modelo ha experimentado un crecimiento sustancial, tal como se puede observar en la
Figura 2. Este aumento se debe a su notable contribucion a la comprension de procesos
biol6gicos fundamentales, lo que ha fortalecido tanto el interés como la confianza en su

utilizacién como modelo experimental.

Q=== ---Ill--lllllllllIIIIII||I||||‘|||||||||“||g)
2024

1949

Figura 2. Publicaciones que han utilizado a C. elegans como modelo (Obtenido de

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/ el 08 marzo 2024)

El nematodo C. elegans tiene una gran variedad de caracteristicas que lo han convertido en
un excelente modelo para realizar diferentes ensayos, gracias a la homologia de sus genes
con los correspondientes de humanos (Ayuda-Duran et al., 2020; Kaletta & Hengartner, 2006;
Koch et al., 2020; Baumeister & Ge, 2002). A pesar de estar separados por millones de afios
de evolucion (Kyriakakis et al., 2014), se han identificado para alrededor del 60 al 80% de los

genes humanos, los homadlogos en C. elegans (Leung et al., 2008; Calvo et al., 2016; Yu et
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al., 2014; Zhu et al., 2022; Kyriakakis et al.,, 2014), algunos de estos genes estan

relacionados con enfermedades humanas (Corsi, 2006; Culetto & Sattelle, 2000).

Este nematodo habita en el suelo y hojarasca de muchas partes del mundo (Feng et al.,
2021; Leung et al., 2008; Corsi et al., 2015), se ha podido aislar de materia vegetal en
descomposicion como flores, frutas y tallos (Corsi et al., 2015, Kiontke & Sudhaus, 2006;
Félix & Braendle, 2010). En el laboratorio es facil y econémico de desarrollar, se cultiva en
medios solidos y liquidos (Ayuda-Duran et al., 2020; Calvo et al., 2016; LUersen et al., 2013;
Kyriakakis et al., 2014, Dhakal et al., 2021) y se mantiene con una dieta a base de cepas no
patdgenas de Escherichia coli comunmente se utiliza la cepa OP50 (Brooks et al., 2009;
Leung et al., 2008; Kaletta & Hengartner, 2006; Strange, 2003; Kyriakakis et al., 2014;
Mayoral et al., 2017).

El nematodo C. elegans no se considera un organismo patdégeno vy, al ser un invertebrado, no
conlleva las restricciones éticas asociadas con otros modelos de investigacion (Ayuda-Duran
et al., 2020; Shen et al.,, 2018). Su ciclo de vida es breve: bajo condiciones Optimas de
temperatura, alrededor de los 20°C, el desarrollo desde el huevo hasta el gusano adulto
ocurre en aproximadamente tres dias, y posteriormente puede vivir entre 15y 22 dias (Leung
et al., 2008; Kaletta & Hengartner, 2006; Kyriakakis et al., 2014; Zeng & Feng, 2020; Zhu et
al., 2022; Strange, 2003). Sin embargo, este periodo puede fluctuar ligeramente segun las
variaciones de temperatura y las condiciones ambientales. Esta particularidad lo convierte en
un modelo valioso, ya que agiliza tanto los costos como el tiempo requerido para obtener
resultados en una variedad de investigaciones, especialmente en estudios de longevidad
(Ayuda-Duran et al., 2020; Feng et al., 2021; Kyriakakis et al., 2014; Zheng & Greenway,
2012).

Al ser transparente en todo su ciclo vida, permite visualizar sus estructuras internas sin tener
que realizar disecciones (Mayoral et al., 2017; Hunt, 2017), esta caracteristica permite que se
puedan visualizar procesos mediante el uso de marcadores fluorescentes (Kaletta &
Hengartner, 2006; Ayuda-Duran et al., 2020; Corsi et al., 2015) especificos de tejido,

procesos celulares y fisiologicos (Carretero et al., 2017).

Ademas, fue el primer organismo multicelular en tener su genoma completamente
secuenciado (Shen et al., 2018; Colonnello, 2018; Luersen et al., 2013; Zheng & Greenway,

2012). La facilidad de realizar mutaciones, la capacidad de manipular y expresar genes
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mediante técnicas de acido ribonucleico de interferencia (ARNi) permite su uso y aplicacion

en diferentes areas de investigacion (Baumeister & Ge, 2002; Engleman et al., 2016).

Actualmente se encuentran disponibles mas de 3,000 cepas mutantes de C. elegans en la
Universidad de Minnesota lo que facilita su aplicacion en diferentes areas de investigacion
(Shen et al., 2018; Caito & Aschner, 2015), algunas de ellas contienen marcadores de
proteina verde fluorescente (GFP) en diferentes vias celulares como tolerancia al estrés,
envejecimiento y diferentes enfermedades, lo que permite su uso y visualizacién de estas
vias mediante el seguimiento de esta GFP (Wang & Wink, 2016; Thabit et al., 2018).

4.1. Género
Existen dos géneros: machos y hermafroditas (Shen et al.,, 2018; Corsi et al., 2015).
C. elegans no posee cromosoma Y, por lo que el genotipo de las hermafroditas se conforma
de dos cromosomas X (XX) mientras que el de los machos Unicamente de uno (XO) (Corsi et
al., 2015; Félix & Braendle, 2010; Brenner, 1974; Hunt, 2017).

La reproduccion es rapida, se genera una produccion a gran escala de millones de animales
por dia (Kaletta & Hengartner, 2006; Ayuda-Duran et al., 2020; Kyriakakis et al., 2014; Corsi,
2006). Las larvas recién nacidas miden alrededor de 0.25 mm (milimetro) (Corsi et al., 2015)
y los adultos aproximadamente 1 mm de longitud, lo que permite realizar ensayos in vivo en
microplacas de 96 pocillos (Ayuda-Duran et al.,, 2020; Leung et al.,, 2008; Kaletta &
Hengartner, 2006; Calvo et al., 2016; Strange, 2003).

La distinciébn entre un macho y una hermafrodita radica en la estructura de la cola; los
machos cuentan con un aparato copulador, mientras que, en las hermafroditas, la cola

simplemente se alarga y se vuelve puntiaguda (Figura 3) (Shen et al., 2018; Corsi, 2006).

