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RESUMEN

Los flavonoides han atraido la atencion de los quimicos de alimentos y los
investigadores biomédicos debido a su amplia presencia en plantas comestibles y su
potencial para promover acciones en salud. Aunque los flavonoides pueden mostrar una
amplia gama de bioactividades, su capacidad antioxidante, ya sea que se ejerza a través de
una accion directa o indirecta de eliminacién de ROS, o también por otros mecanismos
enzimaticos, sigue siendo la bioactividad mas destacada con la que estan asociados estos
compuestos. Dado que la oxidacion de un flavonoide inducida por ROS involucra reacciones
de transferencia de electrones/hidrégeno que inicialmente comprometen sus grupos
fendlicos y, en Ultima instancia, su esqueleto o nucleo flavan, se ha asumido durante mucho
tiempo que la oxidacién de un flavonoide implica necesariamente la pérdida de sus
propiedades antioxidantes. Sin embargo, como antecedente que dio lugar a esta tesis, el
Laboratorio de Antioxidantes del INTA ha demostrado que, sorprendentemente mezclas de
metabolitos que se originan desde la oxidacion de determinados flavonoides conservan en
gran medida las propiedades quimicas de eliminacion/reduccion de ROS cuando son
comparados con sus moléculas originales. Ademas, se ha revelado que, en un caso
particular, la mezcla de oxidacion del flavonoide quercetina contiene un tipo de metabolito
que es capaz de proteger las células contra ROS con una potencia de dos a tres 6rdenes de
magnitud superior a la de su flavonoide precursor. Este metabolito corresponde a una
benzoil-benzofuranona (BZF) generada tras el proceso de degradacion oxidativa de ciertos

flavonoides.

En base a la inesperada retenciéon de propiedades antioxidantes de algunos
flavonoides tras ser expuestos a oxidacidon y a la capacidad antioxidante notablemente
superior del metabolito tipo BZF derivado de quercetina, en la presente propuesta se
investigod si: mezclas de metabolitos generados tras la oxidacion de una serie de flavonoides
conformados por miricetina, fisetina, dideoxiquercetina, taxifolina, kaempferol, isoramnetina
y morina son, al igual que quercetina, capaces de amplificar sus efectos antioxidantes
celulares frente a los flavonoides de origen y si, tras este proceso de degradacion oxidativa,
dentro de dichas mezclas se genera el metabolito tipo BZF. La identidad estructural de las
BZF se analiz6 mediante HPLC-ESI-MS/MS. La capacidad antioxidante y citoprotectora de
cada mezcla oxidada y la de su correspondiente BZF aislada se prob6 en células Caco-2

expuestas al generador de ROS, indometacina. Adicionalmente, se evalué el grado en que

XVl



la capacidad antioxidante de cada mezcla oxidativa se ve afectada por la sustraccion quimica

de sus benzofuranonas.

Se confirm@ la formacién de benzofuranonas en mezclas obtenidas tras la oxidacion
de los flavonoides miricetina, fisetina, kaempferol, isoramnetina y morina. Al comparar la
capacidad antioxidante celular de las mezclas de metabolitos que contienen en su
composicion la BZF respectiva con las mezclas que no poseen este metabolito, se observo
que las mezclas de metabolitos que resultan de la oxidacién de los flavonoides, cuya
estructura incluye un nucleo flavonol hidroxilado en los anillos Ay B, y que ademas formaron
las respectivas BZF, Ginicamente dichas mezclas fueron capaces de amplificar la capacidad
antioxidante original. Estas mezclas oxidativas protegieron contra el estrés oxidativo, en una
concentracion hasta 100 veces inferior respecto al flavonoide de origen. Se demostré que tal
aumento en la capacidad antioxidante radica exclusivamente en la presencia de las BZF en
la composicion de las mezclas generadas. Cuando se probaron las benzofuranonas aisladas,
se observaron niveles de protecciéon antioxidante aln mas bajos, llegando hasta una

amplificacién antioxidante 5000 veces mayor de una BZF frente a su flavonoide original.

Los interesantes resultados aqui presentados abren la posibilidad de definir el
esqueleto de las benzoil-benzofuranonas como una estructura base para el posterior

desarrollo y/o disefio de nuevas moléculas antioxidantes.
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ABSTRACT

Flavonoids have attracted the attention of food chemists and biomedical researchers
due to their widespread presence in edible plants and their potential to promote health
actions. Although flavonoids can display a wide range of bioactivities, their antioxidant
capacity, whether exerted through a direct or indirect ROS-scavenging action, or also by other
enzymatic mechanisms, remains the most prominent bioactivity, with which these compounds
are associated. Since ROS-induced oxidation of a flavonoid involves hydrogen/electron
transfer reactions that initially compromise its phenolic groups and, ultimately its flavan
backbone or core, it has long been assumed that oxidation of a flavonoid necessarily involves
loss of its antioxidant properties. However, as an antecedent that gave rise to this thesis, the
INTA Antioxidant Laboratory has surprisingly shown that mixtures of metabolites that
originate from the oxidation of certain flavonoids largely retain the chemical properties of ROS
elimination/reduction when compared to their parent molecules. In addition, it has been
revealed that, in a particular case, the oxidation mixture of the flavonoid quercetin contains a
type of metabolite that, is capable of protecting cells against ROS with a potency of two to
three orders of magnitude higher than that of its precursor flavonoid. This metabolite
corresponds to a benzoyl-benzofuranone (BZF) generated after the oxidative degradation

process of certain flavonoids.

Based on the unexpected retention of antioxidant properties of some flavonoids after
being exposed to oxidation and the notably higher antioxidant capacity of the quercetin-
derived BZF-type metabolite, in the present proposal we investigated whether: mixtures of
metabolites generated after the oxidation of a series of flavonoids made up of myricetin,
fisetin, dideoxyquercetin, taxifolin, kaempferol, isoramnetin and morin are, like quercetin,
capable of amplifying their cellular antioxidant effects against the flavonoids of origin and if,
after this oxidative degradation process, within these mixtures the BZF-type metabolite. The
structural identity of the BZFs was analyzed by HPLC-ESI-MS/MS. The antioxidant and
cytoprotective capacity of each oxidized mixture and that of its corresponding isolated BZF
was tested in Caco-2 cells exposed to the ROS generator, indomethacin. Additionally, the
degree to which the antioxidant capacity of each oxidative mixture is affected by the chemical

removal of its benzofuranones was evaluated.

XIX



The formation of benzofuranones was confirmed in mixtures obtained after the
oxidation of the flavonoids myricetin, fisetin, kaempferol, isorhamnetin and morin. When
comparing the cellular antioxidant capacity of the mixtures of metabolites that contain the
respective BZF in their composition with the mixtures that do not have this metabolite, it was
observed that only the mixtures of metabolites that result from the oxidation of flavonoids,
whose structure includes a hydroxylated flavonol nucleus in rings A and B, and which also
formed the respective BZF, only these mixtures were able to amplify the original antioxidant
capacity. These oxidative mixtures protected against oxidative stress, at a concentration up
to 100 times lower than the original flavonoid. It was shown that such an increase in
antioxidant capacity lies exclusively in the presence of BZF in the composition of the mixtures
generated after the oxidation of certain flavonoids. When isolated benzofuranones were
tested, even lower levels of antioxidant protection were observed, down to a 5000-fold higher

antioxidant amplification of a BZF versus its parent flavonoid.

The interesting results presented here open the possibility of defining the skeleton of
benzoyl-benzofuranones as a base structure for the subsequent development and/or design

of new antioxidant molecule.
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1. INTRODUCCION

Durante décadas, los flavonoides, un tipo de compuesto bioactivo que se
encuentra en varias plantas comestibles, han sido objeto de interés entre los
investigadores biomédicos debido a su potencial para generar varios efectos
bioldgicos ventajosos para la salud. (Mozaffarian et al., 2018; Hussain et al.,
2020). Los estudios epidemiologicos han brindado el principal respaldo de los
beneficios para la salud de los flavonoides, demostrando una correlacion
negativa entre el consumo de alimentos ricos en estos compuestos y la
probabilidad de desarrollar enfermedades crénicas no transmisibles (Wang et al.,

2014; Liu et al., 2017; Leri et al., 2020; Micek et al., 2021; Li et al., 2022).

Quimicamente, los flavonoides pertenecen a una clase de moléculas
caracterizadas por una estructura de nucleo flavan (C6-C3-C6, que se muestra
en la Figura 1) que consta de dos anillos de benceno (A y B) conectados a través
de tres atomos de carbono que forman un anillo heterociclico de pirano (C). Esta
estructura permite varias combinaciones en distintos patrones y sustituciones, lo
que lleva a la formacion de multiples subclases de flavonoides. Los ejemplos de
estas subclases incluyen flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanoles vy

antocianidinas.

Los flavonoides se pueden clasificar en diferentes subclases, pero si
contienen grupos hidroxilo en sus anillos A y/o B, se clasifican como compuestos
fendlicos (Speisky et al., 2016). Igualmente que la subclasificacion basada en la

estructura, la presencia y ubicacion de los grupos hidroxilo también juegan un



papel crucial en la determinacion de las propiedades fisicoquimicas y los efectos

bioldgicos de los flavonoides (Kumar et al., 2013).

Figura 1. Nucleo flavan. Esqueleto 2-fenil-3,4-dihidro-2H-1-benzopirano, comun a
todos los flavonoides C6-C3-C6.

Los flavonoides exhiben una variedad de acciones biolégicas, como
antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas, antiplaguetarias, antiaterogénicas,
antiangiogénicas, antihiperglucémicas, dilatacion de los vasos sanguineos,
normalizacion de lipidos y efectos antimicrobianos, segun sus caracteristicas
estructurales Unicas (Speisky et al., 2016). Sin embargo, vale la pena sefialar que
la capacidad de actuar como antioxidante, o que implica disminuir la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o aumentar su tasa de eliminacion, es

la Unica bioactividad comun entre todos los flavonoides (Forman et al., 2014).

Desde un punto de vista del mecanismo, la capacidad antioxidante de los
flavonoides se atribuyé inicialmente a su capacidad demostrada in vitro para
actuar como antioxidantes directos a través de un mecanismo de eliminacion de
ROS (Guterridge & Halliwell, 2000). Sin embargo, la posibilidad real de que los

flavonoides actien in vivo a través de dicho mecanismo se ha cuestionado cada



vez mas sobre la base de consideraciones de restriccion cinética (Galleano et al.,
2010) y la diferencia cercana a dos O6rdenes de magnitud que existe entre las
concentraciones de flavonoides requeridas in vitro para ejercer una accion
eliminadora de ROS y las alcanzadas in vivo después de su consumo dietético
(Mladenka et al., 2010; Hollman et al.,, 2011). No obstante, durante la ultima
década considerables evidencias indican que los flavonoides, ademas o en lugar
de actuar como captadores de ROS, podrian ejercer una accion antioxidante
intracelular a través de otros mecanismos, que son operativos in vivo y que
parecen requerir concentraciones mas bajas (Dinkova-Kostova & Talalay, 2008;
Oteiza et al.,, 2021). Dichos mecanismos, que conducen a las denominadas
acciones antioxidantes indirectas, comprenden principalmente la regulacion al
alza, mediada por el factor nuclear derivado de eritroides similar a 2 (Nrf2), de la
expresion de genes que codifican para la eliminacion de ROS y/o enzimas
sintetizadoras de antioxidantes (Dinkova-Kostova et al., 2005; Dinkova-Kostova

& Talalay, 2008; Sies et al., 2017).