Cada generacion de C. elegans esta compuesta mayoritariamente por hermafroditas, con
solo un pequefio porcentaje, entre el 0.1% y el 0.2%, de individuos machos presentes
(Ferguson & Bridge, 2019; Kyriakakis et al., 2014; Corsi, 2006). Cuando una hermafrodita se
autofecunda, puede generar alrededor de 300 descendientes a lo largo de su vida,
compuestos en su gran mayoria por hermafroditas, representando aproximadamente el
99.9% de la descendencia (Shen et al., 2018; Strange, 2003; Corsi et al., 2015; Kyriakakis et
al., 2014).
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La autofecundacion ofrece ventajas para el analisis genético, simplifica el mantenimiento de
las poblaciones debido a que solo un nematodo puede generar una poblacion completa
(Mayoral et al., 2017; Corsi et al., 2015).

Cola de Hermafrodita

Hermafrodita

Cola de macho

Figura 3. Distincion entre un macho y una hermafrodita de C. elegans. Los machos
poseen un aparato copulador, mientras que en las hermafroditas la cola se alarga y adquiere
una forma puntiaguda. (Modificado de Shen et al., 2018).

4.2. Ciclo devida
La embriogénesis comprende cuatro estadios larvales: estadio larval 1 (L1), estadio larval 2
(L2), estadio larval 3 (L3) y estadio larval 4 (L4) y la fase adulta (Figura 4) (Colonnello, 2018;
Ferguson & Bridge, 2019; Strange, 2003; Carranza-Garcia & Navarro, 2020; Corsi et al.,
2015). Los nematodos en L1 eclosionan de los huevos, para continuar el desarrollo de las
etapas L2, L3y L4 (Figura 5) (Shen et al., 2018).
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Figura 4. Ciclo de vida C. elegans. Estadio larval 1 (L1), estadio larval 2 (L2), estadio larval

3 (L3) y estadio larval 4 (L4) (Creado con Biorender.com)

Cada etapa culmina con un periodo de inactividad en la que se forma una nueva cuticula y se
desprende la anterior (Corsi, 2006; Jorgensen & Mango, 2002). Después de la fertilizacion,
para sobrevivir fuera del Gtero el cigoto produce un caparazoén resistente que hace al embrion

impermeable a la mayoria de las soluciones (Shen et al., 2018; Corsi et al., 2015).

Factores como la dieta o temperatura pueden afectar el ciclo de vida de C. elegans (Dhakal
et al., 2021; Gbmez-Orte et al., 2017). Los estudios realizados con este nematodo

comunmente se realizan oscilando en temperaturas de 15 a 25°C (Gémez-Orte et al., 2017).

A 20°C, la embriogénesis tiene una duracion entre 16 horas (Corsi et al., 2015), en esta
etapa se llevan a cabo una serie de divisiones mitéticas que dan paso a la organogénesis
(Colonnello, 2018). La primera division se lleva al interior del Gtero, una vez que el embrion
tiene alrededor de 28 a 30 células, se coloca en el medio ambiente por medio de la abertura
de la vulva (Corsi, 2006).

El desarrollo post-embrionario ocurre en las proximas etapas larvales (L1-L4) que culminan

en aproximadamente en 35 horas (Strange, 2003; Dhakal et al., 2021).
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La etapa L1 a un rango entre 20 a 25°C se desarrolla en alrededor de 12 horas (Dhakal et al.,
2021; Strange, 2003, Blackwell et al.,, 2015), en esta etapa C. elegans puede censar
alimento, sobrepoblacion y temperatura (Colonnello, 2018). Cuando en el medio no existen
las condiciones Optimas de temperatura y alimento, las larvas L1 detienen la etapa de
desarrollo y entran a una fase alternativa (Shen et al., 2018; Corsi, 2006; Hunt, 2017). Esta
fase de hibernacion se conoce como “dauer” o de supervivencia. Durante este periodo, las
larvas son resistentes a condiciones extremas, reducen su movimiento, tasa de respiracion y
digestion; ademas, existe una reduccion en el gasto de ATP al entrar en un estado de
hipometabolismo en donde se reduce significativamente la tasa metabdlica (Lant & Storey,
2010). Cuando las condiciones de alimento y temperatura son favorables, el nematodo puede
continuar con el desarrollo larvario y entrar en la etapa L4, sin embargo, pueden permanecer
en esta etapa durante un largo tiempo (Fielenbach & Antebi, 2008; Félix & Braendle, 2010;
Dhakal et al., 2021), aproximadamente 4 meses (Dhakal et al.,, 2021; Strange, 2003,
Blackwell et al., 2015).

La etapa L2 tiene una duracion entre 7 a 8 horas en un intervalo de 20 a 25°C (Dhakal et al.,
2021; Strange, 2003, Blackwell et al., 2015), aqui el nematodo aumenta su tamafio y

desarrolla 6rganos que son vitales (Colonnello, 2018).

La etapa L3 dura aproximadamente 8 horas en un rango entre 20 a 25°C (Dhakal et al.,
2021; Strange, 2003, Blackwell et al., 2015), las gonadas se empiezan a formar y la
epidermis segrega colageno para formar la cuticula que lo protege del medio (Colonnello,
2018; Calvo et al., 2016).

La etapa L4 tiene una duracion de 8 horas en un intervalo de 20 a 25°C (Dhakal et al., 2021;
Strange, 2003), los 6érganos se encuentran completamente formados siendo capaz de
producir gametos y gbénadas (Colonnello, 2018). En esta etapa se hacen evidentes las
diferencias anatémicas entre los dos sexos (Corsi, 2006) culminando esta etapa con un

nematodo joven (Dhakal et al., 2021).

En la fase adulta C. elegans llega a su tamafio maximo (Colonnello, 2018), toma alrededor
de 8 horas esta fase (Dhakal et al., 2021), la cuticula de colageno esta formada y ahora ya es

capaz de auto fecundarse (Colonnello, 2018).
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100 pm

Figura 5. Estadios larvales de C. elegans. Estadio larval 1 (L1), estadio larval 2 (L2),
estadio larval 3 (L3) y estadio larval 4 (L4) (Tomado de Shen et al., 2018).

4.3. Anatomia
El C. elegans se caracteriza por tener boca, faringe, intestino, génadas y cuticula (Figura 6)
(Shen et al., 2018). Tiene un cuerpo cilindrico no segmentado que se estrecha en ambos
extremos (Strange, 2003). Su cuerpo se conforma por dos “tubos” concéntricos, el tubo
interno consta del sistema digestivo (faringe, intestino y ano), mientras que el tubo exterior se
compone de la cuticula, hipodermis, musculos de la pared del cuerpo y sistema nervioso
(Corsi, 2006).

UTERO

FARINGE

GONADAS

EMBRIONES
INTESTINO OVOCITOS

ESPERMATIDAS

Figura 6. Anatomia de C. elegans (Creado con BioRender.com).
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Durante su desarrollo el nematodo es encerrado dentro de un exoesqueleto denominado
cuticula, que es una matriz extracelular de colageno que funciona como una barrera
impermeable entre C. elegans y su entorno (Shen et al., 2018, Colonnello, 2018). La cuticula
de colageno esta sustentada por hipodermis, musculos y nervios. Ademas de una cavidad
corporal que separa la pared de los érganos internos (Strange, 2003). Esta cuticula crece
sobre las aberturas bucales y anales cuando el nematodo se encuentra en estado dauer, lo

que las hace mas resistentes a los entornos desfavorables para su desarrollo (Hunt, 2017).

Posee musculos estriados y no estriados, siendo los primeros los de mayor cantidad,
encontrandose en bandas longitudinales a lo largo de la pared del cuerpo siendo los
responsables de la locomocion. Los no estriados estan relacionados a la faringe, el intestino,
el ano y el utero hermafrodita, estos son responsables del bombeo faringeo, la defecacion, la

ovulacion, la fertilizacion y la puesta de huevos (Strange, 2003).

El sistema nervioso de las hermafroditas consta de 302 neuronas y 56 células gliales y de
soporte (Strange, 2003; Carretero et al., 2017), mientras que los machos tienen 381
neuronas y 92 células gliales y de soporte (Strange, 2003). La diferencia del sistema nervioso
de los sexos se encuentra en la cola del macho, debido a que esta juega un papel importante
en el apareamiento (Strange, 2003). Cuentan con la mayoria de los neurotransmisores
relevantes para humanos como: serotonina, acetilcolina, dopamina, &cido y-aminobutirico
(GABA) y glutamato (Wellenberg et al., 2021) (Figura 7).

Figura 7. Sistema nervioso de C. elegans (Tomado de Dhakal et al., 2021).

Las neuronas se unen en la parte anterior del nematodo en un cerebro primitivo conocido

como anillo nervioso (Corsi, 2006). Ademas, consta de alrededor de 60 neuronas ciliadas
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gue construyen el sistema sensorial primario que ayudan a mediar estimulos quimicos,
térmicos o mecéanicos del medio en el que se encuentran (Félix & Braendle, 2010; Corsi,
2006).

La boca de un adulto tiene seis labios simétricos que rodean la abertura y forman una
cavidad circular de 1 a 3 micrometros (um) en la cual se transporta el alimento a la faringe.
Se alimenta por medio de una faringe de dos Iébulos, siendo un érgano casi autbnomo que

tiene un sistema neuronal, musculos y epitelio (Shen et al., 2018).

La faringe estd conectada a la del intestino, esta es la responsable de la digestion de
alimentos y absorcibn de nutrientes, asi como la sintesis y almacenamiento de
macromoléculas. La superficie apical de las células del intestino tiene numerosas
vellosidades que permiten aumentar la superficie de absorcion (Shen et al., 2018; Strange,
2003).

El contenido del intestino se secreta al exterior a través de la vulva rectal, que conecta al
intestino con el recto, el cual se conforma por cinco células epiteliales y ano. Los musculos
entéricos que trabajan para la defecacion estan localizados alrededor del recto e intestino
posterior (Shen et al., 2018).

5. Vias de sefalizacién de C. elegans relacionadas con estrés oxidante

Los mecanismos moleculares de C. elegans que involucran al estrés oxidante son: la via de
la sefializacion del factor de crecimiento similar a la insulina/insulina-1 (IGF-1) (lIS) y factor 2
relacionado con el factor nuclear eritroide (Nrf2) (Figura 8) (Zhu et al., 2022; Hernandez-Cruz
et al., 2023).

5.1. Vialls
Esta via se activa en condiciones favorables, lo que permite el correcto desarrollo de C.
elegans (Hernandez-Cruz et al., 2023). La via comienza cuando el receptor de tirosina cinasa
(DAF-2) se activa al unirse al ligando similar a la insulina (ILP), lo que desencadena una
cascada de fosforilacion, activando la fosfatidilinositol 3-cinasa (AGE-1) para catalizar la
formacion de fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3) a partir de fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato
(PIP2) (Ayuda-Duran et al., 2020; Hernandez-Cruz et al., 2023).
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Al formarse PIP3 se activa la proteina cinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositol (PDK1) lo que
da como resultado la fosforilacion y activacion de las serinas/treonina cinasas 1y 2 (AKT-1,
AKT-2) y cinasa regulada por suero y glucocorticoides 1 (SGK-1). Como consecuencia DAF-
16 [gen homdlogo del factor de transcripcién forkhead (FOXO) humano], SKN-1 (homodlogo
de Nrf2) y el factor de transcripcion de choque térmico 1 (HSF-1) se inactivan, impidiendo su
translocacion al ndcleo y la regulacion transcripcional de efectores involucrados en la

resistencia al estrés (Zhu et al., 2022; Hernandez-Cruz et al., 2023).

En situaciones no favorables de estrés oxidante, la via IS se ve antagonizado por DAF-18,
gen homdélogo del supresor tumoral humano fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
(PTEN), lo que permite la translocacion al nacleo de DAF-16, HSF-1 y SKN-1 (Zhu et al.,
2022; Hernandez-Cruz et al., 2023), favoreciendo la expresién de genes diana como catalasa
(ctl-1), superoxido dismutasa-3 (sod-3), metalotioneina (mtl-1) genes de defensa de bacterias
patogenas (lys-7 y spp-1), genes de proteinas de choque térmico (hsp-16.2) y glutation S-
transferasa (gst-4) (Hernandez-Cruz et al., 2023; Ayuda-Duran et al., 2020). De igual manera,
DAF-16 puede ser activado por el homologo de histona desacetilasa dependiente de NAD*
(SIR-2.1) y el homélogo de cinasa N-terminal c-Jun (JNK-1) (Hernandez-Cruz et al., 2023).

5.2. Via SKN-1

El factor de transcripcion SKN-1, regulado por la via de sefalizacién 1IS previamente
mencionada, actia como una proteina protectora esencial. Su funcion principal es
contrarrestar el dafio oxidante y garantizar la integridad celular al regular la expresién de
genes involucrados en la detoxificacion (enzimas de fase ll), proteccion antioxidante (SOD,
GST, GPx) y mantenimiento de la homeostasis proteica (chaperonas moleculares, biosintesis
y degradacion de proteinas) (Zhu et al., 2022; Ayuda-Duran et al., 2020).