Ademas de afectar la capacidad antioxidante celular, los flavonoides
pueden no sufrir cambios estructurales o modificaciones quimicas que podrian
afectar significativamente sus propiedades antioxidantes originales, segun el
mecanismo involucrado. Por ejemplo, ciertos flavonoides que se basan en la
reduccion o eliminacion de ROS para ejercer sus efectos pueden perder su
actividad antioxidante si se dafian las fracciones fendlicas activas redox

presentes en su estructura. Este escenario ilustra un ejemplo de tales flavonoides



que experimentan cambios que comprometen su potencial antioxidante (Atala et
al., 2017). Por lo general, se puede suponer que el modo de accion directo de la
reduccion o eliminacién de ROS que involucra la oxidacion de residuos fenélicos
da como resultado la pérdida o el compromiso de las propiedades antioxidantes
de los flavonoides. Esto se debe a que la conformacion estructural de estos
residuos fendlicos sufre un cambio (como la formacion de una quinona a través
de la oxidacion de grupos hidroxilo en el anillo B de ciertos flavonoides) durante
su interaccion con ROS, lo que lleva a la donacion de un electron o protén. de su
estructura para estabilizar o extinguir las ROS (Di meo et al., 2013). No obstante,
durante los ultimos veinte afios, ha surgido evidencia significativa que sugiere
que, para ciertos flavonoides, la oxidacién de sus grupos fendlicos es vital para
permitirles exhibir efectos antioxidantes (Lee-Hilz et al., 2006; Bolton et al., 2017).
Como resultado, las especies antioxidantes activas que realmente cumplirian el
propdsito son uno o mas de los metabolitos generados a partir de la oxidacion de

la molécula de flavonoide.

De hecho, se observdé que después de inducir la oxidaciéon de la
quercetina, uno de los flavonoides mas estudiados (D’ Andrea et al., 2015), se
forma una mezcla de metabolitos libre de quercetina (Qox) que conserva en gran
medida la eliminacion de ROS (medido a través de ensayo ORAC) y las
propiedades reductoras de ROS (medido a través del ensayo FRAP y TPC) del
flavonoide no oxidado (Atala et al. 2017). Con respecto a las consecuencias

antioxidantes de este discutible hallazgo, en 2017 investigadores del Laboratorio



de Antioxidantes del INTA (lugar de realizacion de esta tesis) exploraron la
capacidad de Qox para proteger a las células Hs68 y Caco-2 del dafio oxidativo
causado por varios ROS. Sorprendentemente, se descubridé que la mezcla Qox
brindaba proteccion total a una concentracion equivalente 20 veces menor que
la de la quercetina. Impulsados por el aumento inesperado en la potencia
antioxidante inducida por la oxidacion de este flavonoide, se aisl6 e identifico aislo
(mediante HPLC-DAD-ESI-MS/MS) un total de once metabolitos principales de
Qox y, posteriormente, se evalud la capacidad antioxidante de cada uno de ellos,
en células expuestas a ROS. Unicamente un metabolito de los 11 identificados
en Qox, que fue determinado como 2-(3,4-dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxi-3(2H)-
benzofuranona (Q-BZF), pudo adscribir los efectos antioxidantes observados en
Qox. La evidencia de esto provino de la prueba de la actividad antioxidante de la
benzoil-benzofuranona (BZF) aislada desde Qox y de la comparacién de la
actividad antioxidante de preparaciones de Qox cony sin la BZF. Luego de aislar
este metabolito, se descubrié que Q-BZF brinda proteccion completa contra el
aumento del tono oxidativo intracelular inducido por indometacina en una
concentracion 200 veces menor que la de quercetina. La concentracion de Q-
BZF se estim0 en base a la cantidad de quercetina expuesta inicialmente a la
oxidacion (Fuentes et al. 2017).

Lo anterior sugiere la existencia de dos puntos de vista aparentemente
contradictorios sobre los efectos de los flavonoides como secuestrantes de ROS.
Un punto de vista enfatiza la importancia de que los flavonoides estén en su forma

no oxidada, mientras que el otro sugiere que la oxidacion previa de los



flavonoides es necesaria para mejorar 0 mantener sus propiedades
antioxidantes.

Con el objetivo de investigar el impacto de la oxidacién de flavonoides
sobre sus propiedades antioxidantes y determinar si conduce a una disminucion,
conservacion o aumento de sus propiedades antioxidantes, esta tesis doctoral
indaga que en si, las mezclas de metabolitos resultantes de la oxidacién de una
serie de siete flavonoides analogos estructuralmente a quercetina, como
miricetina, fisetina, dideoxiquercetina, taxifolina, kaemfperol, isoramnetina y
morina (Figura 2) presentan o no una capacidad antioxidante superior a la del
flavonoide no oxidado del que se originan. Esta capacidad antioxidante se evalu6
en células Caco-2 expuestas a ROS, generados mediante el tratamiento con el

antiinflamatorio no esteroidal (AINE) indometacina (INDO).
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Ademas de la BZF derivada de la quercetina, estudios previos a esta tesis
han reportado la formacién de las BZF provenientes de la oxidacion, inducida a
través diversas metodologias, de otros flavonoles: como kaempferol (por
oxidacion electroquimica y en medio alcalino) (Jgrgensen et al., 1998; Jungbluth
& Ternes, 2000), morina, miricetina (por oxidacion en medio alcalino) (Jungbluth
& Ternes, 2000), fisetina (por oxidacion electroquimica y en medio alcalino)
(Jungbluth & Ternes, 2000); Jurasekova et al., 2014; RameSova et al., 2015;
Sokolova et al. 2016), ramnazina (RamesSova et al., 2014) y ramnetina (ambas
por oxidacion electroquimica) (Ramesova et al. 2017). Desde el punto de vista de
los requisitos estructurales, la formacion de BZF parece exigir que el flavonoide
contenga un grupo hidroxilo en C3, un doble enlace en C2-C3 y al menos un
grupo hidroxilo en el anillo B (Jgrgensen et al., 1998; Jungbluth & Ternes, 2000;
Awad et al., 2001; RamesSova et al., 2015). Considerando el caso de Q, cuyo Qox
exhibi6é un incremento de 20 veces, y su correspondiente BZF un incremento de
a lo menos 200 veces, se plantea la hipétesis de que solo las mezclas que
resultan de la oxidacion de los flavonoides formadores de BZF (es decir,
flavonoles con al menos un grupo hidroxilo unido al anillo B), y no los resultantes
de los otros flavonoides elegidos, exhibiran actividad antioxidante
considerablemente mayor (protegiendo las células expuestas a ROS). En esta
tesis se propone que, en las mezclas de oxidacion que contengan BZF en su
composicion, el incremento esperado en la actividad antioxidante se explicaria
principalmente por la presencia de BZF en su composicion (a evaluar por HPLC-

DAD-ESI-MS/MS). Para probar el dltimo postulado, se evalué la actividad



antioxidante de las mezclas que contienen BZF y se comparara con la de
preparaciones idénticas de las que se ha eliminado experimentalmente el BZF.
En la Figura 3 se muestran las estructuras quimicas de las BZF identificadas y

estudias en este trabajo.
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Figura 3. Estructuras quimicas de las benzoil-benzofuranonas derivadas de flavonoides
en estudio



2. HIPOTESIS:

De acuerdo con lo observado en el caso quercetina y la amplificacion antioxidante

exhibida por Qox, de la cual resulto ser Unicamente responsable Q-BZF,

Si entre los flavonoides seleccionados en este estudio, s6lo aquellos que
cumplan con los requerimientos estructurales para generar una benzoil-
benzoruranona (que en su estructura flavan se incluye un doble enlace en C2-
C3, un hidroxilo en C3y un grupo ceto en C4 y al menos otro hidroxilo en el anillo
B), tras ser sometidos a oxidacion verian aumentada su capacidad antioxidante
respecto a la del flavonoide precursor, y este incremento en la capacidad
antioxidante seria atribuido exclusivamente a la presencia de las benzoil-
benzofuranona en la composicion de las mezclas de metabolitos obtenidas

durante el proceso de oxidacion.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo General:
Evaluar el potencial de las benzoil-benzofuranonas generadas durante la
oxidacion de ciertos flavonoides para actuar como potentes antioxidantes en

células expuestas a condiciones de dafio oxidativo.

3.2 Objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones experimentales necesarias para inducir la
oxidacion de los ocho flavonoides en estudio, asegurando en cada caso su
total desaparicion.

2. Evaluar en células expuestas a ROS la actividad antioxidante de las mezclas
de metabolitos que resultan de la oxidacion completa de cada uno de los ocho
flavonoides (FLox), comparando dichas actividades con las de los flavonoides
no oxidados a partir de los cuales dichas mezclas se originan.

3. Evaluar la presencia (o ausencia) de las benzofuranonas en las mezclas de
metabolitos que resultan de la oxidacion de cada uno de los ocho flavonoides
a estudiar.

4. Investigar si la eliminacion experimental de las benzofuranonas desde las
mezclas que las contienen (Obj.3) da como resultado la pérdida total de la

actividad antioxidante observada originalmente en las mismas mezclas.
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5. Aislar y purificar las benzofuranonas de aquellas mezclas de flavonoides
oxidados en las cuales su presencia haya sido ya establecida (en Obj. 3).

6. Evaluar en células expuestas a ROS la actividad antioxidante de las
benzofuranonas aisladas en Obj. 5, estableciendo "indices de amplificacion

antioxidante" y relaciones estructura-actividad.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Quercetina, kaempferol, fisetina, isoramnetina, miricetina, morina,
dideoxiquercetina, taxifolina, acetato de sodio, fosfato dibasico de sodio,
fosfato monobasico de sodio, 2’,7’-diclorofluoresceina diacetato (DCHFD), 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-dipfeniltetrazolium  bromuro, indometacina e
hidroxido de sodio fueron obtenidos de Sigma Aldrich. Acetonitrilo, acido
férmico, acido acético y etanol de grado HPLC fueron obtenidos de Merck
(Darmstadt, Alemania). CytoTox-ONE® Homogeneous Membrane Integrity
Assay kit fue obtenido de Promega (Madison, WIS, EE.UU.). Nuclear
Extraction kit fue obtenido de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EE. UU.) NF-

kB p65 (Total) ELISA kit fue obtenido de Invitrogen™ (CA, EE. UU.),

4.2 Métodos relacionados con el objetivo especifico 1

Establecer las condiciones experimentales necesarias para inducir la oxidacion
de los ocho flavonoides en estudio, asegurando en cada caso su total

desaparicion.