En ausencia de estrés, el factor SKN-1 se localiza constitutivamente en el citoplasma.
Cuando el entorno cambia, se trasloca al ndcleo tras la fosforilacion por PMK-1, aqui se
involucra y se activa la cascada de proteina cinasa activada por mitdgeno (MAPK) p38, la
MAPK cinasa cinasa (MAPKKK) fosforila a la cinasa SAPK / ERK (SEK-1) asi mismo, SEK-1

fosforila al al ortdlogo de la proteina cinasa 11 activada por mitdgeno (PMK-1) y PMK-1
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fosforila SKN-1 en Ser74 y Ser340. En consecuencia, cuando SKN-1 se encuentra en el
nucleo activa genes inducidos por estrés que codifican a enzimas de detoxificacion de fase |l,
en respuesta al estrés inducido en la célula (Zhu et al., 2022; Ayuda-Durén et al., 2020).
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Figura 8. Vias de sefializacion de C. elegans relacionadas con estrés oxidante. DAF-2:

receptor de tirosina cinasa, ILP: ligando similar a la insulina, PIP2: fosfatidilinositol (4,5)-
bifosfato, PIPs: fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato, DAF-18: gen homologo del supresor tumoral
humano PTEN, AGE-1: fosfatidilinositol 3-cinasa, PDK-1: proteina cinasa 1 dependiente de
3-fosfoinositol, AKT-1: serina treonina cinasa 1, AKT-2; serina treonina cinasa 2. SGK-1:
cinasa regulada por suero y glucocorticoides 1, SIR-2.1: homdélogo de histona desacetilasa
dependiente de NAD+, JNK-1: homélogo de cinasa N-terminal c-Jun, DAF-16: gen homélogo
del factor de transcripcion FOXO humano, SKN-1: homologo de Nrf2, HSF-1: factor de
transcripcion de choque térmico 1, PMK-1: ortélogo de la proteina cinasa 11 activada por
mitdgeno, MAPKKK: MAPK cinasa cinasa y SEK-1: cinasa SAPK / ERK. (Creado con

Biorender.com)

6. Determinacion de biomarcadores de estrés oxidante en C. elegans

Se han llevado a cabo diversas investigaciones utilizando el nematodo C. elegans para
identificar biomarcadores de estrés oxidante. Estas investigaciones se centran principalmente

en la induccion de estrés fisico o quimico en el organismo, seguido de tratamientos con
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diversos compuestos, especialmente aquellos extraidos de diversas partes de las plantas,

como hojas, raices, tallos, frutos y semillas (Hernandez-Cruz et al., 2023).

Compuestos quimicos como paraquat y juglone se han utilizado en C. elegans para generar
un ambiente de estrés en el nematodo. El compuesto paraquat o 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridinio
(Ling et al., 2022), es un herbicida nitrogenado, utilizado para la proteccion de los productos
agricolas contra las malas hierbas, puede generar ERO causando dafio en érganos, lipidos y
acidos nucleicos (Onur et al., 2022). Por otra parte, el compuesto juglone o 5-hidroxil-1,4-
naftoquinona es un compuesto fendlico que se encuentra en las nueces, produce ERO
mediante la oxidacion de NADPH aumentando el consumo de O: y la producciéon de ERO
(Ahmad & Suzuki, 2019).

A continuacion, se describen diferentes estudios en los cuales ha sido utilizado C. elegans
como modelo para la determinaciéon de ERO, enzimas antioxidantes o expresién de genes
ante la exposicion a diferentes compuestos naturales tras la exposicion a factores como

temperatura, radiacion UV y compuestos quimicos como juglone o paraquat.

6.1. Determinacion de niveles de ERO
Para evaluar el estado redox en C. elegans se han determinado las ERO, para esta
evaluacion se utilizan reactivos fluorescentes, cada sonda posee diferentes caracteristicas de
reaccion por lo que es importante realizar la correcta eleccion dependiendo de lo que se
quiere detectar (Ayuda-Duran et al., 2020). En la Tabla 2 se presentan diferentes sondas que
son utilizadas para realizar las determinaciones de ERO, asi como su especificidad a ellas
(Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al., 2022).

La sonda de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) es cominmente
utilizada para determinar los niveles intracelulares de ERO en C. elegans (Ayuda-Duran et
al., 2020; Tambara et al., 2018; Qu et al., 2018; Liu et al., 2022), en donde el nematodo es
inducido a un estrés por calor (Yoon et al., 2018; Ayuda-Duran et al., 2019) o exposicion a
compuestos toxicos (Qu et al., 2018; Liu et al., 2022). La sonda DCFH-DA puede penetrar
facilmente la membrana celular (Yoon et al.,, 2018), es desacetilada por esterasas,
convirtiendo DCFH-DA en 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH) el cual se oxida en

presencia de ERO a 2,7 -diclorofluoresceina (DCF), este ultimo es un compuesto altamente

25



fluorescente por lo que nos puede dar informacion de los niveles de ERO en la célula (Figura
9) (Yoon et al., 2018; Ayuda-Duran et al., 2020; Zhu et al, 2022; Ayuda-Duran et al., 2019).
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Figura 9. Reaccién de diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) con
especies reactivas de oxigeno (ERO) DCFH: 2',7'-diclorodihidrofluoresceina, DCF: 2°,7 -

diclorofluoresceina (Modificado de Miljevic et al., 2014).

Tambara y colaboradores (2018), expusieron a C. elegans a H202, juglone y choques
térmicos para la induccion de estrés oxidante en el nematodo, de esta manera evaluaron el
efecto antioxidante de Eugenia uniflora L. (pitanga morada, altamente rica en compuestos
fendlicos como antocianinas) obteniendo resultados en aumento de vida y produccién de
huevos, asi como la disminucion de los niveles de ERO cuantificados por la sonda DCFH-
DA. Ademés, aumento la expresion de la enzima SOD vy la translocacion nuclear de DAF-16,
concluyendo que este extracto confiere una mejor resistencia al estrés (Tambara et al.,
2018).

Tabla 2. Sondas utilizadas para la determinacién de ERO (Modificado de Ayuda-Duran
et al., 2020).

Investigacion Reaccion Especificidad Limitaciones

Sensible al Sin deteccién
H202, "OH y ROO* de NO*, HCIO y O2" -

DCEH-DA La forma reducida
incolora DFCH se oxida
a DCF fluorescente.
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MitoTracker Red

Oxidacion de la forma
reducida al colorante

rojo-fluorescente

Especialmente H20:

Mala deteccién de
otras ERO.

El dihidroetidio (DHE)

Posible reaccién con

componentes

MitoSOX ; .- Principalmente Oz2'~
es oxidado por Oz’ " ala celulares como el
forma de etidio GItOCrOMO C.
fluorescente.
Interferencia de
reductores como
Formacion de resorufina glutation o
nicotinamida adenina
Amplex Red fluorescente tras la H20> | '€
oxidacion de 10-acetil- dinucleotido
3,7-dihidroxi- (NADH). Sin
fenoxazina. deteccién de H202

intracelular.

DCFH-DA: diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina, DCF: 2°,7 -diclorofluoresceina, H202:
peréxido de hidrégeno, ‘OH: radical hidroxilo, ROOQOe: grupos peroxilo, NO*: 6xido nitrico,
HCIO: acido hipocloroso, O2"": anidén superoxido, ERO: especies reactivas de oxigeno, DHE:

dihidroetidio, NADH: nicotinamida adenina dinucleétido.

6.2.
La deteccion de GSH en C. elegans se puede evaluar mediante el reactivo de Ellman (acido

Determinacion de niveles de glutation

5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) el cual reacciona con GSH para producir el croméforo
amarillo &cido 5-mercapto-2-nitrobenzoico (TNB) que se puede medir por espectrometria a
412 nm (nanometros) (Figura 10) (Urban et al., 2017; Caito & Aschner, 2015). El uso de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) es otro método utilizado para analizar GSH
después de la derivatizacibn con ortoftaldehido (OPT), el cual produce un producto

fluorescente que se cuantifica a 420 nm (Figura 11) (Forman et al., 2009; Urban et al., 2017).
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Figura 10. Reaccioén de glutation (GSH) con acido 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB)

GSTNB: aducto glutation y acido-5-mercapto-2-nitrobenzoico, TNB: acido 5-mercapto-2-

nitrobenzoico (Tomado de Rover et al., 2001).

Por otro lado, Hsu y sus colegas (2012) sometieron al nematodo a extracto de Cinnamomum

osmophloeum para evaluar la expresion del gen gst-4 en respuesta al estrés inducido por

juglone. Observaron una mayor resistencia al estrés, asi como un aumento en la expresion
de gst-4 y sod-3 (Hsu et al., 2012).

OPT

Figura 11. Reaccién de derivatizacion de glutatiéon (GSH) con ortoftaldehido (OPT)
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(Tomado de Forman et al., 2009).
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6.3. Evaluacion del dafio de moléculas bioldgicas

6.3.1. Oxidacion de proteinas
Las ERO pueden causar la pérdida de la actividad catalitica de enzimas, dafios en la
integridad estructural de proteinas o interrumpir la regulacion de vias metabdlicas. Los
efectos se basan en la oxidacion de residuos de aminoacidos, rompimiento de enlaces

peptidicos y la agregacion de proteinas (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).

Las proteinas son el principal objetivo de las ERO (Labuschagne & Brenkman, 2013a), la
carbonilacion es una de las formas irreversibles del dafio a proteinas en cadenas laterales de
aminoacidos especificos como: lisina, prolina, arginina y treonina (Ayuda-Duran et al., 2020;
Dalle-Donne et al., 2003; Valko et al., 2007), esta carbonilacién también se puede propagar
mediante la adicién de aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica (Labuschagne &
Brenkman, 2013a).

Determinar la carbonilacion de proteinas ha sido cominmente utilizada para evaluar el dafo
de las ERO en C. elegans (Labuschagne & Brenkman, 2013a). La reaccién con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) es uno de los métodos mas utilizados, la reaccion da como
resultado la formacion de 2,4-dinitrofenol (DNP), el cual se puede medir por
espectrofotometria a 370 nm (Figura 12) (Ayuda-Duran et al., 2020; Labuschagne &
Brenkman, 2013a; Van Raamsdonk & Hekimi, 2010; Tambara et al., 2018). Este método fue
utilizado por Peixoto y colaboradores (2019), obteniendo como resultado la disminucién de la
cantidad de proteinas carboniladas tras la induccion de estrés oxidante al nematodo por
medio de juglone para evaluar el efecto antioxidante de extractos de Calycophyllum

spruceanum (Peixoto et al., 2019).

También se puede realizar la determinacion mediante un ensayo inmunolégico utilizando un
estuche comercial: Oxyblot; el cual realiza la separacion de las proteinas que fueron
derivatizadas con DNPH por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE), seguido de un inmunoensayo por Western blot (Ayuda-Duran et al., 2020;
Surco-Laos et al., 2011).
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Figura 12. Reaccion de 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) con proteinas oxidadas. ERO:
especies reactivas de oxigeno, DNP: 2,4 dinitrofenol. (Modificado de Labuschagne &

Brenkman, 2013a) (Creado con BioRender.com).

Las proteinas de choque térmico (HSP) son biomarcadores que se expresan en células que
han sido estresadas mediante la exposicion a factores térmicos y oxidantes, altamente
inducibles durante la exposicion a prooxidantes (Abbas & Wink; 2014), son un mecanismo de
defensa antioxidante que sirve para proteger y reparar el dafio, previniendo la agregacion vy el

mal plegamiento de proteinas en la célula (Sobeh et al., 2017b).

La expresion de la proteina hsp-16.2 en la faringe de C. elegans se puede realizar mediante
la cuantificacion de la florescencia de la GFP que esta acoplada a este gen (Abbas & Wink,
2014).

En su investigacion sobre las propiedades antioxidantes de Turrea fischeri, Sobeh y su
equipo (2017b) expusieron C. elegans al extracto de la planta y luego indujeron estrés
mediante juglone. Descubrieron que la expresion de HSP disminuyo6 en relacién con la dosis

del extracto al que se expuso el nematodo.

Por otra parte, Abbas y colaboradores (2014) expusieron a C. elegans a un extracto de té

verde para su posterior exposicion a juglone. Para inducir estrés oxidante, se evalud la
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expresion de hsp-16.2 mediante la observacion directa de la fluorescencia de la proteina
GFP en la faringe. Se observé una disminucion de aproximadamente el 68.43% en la
fluorescencia de los nematodos tratados con el extracto en comparacion con el grupo control
no expuesto al extracto (Figura 13). Ademas, se observé un aumento en la resistencia al
estrés inducido por juglone (Abbas & Wink, 2014).