4.2.1 Oxidacion de flavonoides
Se indujo la oxidacion de cada flavonoide sometiendo estos compuestos

a condiciones alcalinas (después de solubilizar cada FL en un volumen minimo
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de etanol). Se adiccion6 NaOH (1 N, pH > 12) y se incubd a 25 °C en el caso de
miricetina, quercetina, fisetina, dideoxiquercetina, taxifolina e isoramnetina y 40
°C para kaemfperol y morina, en condiciones controladas de agitacion y
exposicion al aire, durante diferentes periodos de tiempo (en base a lo realizado
en Atala et al., 2017). Para monitorear la extension (y determinar el total) de la
desaparicion oxidativa de cada FL, las muestras tomadas a lo largo de las
incubaciones se acidificaron rapidamente para detener la reaccion y se diluyeron
a una concentracion de 1 mM del FL en estudio (tampdn de acetato de sodio 75
mM y 10 mM respectivamente a pH 3,5) e inmediatamente después se
sometieron a analisis de HPLC-DAD. Las condiciones cromatograficas son las
descritas en Fuentes et al. 2017, de la siguiente manera: velocidad de flujo 0.8
mL/min; columna Kromasil 100-5-C18; 250 x 4,6 mm, 5 ym; horno de columna a
25 °C. La composicién de la fase movil, que consistira en una mezcla de (A)
acetonitrilo y (B) acido férmico acuoso al 0,1%, que se variara empleando un
programa de gradiente: 0-15.0 min, 10% A; 15.0-50.0 min, 10-60% A. La
desaparicion de los FL se controla dependientemente de su longitud de onda en
el maximo de absorcion (Amax), 370 nm para quercetina, miricetina y isoramnetina,
360 nm para fisetina, 368 nm para kaemfperol, 354 nm para morina, 362 nm para
dideoxiquercetina y 290 nm para taxifolina. La variacion en el area bajo la curva
(ABC) de cada FL en el tiempo es comparada con la ABC de una muestra de FL
solubilizada unicamente en etanol (FL sin oxidar). El tiempo de oxidacion total de
cada FL corresponde al tiempo en el cual la concentracidon remanente alcanza

entre 2.0 y 4.0%, desde este momento las soluciones correspondientes a las

14



"mezclas de metabolitos" generadas tras la oxidacion de los flavonoides son, en

adelante llamadas como FLox.

4.3 Métodos relacionados con el objetivo especifico 2

Evaluar en células expuestas a ROS la actividad antioxidante de las mezclas de
metabolitos que resultan de la oxidaciébn completa de cada uno de los quince
flavonoides (FLox), comparando dichas actividades con las de los flavonoides no

oxidados a partir de los cuales dichas mezclas se originan.

4.3.1 Condiciones de cultivo celular

Se utilizé la linea celular de adenocarcinoma de colon humano, Caco-2
entre pasaje 10 a 25 para los experimentos. Estas células se mantuvieron en
un medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) suplementado con
10% de suero fetal bovino, 1% de antibidticos y 1% de aminoacidos no
esenciales a 37 °C en un incubador humidificado con 5% C0O2/95% aire. Se
utilizaron células en crecimiento con una confluencia cercana al 90% (no

diferenciadas).
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4.3.2 Estrés oxidativo intracelular

Las células fueron sembradas (1 x 10° células/pocillo) en microplacas
de 96 pocillos por 24 h (tiempo en el cual alcanzan una confluencia cercana al
90%), luego de este tiempo se mide el estrés oxidativo celular. El estrés
oxidativo intracelular fue determinado por medio de la oxidacién de DCHF
(diclorohidrofluoresceina) hacia su compuesto fluorescente DCF
(diclorofluoresceina), utilizando el protocolo de Jiménez et al., (2002). Las
células fueron incubadas con DCHFD (diclorohidrofluoresceina diacetato) 50
UM por 30 min y después de lavarlas con PBS, las células se incubaron con
indometacina (INDO; 325 yM) en ausencia o presencia de cada flavonoide
(QUE, MYR, FIS, KAEM, ISO, MOR, DDQ, TAX), de cada mezcla FLox
generada (QUEox, MYRox, FISox, KAEMox, ISORox, MORox, DDQox y
TAXox). Los flavonoides se adicionaron a las células en un rango de
concentraciones entre 0,001-10 uM. Las "concentraciones" que se evaluaron
en el caso de cada FLox se calcularon en funcion de la cantidad de flavonoide
sometido a oxidacién. Para las concentraciones evaluadas, todos los
tratamientos se diluyeron en tampon de fosfato de sodio (25 mM, pH 7,0).
Después de 40 min de incubacion, se retiraron los sobrenadantes y las células
se lavaron con PBS y se lisaron mediante la adicion de Triton X-100 (0,1%).
Después de 10 minutos, se midi6 la fluorescencia celular de la
diclorofluoresceina (Exagsnm/Ems29nm) utilizando un multilector Synergy 2

(Biotek, Winooski, VT, EE. UU.). La concentracion de proteinas se midio en el

16



lisado celular utilizando el reactivo de Bradford (BioRad, CA, EE. UU.). Para
expresar el estrés oxidativo (EO), se asignd un valor de 100% de EO a las
células tratadas con INDO y corresponde a la diferencia que resulta de restar
la fluorescencia emitida por las células expuestas a PBS (FLrss) de la
fluorescencia emitida por las células tratadas con INDO (FLinoo). Para todas
las demas condiciones tratadas con células, el porcentaje se estimo
multiplicando la siguiente ecuacién por 100: FLexr — FLpss/FLinoo — FLpss.
FLexp corresponde a la fluorescencia emitida por las células tratadas con cada

flavonoide, por cada FLox y por cada BZF aislada.

4.3.3. Determinacion de citotoxicidad y viabilidad celular

4.3.3.1. Reduccion de MTT

La viabilidad celular fue determinada por medio de la reduccién metabdlica
de MTT a formazan, un compuesto de color azul (DOsaonm), Segun protocolo de
Hong et al., (1998) y Zhou et al., (2001). Este método ha sido muy utilizado para
medir supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan producido. Las células son sembradas (1
x 10° células/pocillo) en microplacas de 96 pocillos por 24 h. Después de lavar
con PBS, se afiadieron a cada pocillo 20 uL de 2,5 mg/mL de MTT y 80 uL de
PBS, y las células se incubaron durante 150 min a 37 °C (5% CO2/ 95% aire). Se

descarto el sobrenadante y se afadieron 100 pL de dimetilsulfoxido para disolver
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el formazan. Después de 10 min de incubacién a 37 °C, se midio la absorbancia
a 540 nm (Carrasco-Pozo et al. 2010). La viabilidad celular fue estimada como:
% Viabilidad Celular = (DOgxperimental X 100)/DOcontrol. LOS resultados se expresan
como el porcentaje de reduccion de MTT. Se estim6 una reduccion de MTT del

100 % en las células tratadas con PBS.

4.3.3.2. Liberacion de LDH

Se utiliz6 como marcador de la toxicidad celular la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) hacia el medio extracelular que fue medido utilizando
Cytotox- ONE Homogeneous Membrana Integrity Assay. Este kit permite medir
por fluorescencia (560ex/590em) la liberacién de LDH desde las células con la
membrana dafiada. Por medio de la medicion de LDH se puede estimar el
namero de células no-viables presentes en el cultivo, debido a que la viabilidad
celular se basa en la integridad de la membrana celular. La mediciéon de LDH
liberada al medio se basa en la conversion de resazurin a resofurin, utilizando un
sistema enzimatico. Las células son sembradas (1 x 10° células/pocillo) en
microplacas de 96 pocillos por 24 h. Los resultados se expresan como porcentaje
de LDH filtrado al medio extracelular. Se estimo un valor basal del 15% en células

tratadas con PBS.
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4 AMétodos relacionados con el objetivo especifico 3

Evaluar la presencia (0 ausencia) de las benzofuranonas en las mezclas de
metabolitos que resultan de la oxidacion de cada uno de los ocho flavonoides a

estudiar.

4.4.1 Busqueda, aislamiento e identificacion de benzoil-benzofuranonas

(BZF).

Para investigar la presencia de BZF en las mezclas de metabolitos que
resultan de la oxidacion de los flavonoides en estudio (FLox), se examinaron
cromatogramas HPLC de sus correspondientes FLox para aquellos picos que,
eluyendo en tiempos (tr) antes que su correspondiente flavonoide (todas las BZF
son mas polares) y exhiben un pico caracteristico cuya absorcidn maxima esta
dentro del rango de 286-296 nm. Dicho rango de longitud de onda comprende el
maximo empleado por otros investigadores que identificaron las BZF
correspondiente a la oxidacion de cada uno de los siguientes flavonoides:
quercetina (293 nm), fisetina (286 nm), kaempferol (292 nm), miricetina y morina
(293 nm) (Jungbluth & Ternes, 2000). La fraccion correspondiente al pico
seleccionado se recogié mediante un recolector de fracciones automatizado
(Agilent 1260 Infinity acoplado al HPLC mencionado anteriormente), y para
asegurar su estabilidad quimica, la fraccion eluida se llevd a sequedad
inmediatamente después, utilizando un evaporador rotatorio a 40 °C. Para

asegurar la inocuidad del proceso de secado, se volvié a cromatografiar una
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muestra de la fraccidon ya seca, evaluando su pureza y estabilidad en cuanto a la
conservacion del tr y el area bajo la curva de la presunta BZF, asi como la no
formacion de nuevos picos. Para confirmar la identidad quimica de la molécula
presente en las fracciones reconstituidas asociadas a BZF, estas ultimas se
sometieron a analisis UHPLC-ESI-MS/MS utilizando un sistema Shimadzu
(Kyoto, Japdn) Nexera X2 UHPLC que consta de una bomba LC-30 AD, una
unidad de desgasificacion DGU-20A5R, un muestreador automatico SIL-30 AC,
un horno de columna CTO-20 AC, un moédulo de comunicacion CBM-20A, un
detector de matriz de diodos (DAD) SPD-M20A y un espectrometro de masas de
triple cuadrupolo LCMS-8030. Los datos fueron adquiridos y registrados por
medio del software Shimadzu LabSolutions version 5.51. Los caudales, columna
de HPLC/columna de horno, composicidn/gradiente de fase mévil fueron los
mismos parametros utilizados en 4.2.1 . La interfaz de ionizacién por electrospray
(ESI) se operdé en modo negativo con un voltaje capilar de 4.5 kV, temperatura de
la linea de desolvatacion de 250 °C, temperatura del bloque de calor de 400 °C,
gas de nebulizacién (N) 3,0 L min~t y gas de secado (N2) 15,0 L min-1 y gas de
colision (Ar) 230 kPa. La energia de colision se optimizé para todos los
compuestos a 20 V y la adquisicion de datos se obtuvo en el modo de monitoreo
de un solo ion y en el modo de reaccion multiple. Los valores de m/z a obtener
en nuestros estudios se compararan con los ya reportados para el BZF (en modo
negativo): 301.04, 273.04, 191.00, 153.02 y 135.00 para fisetina (Ramesova et
al., 2015), 317, 289, 207 y 151 para quercetina (Zhou and Sadik, 2000). Los

valores reportados para kaempferol son 301, 273, 257 y 191, y para morina 317,
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273, 207 y 191 (Jungbluth y Ternes, 2000). Dado que, a la fecha, aun no se ha
informado de la formacion de BZF derivada de dideoxiquercetina, isorhamnetina,
y sobre andlisis de espectrometria de masas para la BZF de miricetina, no hay
informacion sobre sus valores m/z. Sin embargo, segun el mecanismo por el cual
los flavonoles que contienen un hidroxilo en el anillo B se convierten en su BZF
correspondiente (RamesSova et al. 2014), se buscdé que los valores de [M—-H] de
dichas BZF sean 16 u.m.a mas altos que los del flavonoide del que proceden, y
gue estos valores vayan acompafiados de la m/z correspondiente a su particular

patrén de fragmentacion.