Figura 13. Imagenes representativas de evaluaciones realizadas con cepas GFP. En el
experimento llevado a cabo por Abbas y Wink (2014), se midio la fluorescencia de la cepa
TJ375 (hsp-16.2/GFP) en respuesta al tratamiento con juglona. La imagen (a) muestra la
fluorescencia del grupo de control, mientras que la imagen (b) muestra la fluorescencia tras

el tratamiento con extracto de té verde. (Imagen tomada de Abbas y Wink, 2014)

6.3.2. Peroxidacion lipidica
Los lipidos son componentes esenciales que mantienen la estructura morfoldgica y los
procesos biolégicos de las membranas celulares. El ataque de las ERO a los lipidos esta
relacionado con diferentes estados patoldgicos, como diabetes, hipertension, lesion renal,

accidentes cerebrovasculares, etc. (Zhu et al., 2022).

La lipoperoxidacion es el dafio principal que producen las ERO en los lipidos (Cardenas-
Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006). Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son
altamente sensibles a la oxidacion, lo que permite la formacion de ROO® los cuales se
separan en moléculas mas pequefias como: malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal
(4-HNE) que son utilizados como biomarcadores de estrés oxidante (Figura 14) (Ayuda-
Duran et al., 2020; Valko et al., 2007, Brahma et al., 2021).

En altos niveles estas moléculas son consideradas citotoxicas (Cardenas-Rodriguez &
Pedraza-Chaverri, 2006, Petersen & Doorn, 2004; Ayyadevara et al., 2005), debido a que

31



funcionan como agentes electrofilicos que interacttan con proteinas y ADN, teniendo como
consecuencia la alteracion en la estructura de la membrana, afectando la fluidez y la
integridad (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006). Los aductos entre 4-HNE y las
proteinas, se pueden evaluar mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) competitivo utilizando un anticuerpo policlonal (Ayyadevara et al., 2005). También,
los valores de MDA pueden ser cuantificados mediante la reaccion con acido 2-tiobarbiturico
(TBA), en la cual se produce un aducto que se lee en un rango de 532-535 nm
(Papastergiadis et al., 2012).

Por otra parte, Ayuda-Duran y colaboradores (2019), expusieron a C. elegans a choques
térmicos para la induccion de estrés oxidante y de esta manera evaluar el efecto antioxidante
de epicatequinas (flavonoides abundantes en frutas, té, cacao y vino tinto). Determinaron
mediante técnica de HPLC después de la derivatizacion con DNPH y una deteccion con
espectrofotometria de masas la cantidad de 4-HNE y MDA en el nematodo, obteniendo una
disminucién en la cantidad de estos biomarcadores, concluyeron que este flavonoide confiere

una mejor resistencia al estrés oxidante (Ayuda-Duran et al., 2019).

OH
O \/\/ O \/\/\/\/\
N — O\..
Malondialdehido 4-hidroxi-2-nonenal
MDA 4-HMNE

Figura 14. Estructura quimica del malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2-nonenal (4-
HNE) (Creado con Biorender.com).

La lipofuscina es otro biomarcador utilizado para evaluar la oxidacién de lipidos (Ayuda-
Duran et al., 2020; Zhu et al., 2022). Este pigmento tiene una composicion heterogénea que
consiste principalmente en proteinas oxidadas, que pueden estar entrecruzadas por
productos de peroxidacion lipidica, como 4-HNE, y diferentes componentes lipidicos. En un
proceso normal de envejecimiento, la lipofuscina se acumula, lo que le confiere la
denominacion de pigmento de la edad, es considerado el mejor biomarcador del
envejecimiento celular (Ayuda-Duran et al., 2020; Vayndorf et al., 2013; Wilson et al., 2006).

El método para detectar la lipofuscina se basa en la observacion de su autofluorescencia
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mediante microscopia (Ayuda-Duran et al., 2020), se ha utilizado este biomarcador en
estudios de evaluacion de toxicidad de diferentes compuestos como:
hexabromociclododecano (Wang et al., 2018), lindano (Yu et al., 2020), fungicidas (Liu et al.,

2022), por mencionar algunos.

Los isoprostanos son productos finales de peroxidacion de lipidos no enzimaticos
guimicamente estables derivados de PUFA (Labuschagne & Brenkman, 2013a). Diferentes
PUFA conducen a la formacién de diferentes isoprostanos (Labuschagne & Brenkman,
2013a, Ayuda et al., 2020). En C. elegans, el PUFA predominante es el &acido
eicosapentaenoico (EPA) que lleva a la formacion de F3-isoprostanos (Labuschagne &
Brenkman, 2013a, Labuschagne et al., 2013b). El método para detectar los niveles de F3-
isoprostanos se caracteriza por ser especifico, sensible, preciso y lineal, permitiendo la
cuantificacion de los niveles endogenos del dafio oxidante, este método se basa en la
dilucion de isotopos estables basados en espectrometria de masas (Labuschagne et al.,
2013b).

6.3.3. Dafio en el ADN
En presencia de ERO, el ADN se fracciona, apareciendo fragmentos internucleosomales.
Estos se forman por la ruptura del ADN entre los nucleosomas, dando como consecuencia
problemas en la compactacion y enrollamiento del material genético dentro de la cromatina,
alterando su funcion en la regulacion de la transcripcion génica (Cérdenas-Rodriguez &
Pedraza-Chaverri, 2006).

Cuando la ERO reaccionan con el ADN puede desarrollar mutaciones que resultan en
carcinogénesis, apoptosis 0 necrosis (Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006). El
dafio del ADN inducido por estrés oxidante esta implicado con el envejecimiento y
enfermedades comunes en las que se incluye céancer y trastornos neurodegenerativos
(Arczewska et al., 2011; Labuschagne & Brenkman, 2013a; Meyer et al., 2007).

Los dafios que se pueden generar al ADN incluyen modificaciones a las bases o roturas de
una o doble hebra (Zhu et al., 2022). Entre los mecanismos que reparan el dafio, la escision
de bases es el mas importante; sin embargo, cuando la modificacion afecta regiones mas
extensas, se lleva a cabo la escision de nucleétidos, removiendo todo el segmento a través

de una nucleasa para finalmente ser remplazado por la ADN polimerasa | y la ligasa
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(Cardenas-Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006; Meyer et al., 2007). Entre las ERO, el *OH
es el radical que tiene mayor impacto en el ADN (Fleming & Burrows, 2020). Se produce
principalmente a partir de la reaccién de Fenton (Halliwell, 2006):

Fe 2* + H,0O2 — Fe 3* + "OH + "OH

La lesion en ADN mas estudiada y cuantificada es la formacién de 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHAG) (Figura 15) (Valko et al., 2007; Labuschagne & Brenkman,
2013a). ElI 8-OHdG se puede medir mediante HPLC, deteccion electroquimica,
espectrometria de masas en tdndem y ELISA (Zhu et al., 2022; Labuschagne & Brenkman,
2013a; Ayuda-Duran et al., 2020).