4 5Métodos relacionados con el objetivo especifico 4

Investigar si la eliminacién experimental de las benzofuranonas desde las
mezclas que las contienen (Obj.3) da como resultado la pérdida total de la

actividad antioxidante observada originalmente en las mismas mezclas.

4.5.1 Obtencion de mezclas FLox libre de BZF mediante sustraccion
guimica y comparacion de su capacidad antioxidante celular con las

mezclas FLox completas.

Para dilucidar la contribucion de BZF al efecto antioxidante de las mezclas
FLox que contienen dicho metabolito (determinado en punto 4.4), se realiz6 una
sustraccion quimica de este metabolito mediante HPLC acoplado al colector de

fracciones descrito anteriormente. Cada FLox se inyectd en el HPLC (mismas
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condiciones descritas en 2.2), y se eluyo el volumen total separados en
fracciones. Los intervalos de tiempos para fraccionamiento de cada FLox se
muestran en la Tabla 1, se consideran los tiempos en base a la capacidad
maxima de los contenedores de fracciones (6 mL) y los peaks detectados dentro

de cada FLox.

Tabla 1. Intervalo de tiempo de las fracciones realizadas para la sustraccion quimica de
cada BZF desde su respectivo FLox

Rango de tiempo en minutos dentro de la corrida cromatografica
donde se fracciona el volumen eluido

Fraccion MYRoXx Qox FISox KAEMox ISOROX MORoOX
1 0-75 0-75 0-75 0-73 0-75 0-65
2 7,7-152 7,7-152 7,7-152 7,5-150 7,7-152 6,7-14,2
3 15,4-19,3 154-229 15,4-22,9 152-22,7 15,4-22,9 144-219
4 19,8-218 23,1-27,2 23,1-27,1 22,9-28,0 23,1-27,3 22,1-29,6
5 22,3-28,6 27,7-28,3 27,6 - 28,3 28,2-31,0 27,5-31,7 29,8-32,5
6 28,8-31,8 28,8-35,8 28,8-35,8 315-325 32,2-32,9 33,0-33,9
7 32,0-39,5 36,0-43,0 36,0-43,5 33,0-40,5 33,4-40,9 34,4-419
8 39,7-47.2 43,2-50,0 43,7-50,0 40,7 -48,2 41,1-450 42,1-47,0
9 47,4 -50,0 48,4 - 50 45,0 -50,0 47,2 -50,0

Con color se destaca la fraccion que contiene a las BZF respectivas a cada FLox

Para formar cada FLox libre de BZF se reunid todo el volumen eluido a
excepcion de la fraccion que contiene la BZF y luego se llevo inmediatamente a
sequedad utilizando un evaporador rotatorio a 40°C. Antes de evaluar la actividad
antioxidante en las células, cada FLox libre de BZF se reconstituy6 en tampon de
fosfato de sodio (25 mM, pH 7,4) y se reinyectd una muestra en el HPLC-DAD
para garantizar que el FLox seco libre de BZF conserva todas las caracteristicas

cromatograficas (en cuanto a numero de peaks y tr) y descartar la presencia de
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BZF en su composicion. Para realizar una adecuada comparacion de los efectos
antioxidantes celulares, por otra parte se colect6 el volumen total eluido ahora sin
descartar el peak correspondiente a la BZF para obtener un FLox completo, que
de igual manera fue secado y se reconstituy6 en tampon de fosfato de sodio (25
mM, pH 7,4) e inmediatamente fue re-cromatografiado para garantizar la
integridad de su composicion. En paralelo, también la fraccién “aislada”, que
corresponde a la BZF, fue llevada a sequedad y luego reconstituida en tampén

fosfato de sodio para ser testeada en células dentro del mismo experimento.

Después de obtener las tres preparaciones, es decir, FLox completos,
FLox libres de BZF y el peak fraccionado que contiene a la BZF, sus capacidades
antioxidantes se evaluaron en células Caco-2 expuestas a ROS, como se
describe en punto 4.3.2. Los tratamientos se adiccionan a las células a la CEso
determinada para cada FLox en el Objetivo 2. Esto se lleva a cabo relacionando
el area obtenida por HPLC de la fracciébn de BZF aislada, con el area de este
peak ahora dentro FLox (cuando el FLox es inyectado en el HPLC a una
concentracion conocida previamente). Luego este peak con la BZF reconstituida
se diluye, en el mismo tampon fosfato, hasta la concentracion requerida para los
experimentos celulares. Las concentraciones de los otros tratamientos (FLox
completo y FLox libre de BZF) se prepararon en base a las mismas diluciones

aplicadas anteriormente para la fraccion de BZF aislada correspondiente.
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4.6 Métodos relacionados con el objetivo especifico 5y 6

Aislar y purificar las benzofuranonas de aquellas mezclas de flavonoides

oxidados en las cuales su presencia haya sido ya establecida (en Obj. 3).

Evaluar en células expuestas a ROS la actividad antioxidante de las
benzofuranonas aisladas en Objetivo 5, estableciendo "indices de amplificacion

antioxidante" y relaciones estructura-actividad.

4.6.1. Curva de calibraciéon para Q-BZF y KAEM-BZF

Luego de obtener la confirmacion por HPLC-ESI-MS/MS de los peaks que
contienen a las BZF derivadas de la oxidacion de quercetina y kaempferol, se
extrajo una preparacion de cada uno de estos peaks por separado, que fue
llevada a sequedad en evaporador rotatorio a 40 °C y fue reconstituida en etanol
para medir su absorbancia mediante un espectrometro a su respectiva Amax
reportada por Jorgensen et al., 1998 y con este valor desprender la concentracién
(mediante ecuacién de Lambert-Beer) de la muestra ya que estos autores
ademas reportan el coeficiente de extincion molar (¢) de ambas BZF en etanol.
Para Q-BZF describen la Amaxen 293 nmy el e en 21900 M-lcmy para KAEM-
BZF Amaxen 296 nmy el e en 19900 M-‘cmt. Luego de obtenida la concentracién
de ambas preparaciones de BZF, se realizan diferentes diluciones entre 1-150
MM para Q-BZF y para KAEM-BZF entre 1-50 yM. Cada una de estas diluciones

fue inyectada al HPLC por separado para obtener el ABC del peak
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correspondiente a la BZF en estudio, se construyé la respectiva curva de
calibracion para ambas BZF. Las curvas de calibracion obtenidas para la Q-BZF

y KAEM-BZF se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Curvas de calibracion para las BZF de quercetina y kaempferol. (A)
corresponde a Q-BZF y (B) corresponde a KAEM-BZF. En la figura se muestran las
ecuaciones correspondientes que relacionan en area bajo la curva (ABC) de los peak
cromatograficos de ambas BZF con la concentracion en unidades M.
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4.6.2 Aislacion de BZF para ensayos celulares y evaluacion de la capacidad

antioxidante y citoprotectora de estos metabolitos aislados.

Mediante un equipo de HPLC a escala semipreparativa, con detector UV-
Visible, se aislaron las BZF de aquellos FLox en los que ya se habia establecido
su presencia (Obj. 3). Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron
esencialmente las mismas que las ya descritas en el Obj. 1 para el HPLC
analitico, excepto por el aumento de tamafio tanto de la columna Kromasil 100-
5-C18 (250 x 10 mm, 5 ym) como del flujo (3.78 mL/min) que fue utilizado. Para
establecer el tr de cada una de las BZF a aislar bajo estas condiciones
cromatograficas, se us6 una muestra del BZF obtenido previamente a través de
la separacion de HPLC analitica (en Obj. 3). Para aislar cantidades adecuadas
de cada BZF, el HPLC semipreparativo se cargd con 2,0 mL cada vez, con
inyecciones repetidas de FLox y se recogieron las fracciones correspondientes a
las BZF, y fueron llevadas a sequedad mediante rotavapor a 40 °C. El sélido seco
obtenido fue reconstituido en tampoén de fosfato de sodio (25 mM, pH 7,0) previo
a su uso en los experimentos contemplados en Obj. 6. Antes de la ejecucion de
tales experimentos, sin embargo, una muestra de cada BZF seca y recién
reconstituida se volvio a inyectar en el HPLC-DAD analitico para cerciorarse de
gue conserva sus caracteristicas cromatograficas originales. Ademas, se

reinyecto durante las dos horas posteriores a su reconstitucion para determinar
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la estabilidad de la BZF aislada en el tampon fosfato de sodio (25 mM, pH 7,4)

utilizado para los ensayos celulares.

Para evaluar la actividad antioxidante de las BZF aisladas, estos
compuestos se disolvieron en el tampon de fosfato de sodio antes referido y
fueron adicionados, en un amplio rango de concentraciones, a células Caco2
expuestas a ROS para evaluar su capacidad antioxidante celular y sus
propiedades citoprotectoras (como se describe en punto 4.3.2'y 4.3.3). En el caso
de las BZF derivadas de miricetina, fisetina, isoramnetina y morina, las
concentraciones ensayadas se estimaron relacionando al area detectada de cada
una de las BZF dentro de sus respectivos FLox (cuando estos son inyectados en
el HPLC a una concentracion conocida) con el area del peak de BZF obtenido
luego de su aislamiento y posterior reconstitucion en tampon fosfato, por ello
estds concentraciones se denominan “concentraciones equivalentes”. En la
Tabla 2 se muestran las areas promedio de cada peak asociado a la BZF dentro
de respectivo FLox cuando este es inyectado a una concentraciéon de 1 mM en

HPLC-DAD.

Tabla 2. Areas promedio detectadas por HPLC-DAD del peack asociado a la BZF dentro
de cada FLox.

MYR-BZF FIS-BZF ISO-BZF | MOR-BZF

Area promedio del peak asociado a
la BZF (detectado a su Amax) dentro
del respectivo FLox cuando se
inyecta esta mezcla a una
concentracion de 1mM en HPLC-
DAD

12000 UA 450 UA 1500 UA 1200 UA
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Por otra parte, Unicamente para el caso de las BZF de quercetina y
kaempferol se calcularon las concentraciones de las BZF mediante una curva de

calibracion antes descrita (Figura 4).

Para determinar la capacidad citoprotectora de las BZF aisladas, se
realizo el ensayo de liberacion de LDH y el de reduccién de MTT descritos en el
punto 4.3.3. En este caso se ensay0 la concentracion efectiva 80 (CEso) para
cada BZF que ha sido obtenida previamente de la evaluacion de la capacidad

antioxidante de estas moléculas aisladas.

A partir de los experimentos de evaluacion de actividad antioxidante, se
determinaron los valores de CEso para cada BZF y se compararon con el CEso
del respectivo FL que la origind. El cociente entre ambos valores de CEso genera
un "indice de amplificacion antioxidantes FL/BZF". Del mismo modo, usando los
valores de CEso para FLox y FL (que se obtienen en Obj. 2), se estimd, para cada
flavonoide, un cociente FL/FLox, que se denomina "indice de amplificacion

antioxidantes FL/FLox".
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4.7Métodos relacionados a experimentos complementarios

4.7.1. Anédlisis por Resonancia Magnética Nuclear de la BZF aislada

derivada de la oxidacion de quercetina (Q-BZF).

Para realizar los andlisis de Resonancia Magnetica Nuclear (RMN) de *H
y 13C, se disolvieron 5 mg de Q-BZF puro en 600 uL de DMSO-ds y se transfirieron
a tubos de RMN de 5 mm. Los datos espectrales de RMN se obtuvieron utilizando
un espectrometro Bruker Avance 400 (Bruker, Rheinstetten, Alemania) (*H a 400
MHz y 13C a 100 MHz). Los espectros se adquirieron a 300 °K, los cambios
quimicos y las constantes de acoplamiento son presentadas en ppm y Hz,
respectivamente, los datos se procesaron utilizando un software TopSpin 3.2.
Cabe destacar que a la Q-BZF fue la Unica BZF que se le pudo hacer analisis de
RMN, ya que tenia un rendimiento de extraccién que permitia generar los mg
requeridos para este analisis con un nimero aceptable de extracciones desde

Qox mediante HPLC semipreparativo.
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4.7.2. Comparacion de la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) por
las BZF derivadas de quercetina (Q-BZF) y kaempferol (KAEM-BZF), y sus

respectivos flavonoides precursores.

La activacion de NF-kB se evalu6 usando un kit ELISA NF-kB p65 (total)
y la extraccion nuclear previa de las células se realizO mediante un kit de
extraccion nuclear. Se incubaron células Caco-2 (2 x 107 células/frasco de cultivo
celular de 75 cm?) por 48 h hasta alcanzar una confluencia del 90%. Las células
fueron tratadas con PBS o indometacina, en ausencia o presencia de Q-BZF,
KAEM-BZF, QUE o KAEM durante 40 min. La cuantificacion de NF-kB p65 se

evalud segun instrucciones del kit midiendo la absorbancia a 450 nm.

4.8 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software Prism V8
(GraphPad Software Inc., EEUU). Los valores representan el promedio de al
menos 3 experimentos independientes. Los datos se analizaron utilizando
analisis de varianza (ANOVA) de una via y como post-test, el test de Tukey
para multiples variables. Todos los datos para los graficos de barra muestran
la media + desviacion estandar. Las diferencias estadisticas se consideraron
significativas para valor p<0,05. Los valores de p se muestran de la siguiente

manera: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

30



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Resultados relacionados con el objetivo especifico 1

5.1.1. Oxidacién de flavonoides

Con el fin de determinar la degradaciéon oxidativa tiempo-dependiente
de los flavonoides Q, MYR, FIS, DDQ, TAX, KAEM, ISO y MOR en medio
alcalino (pH 12), fueron tomadas muestras a diferentes periodos de tiempo
(desde 0 a 1560 min) para luego, ser inmediatamente acidificadas a pH 3,5
(por adiccién de tampdn acetato de sodio) y posteriormente analizadas por
HPLC. La figura 5 representa los perfiles de desaparicion en el transcurso del
tiempo de los ocho flavonoides en estudio. Como se ha dicho anteriormente,
el proceso de oxidacién se lleva a cabo hasta que el FL llega a una
concentracion remanente entre 2 a 4 %, determinada a la Amax especifica de
cada flavonoide, cuando esto ocurre las mezclas de metabolitos obtenidos tras

la oxidacion de un flavonoide se denominan como FLox.

El decaimiento en la concentracion de los flavonoides se monitore6 a
las longitudes de onda donde cada compuesto absorbe su maxima energia:
para miricetina (370 nm), quercetina (370 nm), fisetina (360 nm),
dideoxiquercetina (362 nm), taxifolina (288 nm), kaempferol (368 nm),

isoramnetina (370 nm) y morina (354 nm). Los tiempos de retencion (tr) de los
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flavonoides en la corrida cromatografica utilizada fueron: miricetina (34,8 min),
quercetina (39,1 min), fisetina (34,8 min), dideoxiquercetina (40,7 min),
taxifolina (32,1 min), kaempferol (43,1 min), isoramnetina (43,5 min) y morina

(36,9 min).

% de flavonoide remanente

T T T T T — ! T 1
50 100 150 200 250 300 800 1200 1600

Tiempo / minutos

- Miricetina + Fisetina - Taxifolina -+ |soramnetina
= Quercetina = Dideoxiquercetina -+ Kaempferol ® Morina

Figura 5. Degradacion oxidativa tiempo-dependiente de flavonoides después de
ser sometidos a un medio alcalino (pH 12). Luego de solubilizar inicialmente cada
flavonoide en alcali, las muestras incubadas durante varios periodos entre 0-1560 min
a 25 °C para el caso de miricetina, quercetina, fisetina, dideoxiquercetina, taxifolina e
isoramnetina, y a 40 °C en el caso de kaempferol y morina, se acidificaron e
inmediatamente fueron analizadas por HPLC-DAD a la longitud de onda de absorcién
maxima para cada flavonoide. Los datos se presentan como los porcentajes
remanentes de flavonoide en el tiempo hasta que su concentracion esta entre 2-4%.
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Como se muestra en la figura 5, a 25 °C, miricetina, seguida de
quercetina y fisetina, fueron los tres flavonoides de descomposicibn mas
rapida, ya que desaparecieron por completo después de 4, 13 y 22 min,
respectivamente. Dideoxiquercetina y taxifolina e isoramnetina sufrieron una
descomposicién comparativamente mas lenta total en 60, 90 y 300 min (5 h).
Finalmente, kaempferol y morina necesitaron de un aumento en la temperatura
en el proceso de oxidacion hasta 40 °C, para exhibir una desaparicion total a
240 (4 h) y 1560 (26 h) min, ya que a temperatura ambiente (25 °C) kaemfperol
tardaba méas de 8 horas de oxidacion y morina tardaba mas de 48 horas, lo

cual dificultaba la logistica de los experimentos.

Se presentan amplias diferencias en los tiempos necesarios para oxidar
completamente cada flavonoide y formar el respectivo FLox. Se observé que
los flavonoides de desaparicion mas rapida (MYR, Q, FIS y DDQ) compartian
las siguientes caracteristicas estructurales: grupos hidroxilo en los carbonos 3’
y 4’ del anillo B (grupo catecol), un doble enlace entre C2-C3, un grupo
hidroxilo en C3 y un carbonilo en C4 en el anillo C. Comparativamente, las
moléculas que no exhiben grupos catecoles (es decir, KAEM y MOR)
experimentaron una desaparicion sustancialmente mas lenta. MOR exhibe
grupos hidroxilo en las posiciones 2’ y 4’ del anillo B (grupo resorcinol) y tarda
120 veces mas en oxidarse que Q, apoyando la nocion de que la configuracion
de catecol favorece la velocidad de oxidacién. Se revela la importancia

particular del residuo hidroxilo en la posiciéon 3’ ya que su o-metilacion se
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asocié con un tiempo de oxidacion 20 veces mayor (ISO versus Q). Se
encontré que la presencia de un grupo hidroxilo adicional en la posicién 5’ del
anillo B formando un grupo pirogalol (como en MYR) se traduce en una
desaparicion total sustancialmente mas rapida. Los resultados aqui descritos

estan en concordancia con lo reportado por Atala et al., 2017.

Para iniciar el proceso de oxidaciéon de un flavonoide que posee un
grupo catecol en el anillo B, se elimina un electrén o un atomo de hidrégeno
de uno de sus grupos hidroxilo en este anillo. Este proceso crea un radical
fenoxilo que luego se transforma en un intermedio de o-semiquinona. La
estabilidad de este ultimo tipo de especie se puede atribuir al establecimiento
de enlaces de hidrogeno entre el oxigeno del grupo hidroxilo vecinal y la
especie (lo que podria explicar potencialmente la rapida desaparicién de MYR)
0 a la propagacion de la carga del electron desapareado a través de la
resonancia. a través del anillo C y finalmente al anillo A. La presencia de un
doble enlace entre C2-C3 y un hidroxilo en C3 en el flavonoide parece facilitar
la oxidacion ya que permite la planaridad y la estabilizacién del radical fenoxilo
resonante a través del enlace de hidrogeno con el grupo carbonilo adyacente.
Ademas, permite la formacion de tautomeros de la o-quinona que surgen de la
oxidacion electroquimica del grupo catecol (Atala et al., 2017). De hecho, el
flavonoide taxifolina, que carece de dicho enlace, experimentd una oxidacion
inducida por alcali siete veces mas lenta que la quercetina. Estas

caracteristicas estructurales que determinan la susceptibilidad de un
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flavonoide al ser expuesto a oxidacion, también seran las que determinen el

potencial antioxidante para la eliminacion efectiva de ROS.

Atala et al. (2017) investigaron el impacto de la oxidacion en las
capacidades de eliminaciéon y reduccion de ROS de la quercetina y otros 13
flavonoides estructuralmente similares, utilizando los ensayos ORAC, Folin-
Ciocalteau y Fe-Triazine. Sus hallazgos mostraron que las mezclas de
metabolitos producidas a partir de estas oxidaciones conservaron una parte
significativa de las propiedades antioxidantes de los precursores, en lugar de
perderlas como se esperaba. Este fendmeno se observo independientemente
del método de oxidacién utilizado, ya sea inducido por alcali o mediado por
tirosinasa fungica. Especificamente, las mezclas de oxidacion de nueve de los
14 flavonoides probados, incluidos flavanoles, flavonoles, flavonas vy
flavanonas, exhibieron actividades residuales de eliminacion de ROS
superiores al 70 %, mientras que los 14 flavonoides conservaron mas del 50

% de sus propiedades reductoras originales.

El estudio mencionado no determind la composicion quimica de los
metabolitos en cada mezcla de oxidacion. Sin embargo, los investigadores
creen que el proceso de oxidacion no alteraria significativamente los
componentes estructurales responsables de las propiedades de eliminacion y
reduccion de ROS de los flavonoides. Estos componentes estructurales
pueden incluir grupos fendlicos que pueden estabilizar ROS y reducir el

reactivo de Folin-Ciocalteau o Fe*™. No obstante, otras caracteristicas
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estructurales que podrian promover la estabilizacién de los radicales fenoxi
resultantes, como grupos funcionales que permiten la resonancia y la
deslocalizacion de electrones, también pueden existir en la estructura de los

supuestos metabolitos de oxidacion (Speisky et al., 2022).

Ahora pondremos a prueba a los FLox generados evaluando si tienen
la capacidad de perder, retener o amplificar la actividad antioxidante en

comparacion con las moléculas originales no sometidas a oxidacion.

5.2 Resultados relacionados con el objetivo especifico 2

5.2.1. Comparacién de la capacidad antioxidante celular de las mezclas

FLox versus la de sus respectivos flavonoides de origen

Para continuar con el estudio de la posible retencién en la capacidad
antioxidante celular tras someter a oxidacion a determinados flavonoides, se
comparo la capacidad de las mezclas FLox obtenidas anteriormente frente a
sus flavonoides originales para proteger a células contra el aumento del estrés
oxidativo inducido por el AINE, indometacina. La capacidad antioxidante
celular de MYR, Q, FIS, DDQ, TAX, KAEM, ISO y MOR y sus respectivos FLox
frente al dafio oxidativo inducido por indometacina fue medido en células Caco-

2 (Fig. 6. 7'y 8)
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Figura 6. Comparacion de los efectos antioxidantes de los flavonoides y su respectiva
mezcla obtenida tras la oxidacion completa frente al aumento del estrés oxidativo
intracelular inducido por indometacina a 325 yM: (A) miricetina (MYR) y MYRox. (B)
miricetina (Q) y Qox. (C) fisetina (FIS) y FISox. Los datos se presentan como media
+D.S. *, p<0,05. ** p<0,01. ** p<0,001, respecto a INDO. ANOVA de una via
seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Como se puede observar, el 100% del valor corresponde al aumento
del estrés oxidativo inducido por indometacina a una concentracion de 325 pM.
Todos los flavonoides exhiben efectos protectores en las células en forma de
concentracion-respuesta en rangos de concentracion similares (0,1-10 uM). Se
describen las CEso de los FL y su respectivo FLox, frente al aumento en el tono
oxidativo intracelular inducido por INDO para estandarizar los resultados y para

establecer comparaciones adecuadas entre si.