\ Hi

'., /L}H }* oH
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MO g-OHgG

Figura 15. Dafio al acido desoxirribonucleico (ADN) por las especies reactivas de

oxigeno (ERO). 8-OHdG: 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (Creado con BioRender.com).

Sin embargo, el dafio en el ADN también se puede determinar mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) cuantitativa. Se basa en las lesiones ocasionadas al ADN
obstaculizan la progresién del ADN polimerasa, lo que da como resultado una disminucion de
la amplificacion del ADN, de modo que la cantidad de producto de PCR, en comparacion con
cantidades iguales de ADN no tratado, es inversamente proporcional a la extension del dafio
en el ADN (Ayuda-Duran et al., 2020; Meyer et al., 2007).

De igual manera, por medio de esta técnica se pueden cuantificar la expresion de los genes
gue codifican a enzimas antioxidantes que sirven como defensa de los organismos al estrés

inducido por diferentes factores (Wilson et al., 2006).
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Wilson y sus colegas (2006) llevaron a cabo un analisis de los efectos antioxidantes de los

arandanos (Vaccinium angustifolium). Utilizando la técnica de PCR con transcriptasa inversa

(RT-PCR), encontraron que la expresion de los genes que codifican la proteina HSP

disminuy6 después de ser inducidos al estrés mediante la exposicién al paraquat y al calor.

7. C.elegans como modelo para evaluar estrés oxidante

A continuacion, en la Tabla 3 se presentan diferentes investigaciones en donde fue utilizado

C. elegans como modelo para evaluar los efectos de compuestos naturales sobre el estrés

inducido por diferentes factores fisicos y quimicos en el nematodo, asi como los resultados

obtenidos en cada una de estas investigaciones revisadas.

Tabla 3. Revisién de estudios del uso de C. elegans como modelo para evaluar estrés

oxidante.
Extracto o _ _ _
o Estrés inducido Resultados obtenidos Referencia
utilizado
Exposicién a o _ Jara-
_ Disminucion de la cantidad de ERO y _
Orujo de uva temperaturas de _ _ Palacios et
aumento de supervivencia.
35°C. al., 2013
Exposicion a altas Resistencia al estrés inducido,
Camellia concentraciones de | j,cremento de la actividad de GSH- Xiong et al.
sinensis cloruro de sodio, PX y expresion de sod-3. 2014
temperatura de 35°C
y radiacién UV. Disminucion de la cantidad de ERO.
_ Exposicion a o
Hojas de . o o . Ribeiro et
T hidroperéxido de Disminucion de la cantidad de ERO.
Myrciaria tenella _ al., 2019
terc-butilo (t-BOOH,).
Resistencia al estrés inducido,
. L » Sobeh et
Raiz de Cassia | EXposicion a juglone. | disminucion de ERO y expresion de L 2018
al.,

abbreviata

HSP-16.2, translocacion de DAF-16.
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Resistencia al estrés inducido,
Senna . o _ Sobeh et
_ Exposicion a juglone. | disminucion de la cantidad de ERO y
singueana y al., 2017a
la translocacion de DAF-16.
Disminucion de la cantidad de ERO y
_ _ o _, ] Sobeh et
Turraea fischeri | Exposicion a juglone. | la expresion de HSP-16.2, asi como L 2017b
al.,
la translocacion de DAF-16.
Resistencia al estrés inducido,
_ L disminucion de la cantidad de EROy | Su & Wink,
Arctium lappa | Exposicién a juglone. y ]
la expresion de HSP-16.2, asi como 2015
la translocacion de DAF-16.
Disminucion de la cantidad de ERO y
Aspalathus . la expresion de HSP-16.2, asi como | Chen et al.,
. _ Exposicién a juglone. y
linearis aumento de la expresion de daf-16 y 2013a
sod-3.
Exposicion a juglone | Disminucion de la expresion de HSP-
. . _ , | Chen et al.,
Resveratrol y concentraciones | 16.2, aumento de vida util, resistencia 013b
altas de glucosa. al estrés inducido por glucosa
Galato de . Disminucion de la cantidad de H202y | Abbas et
_ _ Exposicion a juglone »
epigalocatequina expresion de HSP-16.2. al., 2009
Aumento de vida util y expresion de
o sod-3, resistencia al estrés inducido.
Spinacia o ) L Wang &
Exposicion a juglone. Ademas de la disminucién de la _
oleracea . Wink, 2016
expresion de HSP-16.2 y la
translocacion de DAF-16.
Exposicién a Aumento de vida util y expresion de
o o _ Phulara et
Bacopa monnieri temperatura y HSP-16.2, disminucién de la cantidad L 2015
al.,
paraquat. de ERO.
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Exposicion a

Aumento de vida util, disminucién de

Liao et al.,

Curcumina temperaturas de _ _ .
) la cantidad de ERO vy lipofuscina. 2011
35°C y juglone.
Disminucion de la cantidad de ERO y
Frutas de » _
. en la expresion de HSP-16.2. Peixoto et
Euterpe Exposicion a juglone »
_ Aumento en la expresion de sod-3 y al., 2016
precatoria .
translocacion de DAF-16.
_ o Disminucion de la expresiéon de hsp- _
) Microcistina y Augusti et
Luteina ) 16.2 y aumento en la expresion de
(hepatotoxina) al., 2017
SOD.
- Exposicion a o . . . .
Vaccinium Disminucion de niveles de lipofuscina | Wilson et
o temperatura y
angustifolium y 4-HNE. al., 2006

paraquat.