Cuando cada flavonoide se coincuba por 40 min en células en presencia
de indometacina, se observa una proteccion del 80 % a las siguientes
concentraciones ensayadas por separado: MYR a 2,5 uM (Fig. 6A); Q a 5 uM
(Fig. 6B); FIS a 2,5 uM (Fig 6C); DDQ a 10 uM (Fig 7A); TAX 5 uM (Fig 7B);
KAEM a 5uM (Fig. 8A); ISO a 5 Mm (Fig. 8B); y MOR 7,5 Mm (Fig. 8C). En
ausencia de indometacina, los flavonoides ensayados a su CEso no produjeron

un aumento significativo del estrés oxidativo.

Ahora, cuando se testeo cada FLox en las células expuestas a ROS, se
logré el mismo efecto protector (80%) a una concentracion mucho mas baja
para 6 de los 8 flavonoides, reflejando un incremento en la potencia
antioxidante al oxidar el flavonoide. Este fue el caso de MYRox (Fig. 6A)
ejerciendo el nivel de proteccion descrito a 0,05 yM; Qox a 0,1 uyM (Fig. 6B);
FISox a 0,25 Mm (Fig. 6C); KAEMox a 0,05 uM(Fig. 8A); ISORox a 0,1 uM
(Fig. 8B) y MORox a 0,5 pM(Fig. 8C). Como los FLox son un conjunto de varios

metabolitos, para poder asignar una concentracion de comparacion, se
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estiman concentraciones equivalentes en base a la cantidad

de flavonoide que inicialmente fue expuesto a oxidacion considerando las
diluciones necesarias a partir de él que se realizaron para testear en células.
Por ende, las CEso definidas anteriormente para los FLox corresponden a

concentraciones denominadas como equivalentes.
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Figura 7. Comparacion de los efectos antioxidantes de los flavonoides y su respectiva
mezcla obtenida tras la oxidacién completa frente al aumento del estrés oxidativo
intracelular inducido por indometacina a 325 yM: (A) dideoxiquercetina (DDQ) y
DDQox. (B) taxifolina (TAX) y TAXox. Los datos se presentan como media £ D.S. *, p
< 0,05. **, p <0,01. ** p < 0,001, respecto a INDO. ANOVA de una via seguida de
la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey.
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Por otra parte, los FLox de DDQ y TAX (Fig. 7) no mostraron aumentar
ni retener la capacidad antioxidante exhibida inicialmente por el flavonoide.
DDQox a una concentracion de 10 yM protegié un 50% del dafio oxidativo a
las células, pero al ir disminuyendo en concentraciones hasta 0,1 uM se pierde
totalmente el efecto observado (Fig 7A). TAXox ensayado en células a 5 yM
de concentracion demuestra proteger un 60%, pero al ir decreciendo en
concentracion este efecto no solo se pierde si no se vuelve prooxidante,
aumento el estrés oxidativo ya producido por indometacina (Figura 7B.). Estas
concentraciones de FLox descritas fueron ensayadas en ausencia del inductor
de estrés oxidativo y ninguna de ellas aumento significativamente el nivel de

dano.
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Figura 8. Comparacion de los efectos antioxidantes de los flavonoides y su respectiva
mezcla obtenida tras la oxidacién completa frente al aumento del estrés oxidativo
intracelular inducido por indometacina a 325 pyM: (A) dideoxiquercetina (DDQ) y
DDQox. (B) taxifolina (TAX) y TAXox. Los datos se presentan como media £ D.S. *, p
< 0,05. **, p <0,01. ** p < 0,001, respecto a INDO. ANOVA de una via seguida de
la prueba de comparaciones mdltiples de Tukey.
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Entendemos al estrés oxidativo como “un desequilibrio entre oxidantes
y antioxidantes a favor de los oxidantes, que conduce a una interrupcion de la
senalizacion y el control redox y/o dafo molecular” (Sies et al., 2020).
Biologicamente como tal, no es posible cuantificarlo, pero como un enfoque
experimental para estimar indirectamente un cambio en el desequilibrio a favor
de los oxidantes, se ha utilizado aqui el incremento en la fluorescencia que
resulta de la oxidacion intracelular de la sonda diclorodihidrofluoresceina
reactiva a ROS. Ha sido descrito que un aumento en la oxidacion de la
diclorodihidrofluoresceina puede interpretarse como un indicador de estrés

oxidativo (Chen et al., 2010).

Segun lo informado por Carrasco-Pozo et al. en 2011 y Sandoval-Acuiia
et al. en 2012, se cree que los AINE causan dafio a las células del epitelio
gastrointestinal al inducir disfuncion mitocondrial. Esta disfuncion incluye la
inhibicion de los complejos mitocondriales | y Ill, desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, reduccion del consumo de oxigeno y disminucion del
ATP intracelular. El dafio celular resultante esta altamente correlacionado con

la generacion significativa de ROS, como afirman Tomita et al. en 2014.

Los resultados descritos en este punto demuestran que para ciertos
flavonoides el proceso de oxidacion resulta favorecedor en cuanto a su
capacidad antioxidante, y para otros, la degradacion oxidativa merma dicha
capacidad. Interesantemente para los FLox que exhiben una eficacia

antioxidante en algun determinado rango de concentraciones equivalentes
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como MYRox, Qox, FISox, KAEMox, ISORox, MORox, dicha eficacia
comienza a decaer a concentraciones equivalentes superiores, e incluso en
algunos casos (MYRox, Qox, KAEMox) se llega a sobrepasar el nivel de estrés
oxidativo inducido por indometacina. Este comportamiento bifasico que
ejercen los FLox se conoce como parahormesis (Forman et al., 2014), y podria
interpretarse como un indicio de que dentro de su composicion se incluirian,
uno o mas moléculas que, en un rango bajo de concentraciones, son capaces
de desencadenar efectos antioxidantes, pero que mas alla de las
concentraciones en las que FLox producen sus efectos antioxidantes
maximos, tales moléculas comenzarian a comportarse como pro-oxidantes.
Esto estara en estrecha relacion con los metabolitos (y su proporcion) que se
produzcan dentro de cada mezcla FLox y ademas de como estos nuevos
compuestos generados son capaces de reaccionar frente a una situacion de

estrés oxidativo inducido en células.

Dado los antecedentes respecto a la notable retencion e incluso
amplificacion de la capacidad antioxidante por parte del metabolito tipo
benzofuranona obtenido tras la oxidacion de quercetina descrito en Fuentes et
al., 2017), este trabajo se centra en la blusqueda de este tipo de metabolito
obtenido tras degradacion oxidativa de los ocho flavonoides en las condiciones

aqui precisadas en el punto 5.1.
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5.3 Resultados relacionados con el objetivo especifico 3

5.3.1. Busqueda, aislamiento e identificacion de las BZF

Una muestra de cada uno de los ocho FLox en estudio se sometio a
analisis por HPLC-DAD para buscar la presencia del derivado BZF en su
composicién. Son necesarios dos requisitos que debe cumplir los peaks
candidatos a contener a la BZF: el peak debe tener correspondencia con el
rango de longitud de onda reportado para las BZF, que es de 288-298 nm, y
una forma caracteristica de su espectro de absorcion (Jungbluth & Ternes,
2000). En la figura 6 se muestran los 6 cromatogramas y en cada uno de ellos
se indica el peak que tuvo las caracteristicas de la respectiva BZF (|). Cada
cromatograma tiene un inserto que refleja el espectro de absorcién de ese

peak.

En el caso de MYRox (Fig. 9A), el peak putativo a contener la BZF eluye
a un tiempo de retencién (tr) de 20,6 min y tiene como maximo de absorcion
(Amax) 298 nm. Para Qox (Fig. 9B) el peak que contiene la BZF eluye a un trde
27,8 min y su Amax €s 294 nm. En FISox (Fig. 9C) el peak candidato eluye tr
27,9 min y su Amax €S 294 nm. El tr del peak candidato a ser la BZF en KAEMox
(Fig. 9D) eluye a 31,9 min y su Amax €s 294 nm, en ISORox (Fig. 9E) este peak
eluye a los 32,5 min y su Amax €s 294 nm. Finalmente, en MORox (Fig. 9F) en

peak putativo a poseer la BZF eluye en tr 33,5 min.
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Figura. 9. Cromatogramas resultantes del analisis HPLC-DAD de mezcla
oxidativa de flavonoides (FLox): (A) MYRox, (B) Qox, (C) FISox, (D) KAEMox, (E)
ISORox; (F) MORox. En cada cromatograma se indica el lugar de elucion del peak
que contiene el BZF y se presenta un inserto con el espectro de absorcion UV del
peak asociado a la respectiva BZF.
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y su Amax €S 294 nm. El espectro de absorcion de estos peaks
anteriormente descritos coinciden con los espectros reportados para las BZF
derivadas de miricetina, quercetina, fisetina, kaemfperol y morina (Jungblunt &
Ternes, 2000). Ademas, Amax del peak candidato a contener la BZF de
quercetina y kaemfperol coincide con lo anteriormente descrito para estas 2

BZF aisladas (Jgrgensen et al., 1998).

La Figura 10 muestra los cromatogramas HPLC-DAD de las mezclas
TAXox y DDQox. En el caso de TAXox (Fig 8A), ninguno de los 6 peaks
sefalados en el cromatograma respectivo corresponde en forma del espectro
de absorcion ni en maximo de longitud de onda a una BZF (tr1 23,6 min; tr2

25,7 min; tr3 26,2 min; tr4 27,1 min; tr5 30,1 min; tr6 31,5 min).

Al no encontrar un candidato consistente con el metabolito tipo BZF La
oxidacion electroquimica de taxifolina bajo atmdsfera inerte de argén no
mostré la formacion de un derivado de benzofuranona, ya que las propiedades
redox se ven afectadas por su estructura especifica, que no permite la
deslocalizacion de electrones a través de toda la estructura del flavonoide
(Kocabova et al., 2016). La oxidacion electroquimica de la taxifolina dio lugar
a la formacion de derivados de quinona y la posterior hidroxilacion de estos
derivados (ANEXO 1), genero compuestos llamados de estructura abierta (por
la ruptura del nucleo flavan) como lo son el acido 2,4,6-trihidroxifenil
oxoacetico, 3,4-dihidroxibenzaldehido, acido 2,4,6-trihidroxibenzoico, entre

otros (Sokolova et al., 2016). Otro antecedente publicado recientemente,
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Figura 10. Cromatogramas resultantes del andlisis HPLC-DAD de mezcla oxidativa
de flavonoides (FLox): (A) TAXox, (B) DDQox. En cada cromatograma se muestran
los espectros de absorcion de cada peak que estan en la zona de elucién de la
benzofuranona.



describe que TAX produce dos peaks de oxidacion electroquimica analizados
mediante voltagramas, el primero se atribuye a la formacion del intermedio o-
quinona y el segundo peak de oxidacion se asigha a la oxidacion del resto
resorcinol del anillo A, esto ultimo fue desprendido de la comparacion de los
peaks de oxidacion entre TAX y Q (Hefmankova et al., 2019). Dado los
antecedentes anteriormente descritos en otras metodologias de oxidacién y
sumado a que taxifolina no cumple con los requerimientos propuestos en la
hipétesis de este trabajo para formar una BZF tras ser sometido a oxidacion
(no posee un doble enlace entre C2-C3) se descarta la formacién de la BZF
derivada de este flavonoide en las condiciones aqui ensayadas, ademas la
capacidad antioxidante de TAX oxidada no muestra un indicio que haga pensar

gue se forma un metabolito capaz de retener o amplificar dicha capacidad.

Por otra, parte al analizar el cromatograma de DDQox (Fig. 10B), se
observa que de los 3 peaks (tr1 29,3 min; tr2 37,1 min; trs 38,4 min) que
podrian contener a la BZF ninguno cumple con los requerimientos antes
descritos de forma y maximo del espectro de absorciéon de una BZF. No hay
antecedentes sobre el proceso de oxidacion de DDQ ni sobre la formacion del
correspondiente derivado BZF de este flavonoide. Dado que, segun lo
planteado en la hipotesis de esta tesis, DDQ tras ser sometida a oxidacion
deberia formar su respectiva BZF, los tres peaks generados tras la oxidacion
de dicho FL que se describen anteriormente, de todos modos, se someteran a

analisis por espectrometria de masas para elucidar certeramente si se
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encuentra o no este metabolito en la mezcla DDQox.

Se sometio a anlisis a través de HPLC-DAD-ESI-MS/MS a todos los
peaks presentes en los FLox estudiados que segun analisis de HPLC-DAD son
candidatos putativos a contener a las BZF derivadas de miricetina, quercetina,
fisetina, kaempferol, isoramnetina y morina; con el fin de determinar la
presencia de una estructura quimica que atribuible a una BZF. Para ello a
través del HPLC acoplado a un colector de fracciones automatizado se aislaron
los peaks correspondientes, se secaron mediante evaporador rotario a 40 °C
y luego se reconstituyeron en la misma composicion de fase mévil del tiempo
en el que eluyen para ser inyectados al HPLC-DAD-ESI-MS/MS. La budsqueda
de las BZF se realiz6 en modo negativo, ya que es como ha sido reportado el
hallazgo de la BZF para otros FL como quercetina, miricetina, fisetina,
kaempferol, morina, ramnazina y ramnetina (Jgrgensen et al., 1998; Jungblunt
y Ternes., 2000; Zhou y Sadik, 2008; RamesSova et al., 2014; RameSova et al.,

2015; RameSova et al., 2017).

El valor de m/z que fue buscado para cada BZF corresponde a 16
unidades mas que su peso molecular, ya que el FL en el proceso de oxidacion
sufre una pérdida de 2 atomos de hidrogeno y una subsiguiente incorporacion
de una molécula de agua, en base a lo hallado para Q-BZF en Fuentes et al.,

2017.

Se realiz6 una primera inyeccion en modo SCAN (sin fragmentar) que

permitio conocer todos los valores de m/z presentes en la fraccion y entrega el
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valor de m/z correspondiente al ion padre [M-H]. Luego de una segunda
inyeccion en modo Product lon Scan (PIS), se realiz6 la fragmentacion del ion
padre, donde se obtuvieron los fragmentos generados para este ion. Para
finalizar una tercera inyeccion de validacion en modo Multiple Reaction (MRM),
asociando este ion molecular [M-H]" con cada uno de los fragmentos
encontrados, esto se hizo para confirmar que la condicién particular de cada
m/z de [M-H]y su fragmento, se corresponde con el tiempo de retencion. Estos

cromatogramas se muestran en el ANEXO II.

Para el peak de tr 20,6 min aislado desde MYRox se encuentra el valor
de m/z de [M-H] es 333,1, que fue lo esperado segun el peso molecular de
miricetina (318 g/mol). Anteriormente se habia reportado la formacion de la
BZF de este FL, pero no se logré aislar (debido a su gran inestabilidad) para
analizarla por espectrometria de masas (Jungblunt y Ternes, 2000). Los

fragmentos detectados desde el i6n molecular 333,1 son 125,0/190,9.

El valor m/z de [M-H] del peak candidato a contener la BZF de
quercetina desde Qox (eluyendo a tr 27,8 min) fue 317,0; y los valores m/z de
los fragmentos mayoritarios de este peak fueron 163,1/191,0, ambos
fragmentos coinciden con lo reportado para el ibn molecular 317 de la BZF de

quercetina (Zhou y Sadik, 2008).

Para el peak candidato aislado desde FISox (tr 27,9 min), se obtiene
que el valor de m/z para [M-H] es de 301.0, que corresponde a lo reportado

previamente, ademas para los fragmentos encontrados, dos de ellos (m/z
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190,9 y 135,2) también han sido reportados como pertenecientes a la FIS-BZF

(Jungblunt y Ternes, 2000; RamesSova et al., 2015).

El peak putativo (tr 31,9 min) aislado desde KAEMox tuvo un valor m/z
para el [M-H] de 301,1, que es el mismo reportado para la KAEM-BZF
(Jungblunt y Ternes, 2000). Los fragmentos encontrados para este ion
molecular fueron: 245,1/273,1/151,1/206,9, coincidiendo el 273,1 con lo

reportado por Jungblunt y Ternes, 2000.

En ISORox para el peak eluido a tr 32,5 min fue encontrado un valor
m/z del i6n [M-H] de 331,1 y como fragmentos de él los m/z:
303,1/275,1/207,0/123,0. A la fecha en literatura, no hay reportes de formacién
ni identificacién de la benzofuranona proveniente del flavonoide isoramnetina
para comparar. Sin embargo, el valor del idbn molecular es el esperado segun
el peso molecular del flavonoide de origen y el fragmento de valor 207 se repite
en las fragmentaciones de las BZF de kaempferol y morina, encontradndose un
fragmento para estas BZF. Es la primera vez que se reporta el hallazgo de este

compuesto tras la oxidacion del respectivo flavonoide.

Para el FLox de MOR (MORox) el m/z encontrado para [M-H] a los
33,5 min de elucién corresponde a un valor de 317,0 con fragmentos de
207,1/190,9/163,1/153,0. De estos fragmentos, los dos descritos primero se
condicen con los que ya han sido reportados en literatura para la BZF derivada

de morina (Jungblunt y Ternes, 2000).

De esta manera se establece la presencia e identidad de las BZF
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generadas tras la oxidacion en medio alcalino de miricetina, quercetina,

fisetina, kaempferol, isoramnetina y morina.

Por ultimo, el analisis de los 3 peaks provenientes de DDQox revel6 que
ninguno de ellos posee una molécula consistente con la BZF de derivada de
dideoxiquercetina. El peak de tr 29,1 min tiene un valor de m/z del [M-H] de
259,0. El peak de tr 37,1 min tiene un valor de m/z del [M-H] de 275,0 y el
peak de tr 38,5 min tiene un valor de m/z del [M-H] de 409,1. El valor m/z del
i6n molecular buscado para esta BZF es 285 y ningun peak cumple con este
requisito, por ende, se descarta la formacion de la BZF de DDQ en estas
condiciones experimentales. Un reciente reporte aporta evidencia sobre los
efectos de la hidroxilacion del anillo A, que esta ausente en DDQ. Se sintetiza
un derivado de la molécula de quercetina que tiene bloqueados los hidroxilos
de la posicion 5y 7 del anillo A, tras someter a oxidacion electroquimica este
derivado, no se evidencia la formacion de BZF (Hefmankova et al., 2019). Sin
embargo, bajo otras condiciones de oxidacion, como lo son pH 2 y en
presencia de &cido nitroso (condiciones que asemejan lo que ocurre en la
cavidad oral tras la ingesta en conjunto de alimentos ricos en nitritos y
alimentos ricos en flavonoles), se ha evidenciado la conversion de 7-O-3-D-
glucopirandsido de quercetina en su respectiva Q-BZF glucosilada,
demostrando que a pesar de tener unido un glucosido al grupo hidroxilo en
posicion 7 del anillo A de quercetina no es impedimento para, tras la oxidacion,

formar el correspondiente derivado BZF que ademas mantiene el glucosido

53



unido a su estructura (Morina et al., 2015). Esto lleva a replantear el papel que
juegan dichos hidroxilos en el anillo A, que hasta ahora creiamos sin influencia
sobre la formacion de BZF tras someter a oxidacion a determinados

flavonoides.

La oxidaciéon de la quercetina, flavonoide el cual este proceso ha sido
ampliamente investigado desde un punto de vista quimico y comprende
estudios en los que su oxidacibn ha sido inducida quimicamente
(Krishnamachari et al., 2002; Makris et al., 2002; Zenkevich et al., 2007; Gulsen
et al., 2007), electroquimicamente (Jgrgensen et al., 1998; Bret et al., 2003;
Sokolova et al., 2012) y enziméaticamente (Zhou y Sadik, 2000; Makris et al.,
2002; Kubo et al., 2004). Se ha informado que, independientemente del modo
experimental utilizado para inducir su oxidacion, siempre se forma un conjunto
esencialmente similar de metabolitos (Zhou y Sadik, 2008). Estos metabolitos
formados comprenden: &cido protocatecuico e isbmeros, acido 2,4,6-trihidroxi-
benzoico, &cido  2-oxo-2-(2,4,6-trihidroxifenilacetico, acido  2-((3,4-
dihidroxibenzoil)oxi)-4,6-dihidroxibenzoico, quecertina y sus isémeros, entre

otros.

En 2017, Fuentes et al., propusieron un mecanismo para la conversion
de Q a Q-BZF. Sugieren que la oxidacion de dos electrones de Q crea un
intermedio p-quinona-metido que, tras la protonacion, se transforma en un
cation flavilio. Luego, este cation sufre una rapida hidratacion, lo que resulta

en la formacién de 2,5,7,3',4'-pentahidroxi-3,4-flavandiona. Después de un
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equilibrio tautomeérico, se produce un intermedio de 2,3,4-chalcantriona, que
finalmente se convierte en un metabolito polar identificado como 2-(3,4-

dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxi-3(2H)-benzofuranona, o Q-BZF (Fig. 11).

benzofuranona chalcantriona flavandiona

Figura 11. Secuencia de estructuras quimicas y reacciones propuestas que estan
involucradas en la conversiéon oxidativa de quercetina a Q-BZF (extraido de Fuentes
et al., 2017).