Extractos de

Exposicion a

temperatura,

Aumento de vida util y resistencia al

estrés inducido asi como la

Vayndorf et

manzana verde | paraquat, radiacion o _ _ _ al., 2013
disminucion de niveles de lipofuscina.
uVv.
Galato de o Resistencia al estrés inducido,
) ) EXxposicion a o
epigalocatequina disminucion de ERO, mayor Zhang et
] ] temperatura y »
extraida de té _ expresion de sod-3, hsp-16.2, daf-16 al., 2009
juglone.
verde y skn-1
Teanina de té Exposicion a _ Gong et al.,
Mayor expresion de hsp-16.2.
verde temperatura. 2012
o Exposicion a
Spinacia _ _ o _ Fan et al.,
temperatura y Resistencia al estrés inducido.
oleracea L. _ 2011
juglone.
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Teanina de té Exposicion a Resistencia al estrés inducido y Zarse et al.
verde paraquat. aumento en vida util. 2012
Achyrocline . L _ Machado et
_ Exposicion a juglone. | Disminucion de la cantidad de ERO.
flaccida al., 2022
o Aumento de vida util, disminucion de
- Exposicion a _ . Huang et al
Rosa roxburghii la cantidad de ERO y mayor actividad
paraquat. 2022
de SOD y CAT
Resistencia al estrés inducido,
Styphnolobium L disminucion de la cantidad de ERO y Thabit et
_ _ Exposicion a juglone o
japonicum HSP-16. Aumento de la actividad de al., 2019
sod-3.
Disminucion de la cantidad de ERO y _
- - - -7 - -7 =7 Thablt et
Cassia fistula | Exposicion a juglone. | expresion de GST-4, translocacion de . 2018
al.,
DAF-16, mayor expresion de sod-3.
. Resistencia al estrés inducido, mayor _
| Exposicion a juglone _ S Peixoto et
Endopleura uchi expresion de sod-3 y disminucion de . 2019
al.,
la cantidad de HSP-16.2
Resistencia al estrés inducido, _
Calycophyllum . o . Peixoto et
Exposicion a juglone. | disminucion de la cantidad de ERO y
spruceanum ) al 2018
cantidad de HSP-16.2.
o Aumento de vida util, translocacion de |
llex Exposicion a o _ Lima et al.,
o DAF-16, disminucién de la cantidad
paraguariensis paraquat. 2014
de ERO.
Exposicion a _ _ _ _
Acanthopanax Aumento de vida util y resistencia al Park et al.,
. paraquat, o .
sessiliflorus estrés inducido. 2014

temperatura y UV
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Resistencia al estrés inducido,

Polygonum Exposicion a translocacién de DAF-16, aumento de | Saier et al.,
multiflorum paraquat. vida util y disminucion de niveles de 2018
lipofuscina

ERO: especies reactivas de oxigeno, UV: ultravioleta, sod-3: gen superoxido dismutasa-3,

BOOH: hidroperéxido de terc-butilo, HSP-16.2: gen de proteinas de choque térmico, DAF-16:
gen homologo del factor de transcripcion FOXO humano, H20:2: peroxido de hidrogeno, SOD:
superoxido dismutasa, 4-HNE: 4-hidroxi-2-nonenal, skn-1: homoélogo de Nrf2, CAT: catalasa,

GST-4: gen glutatidon S-transferasa.

8. Discusion

A pesar de ser un animal que se puede considerar sencillo, C. elegans ha sido utilizado como
modelo en diferentes investigaciones, entre ellas se incluye su uso para evaluar marcadores
de estrés oxidante. Este nematodo posee caracteristicas que lo han convertido en un valioso
modelo de investigacion, su ciclo de vida corto (Zeng & Feng, 2020; Zhu et al., 2022) ha
permitido obtener respuestas a cada una de las investigaciones en menor tiempo (Zheng &
Greenway, 2012), ademas al desarrollarse en condiciones normales de laboratorio (Ayuda-
Duran et al., 2020), no requiere de algun tratamiento o condicidon especial, lo que permite

disminuir costos en las investigaciones gracias a estas caracteristicas.

Por otra parte, al ser un gusano transparente en todo su ciclo de vida (Mayoral et al., 2017;
Hunt, 2017), permite visualizar estructuras internas usando marcadores fluorescentes
(Kaletta & Hengartner, 2006; Ayuda-Duran et al., 2020; Corsi et al., 2015) sin la necesidad de

gue se realice algun tratamiento que resulte invasivo en el nematodo.

Dentro de su anatomia se conforma por boca, sistema digestivo, nervioso y génadas (Shen
et al.,, 2018; Corsi, 2006), dentro de esta caracteristica se puede encontrar una limitante
debido a que no se podria conocer el efecto que tienen los compuestos en otros érganos y
algunas de las investigaciones podrian resultar limitadas. Sin embargo, C. elegans no deja
de ser un excelente modelo para realizar investigaciones que pueden llegar a ser Utiles para
el tratamiento de patologias que han sido relacionadas con el estrés oxidante (Cardenas-
Rodriguez & Pedraza-Chaverri, 2006).
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Durante esta revision se encontrd que factores fisicos como la temperatura, la radiacion UV o
la exposicibn a compuestos quimicos como juglone y paraquat, pueden inducir estrés en el
nematodo, lo que ha permitido evaluar y conocer los efectos que tienen diferentes
compuestos provenientes de productos naturales como hojas, tallos o plantas, dentro de las
investigaciones descritas se han obtenido respuesta a los efectos que tiene sobre el estrés
de compuestos naturales como Camellia sinensis (Xiong et al., 2014), hoja de Myrciaria
tenella (Ribeiro et al., 2019), Calycophyllum spruceanum (Peixoto et al 2018) o Polygonum

multiflorum (Saier et al., 2018) por mencionar algunos.

Dentro de los resultados obtenidos por diferentes autores al utilizar a C. elegans como
modelo se puede encontrar la translocacion de DAF-16 al nucleo, una mayor resistencia,
disminucién de cantidad de ERO, asi como aumento en la expresion de enzimas

antioxidantes.

El aumento de la cantidad de ERO se ha relacionado con diferentes procesos patolégicos
(Lushchak, 2014; Ma, 2010), por lo que contar con un modelo con las caracteristicas que
posee C. elegans puede abrir oportunidades de desarrollo para la investigacion y desarrollo

de tratamientos para estas patologias.

9. Conclusion y direcciones futuras

El empleo de C. elegans como modelo experimental ha propiciado avances significativos en
la comprension del impacto de compuestos naturales en la respuesta al estrés oxidativo. Las
notables caracteristicas de este organismo, incluyendo su ciclo de vida corto, su facilidad de
manipulacion genética y su alta conservacion de vias metabdlicas clave, lo posicionan como
una herramienta prometedora en la investigacion de moléculas con potencial terapéutico
para enfermedades relacionadas con el estrés oxidante. Los resultados obtenidos hasta la
fecha respaldan la eficacia de este modelo en la identificacion de compuestos antioxidantes y
en la elucidacion de los mecanismos subyacentes a su actividad protectora. Estos hallazgos
no solo contribuyen al conocimiento basico de la biologia del estrés oxidante, sino que
también abren nuevas perspectivas en el desarrollo de terapias para diversas patologias
asociadas con este fenomeno, como enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y

el envejecimiento.
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