Se ha informado que varios otros flavonoides estructuralmente
relacionados a quercetina pueden sufrir oxidacion quimica y/o electroquimica
gue conduce a la formacion de metabolitos cuyas estructuras son comparables
a las de Q-BZF. Ejemplos de estos ultimos flavonoides son kaempferol
(Jargensen et al., 1998; Jungbluth y Ternes, 2000), morina y miricetina
(Jungbluth y Ternes, 2000), fisetina (Jungbluth y Ternes, 2000; Ramesova et
al., 2014; Sokolova et al., 2016), ramnazina (Ramesova et al., 2014) y

ramnetina (Ramesova et al.,, 2017). La formacion de los derivados de 2-
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(benzoil)-2-hidroxi-3(2H)-benzofuranona (BZF) correspondientes a cada uno
de los seis flavonoides mencionados anteriormente requiere que se forme un
intermedio quinona metido, sigue un camino comparable al del Q-BZF (Fig.
13), y conduce a la formacion de una serie de BZF donde solo se cambia el
anillo C del flavonoide original (Jgrgensen et al.,1998; Ramesova et al., 2017).
Segun estos estudios anteriormente descritos y los resultados de la
identificacion por espectrometria de masas de las BZF en este trabajo, desde
el punto de vista de los requisitos estructurales, la formacion de dicho BZF se
limita al tipo de flavonoide flavonol y parece exigir que, ademas de un
sustituyente hidroxi en C3, un doble enlace en C2-C3y un carbonilo en C4 (es
decir, las caracteristicas basicas de cualquier flavonol), el flavonol posee al
menos un grupo hidroxilo en su anillo Ay B (Jgrgensen et al., 1998, Ramesova
et al., 2015; Hermankova et al., 2019). Cabe destacar que en ninguno de estos
estudios donde se describe la formacion de la BZF derivada tras la oxidacion
de flavonoides anélogos a quercetina se discuten ni ensayan las implicaciones
biolégicas en alguna bioactividad por parte de las BZF u otros metabolitos

generados tras el proceso de oxidacion de estos flavonoides.
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5.4 Resultados relacionados con el objetivo especifico 4

5.4.1. Obtencion de mezclas FLox libre de BZF mediante sustraccion
quimica y comparacion de su capacidad antioxidante celular con las

mezclas FLox completas.

Para dilucidar la contribucion de las BZF identificadas a la capacidad
antioxidante de las mezclas generadas tras la oxidacion de flavonoides (FLox)
qgue las contienen (MYRox, Qox, FISox, KAEMox, ISORox y MORoX), se
realizd una remocién experimental de cada BZF de dichas mezclas mediante
HPLC acoplado a un colector de fracciones. Se recogieron todos los picos que
eluyeron en la cromatografia, excepto el pico identificado como BZF
(determinado en el punto 5.3.1), generando dos fracciones, FLox libre de BZF
y BZF aislado. A continuacion, ambas fracciones se secaron y se
reconstituyeron en PBS para ensayos celulares posteriores. Ademas, se
recolect6 la corrida cromatografica completa que posteriormente se llevo a
sequedad y se reconstituyd en PBS para evaluar la capacidad antioxidante del
FLox completo en las mismas condiciones. Antes de medir su capacidad
antioxidante, cada FLox, FLox libre de BZF y BZF aislado fueron
recromatografiados hasta comprobar si conservaban en gran medida sus
caracteristicas iniciales, tal era el caso como se muestra en los cromatogramas

de la Figura 12.
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Figura 12. Cromatogramas HPLC-DAD de las mezclas de oxidacion de FLox
cuando se elimina la BZF de su composicion (FLox libre de BZF) y, en el lado
derecho se presenta el cromatograma de la respectiva BZF aislada. (A) MYRox
libre de BZF y MYR-BZF; (B) Qox libre de BZF y Q-BZF; (C) FISox libre de BZF y FIS-
BZF; (D) KAEMox libre de BZF y KAEM-BZF; (E) ISORox libre de BZF y ISO-BZF; (F)
MORox libre de BZF y MOR-BZF.
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Desde las seis mezclas FLox fue posible obtener una mezcla libre de su
correspondiente benzofuranona los cromatogramas se muestran en la figura
10. Estas nuevas mezclas formadas, junto con el FLox total y la fraccion de
BZF aislada, fueron ensayadas en células Caco-2 expuestas a ROS (Figura
13) en las concentraciones relativas a las que el FLox ya ha demostrado ser
eficaz para proteger frente al 80% del dafio causado por la indometacina,

resultados descritos en el apartado 5.2.1.

En la Fig.13A se muestra que MYRox y MYR-BZF protegieron del 80%
del dano oxidativo celular a una concentracion de 0,05 uM (expresado en
equivalentes de miricetina). Sin embargo, cuando se probé MYRox libre BZF
a la misma concentracion descrita, esta mezcla no exhibié capacidad

antioxidante alguna.

Qox y Q-BZF (Figura 13B) protegen a las células expuestas a ROS a
una concentracién equivalente de 0,1 uM, mientras que al ensayar Qox libre
de su BZF a 0,1 yM se pierde por completo la proteccion frente al dano
oxidativo ocasionada por indometacina. Como para esta BZF se puede obtener
la concentracion real segun la curva de calibracion, se presenta a continuacion

los calculos realizados para obtener dicha concentracion:
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Figura 13. Comparacion de la capacidad antioxidante de las mezclas de
oxidacion FLox cuando se elimina quimicamente de su composicion el peak
asociado a la benzofuranona (BZF). La figura muestra la capacidad antioxidante
gue presenta cada mezcla de oxidacion, cada mezcla después de restar el BZF
(MYRox, Qox, Fisox, KAEMox, ISORox y MORox BZF-free) y el peak que contiene
cada BZF aislada. Estas condiciones se probaron a la misma concentracion
equivalente a la que la mezcla de oxidacién protege a las células Caco-2 tratadas con
indometacina del 80% del aumento del estrés oxidativo. Los datos se presentan como
media £ D.S. *, p <0,05. **, p<0,01. *** p < 0,001, respecto a INDO. ANOVA de una
via seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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En Qox 1mM hay 25000 U.A.de BZF de quercetina (A 294nm)
que equivalen a 467,9 uM segun curva de calibracion.
Entonces cuando se evalia Qox 0,1 uM corresponde
a4,7 %1072 uM de Q — BZF

Entonces, al contrastar con la Figura 14A, se puede observar que a las
concentraciones reales de 0,01 uM y 0,05 uM de Q-BZF aislada (rango que se
encuentra la concentracion de Q-BZF presente en Qox 0,1 uM), este
compuesto exhibe una proteccién del 80% contra el dafio oxidativo inducido

por INDO, validando de esta manera los resultados obtenidos en este punto.

A una concentracion de 0,25 yM (equivalentes de fisetina) de FISox y
FIS-BZF (Figura 13C), también mostraron el nivel de proteccién descrito
anteriormente. Asimismo, cuando se probd FISox libre de BZF, este ultimo

perdi6é en gran medida los efectos observados en FISox.

En el caso de KAEMox y KAEM-BZF (Figura 13D) protegen a las células
en el nivel descrito con anterioridad a una concentracion 0,05 uM (expresada
en equivalentes de kaempferol oxidado), mientras que cuando a KAEMox se
le remueve de su composicién a la BZF (originando KAEMox libre de BZF), el
efecto protector se anula por completo. De igual manera que para Q-BZF, con
la BZF derivada de kaempferol se puede obtener una concentracion real de
este metabolito en KAEMox mediante su respectiva curva de calibracion. La

deduccion se detalla a continuacion:
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En KAEMox 1mM hay 1300 U.A.de BZF de kaempferol (A 294nm)
que equivalen a 23,97 uM segun curva de calibracion.
Entonces cuando se evalia KAEMox 0,05 uM corresponde
al1,2x10"3 uM de KAEM — BZF

Al contrastar los efectos protectores del dafio oxidativo de esta
concentracion de KAEM-BZF en KAEMox versus dicha BZF aislada (Figura
13B) se observa que en el caso de la BZF aislada una concentracion de 0,001
MM exhibe una disminucion del 80% de dafio asociado a la exposicion del AINE

indometacina, validando de esta manera este resultado.

Con ISORox y ISO-BZF (Figura 13E) a una concentracién equivalente
de 0,1 uM se observa proteccion del 80% del dano celular, y de igual manera
con lo descrito para los otros FLox, cuando se remueve el peak de la BZF de
ISOROX, esta mezcla generada no es capaz de ejercer proteccion en ningun

nivel a las células tratadas.

Por ultimo, para el caso de MORox y MOR-BZF, cuando se prueban en
células expuestas a ROS a una concentracion de 0.5 pM (equivalentes de
morina), se previene el 80% del dafio causado por indometacina (Figura 13F).
Como respaldo a los hallazgos informados anteriormente, no se observa

proteccion cuando se prueba MORox libre de su respectiva BZF.

Estos datos demuestran que la capacidad antioxidante de aquellas
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mezclas FLox, que demostraron ser capaces de inhibir el estrés oxidativo
celular, ya no se observa cuando las mezclas han sido desprovistas
experimentalmente de su correspondiente BZF. Todos los FLox, sus
fracciones libres de BZF y BZF aisladas cuando se probaron en células en
ausencia del agente generador de dafio oxidativo no mostraron ningun
aumento significativo en el estrés oxidativo intracelular por si mismos. Estos
resultados muestran que las BZF serias las Unicas responsables de la
retencion y, lo que es mas importante, de la amplificacion del efecto
antioxidante protector en las mezclas de metabolitos generados tras la
oxidacion en medio alcalino de MYR, Q, FIS, KAEM, ISO y MOR evaluadas en

su respectiva CEso.

Al suponer las graficas de los efectos antioxidantes tanto de los FLox
como de su correspondiente BZF (ANEXO l11) se puede observar que para el
caso de los FLox la ventana de efectos antioxidantes cercanos al 80% de
proteccién es mas corta que en el caso de las BZF. Las BZF aisladas exhiben
un mayor rango de proteccion frente al dafio oxidativo inducido por INDO.
Eventualmente la menor retencion de estos efectos antioxidantes por los FLox
se podria deber a que en su composicidn se encuentran otros metabolitos
generados tras el proceso de oxidacion, que podrian ejercer un efecto pro-
oxidante contrarrestando mas “rapidamente” el efecto protector. Esto ultimo en
concordancia con el concepto de estrés oxidativo intracelular que hemos

definido como un fino balance estrés especie oxidantes y antioxidantes. Tanto
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FLox como las BZF aisladas muestran tener una respuesta de hormesis frente
a la proteccién contra el dafo inducido por indometacina, este concepto sera

ahondado mas adelante.

Al buscar informacion sobre las consecuencias asociadas al proceso de
oxidacion de flavonoides, se encuentra que un numero muy limitado de
estudios ha abordado las implicaciones que tiene la oxidacién de la quercetina

en sus propiedades antioxidantes.

En otros estudios, incluso algunos de los intermediarios electrofilicos
formados durante la oxidacion de la quercetina han sido implicados en la
mutagenicidad y citotoxicidad reportada para este flavonoide in vitro
(Metodiewa et al., 1999; Galati et al., 2002; Kessler et al., 2003) e in vivo (Choi
et al., 2003). Pero en contraste, a esta informacion Harwood et al. (2007) ha
revisado que la significancia biologica actual estos efectos toxicos es

altamente debatible y falta evidencia in vivo robusta.

Desde un punto de vista estructural, la conversién oxidativa de la
quercetina en su Q-BZF no afecta los anillos A y B del flavonoide, pero cambia
drasticamente el anillo C, ya que su anillo de pirano de seis atomos se
convierte en un anillo de furano de cinco atomos. Teniendo en cuenta los tres
criterios de Bors para una actividad optima (Bors et al., 1990), se esperaria
que la capacidad de captacion de radicales libres del Q-BZF fuera
significativamente menor que la de la quercetina por el solo hecho de que su

estructura carece del doble enlace C2-C3, necesarios para la estabilizacion
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radical. Basado en esto Uultimo, parece razonable suponer que una
consecuencia ultima de la oxidacion de la quercetina seria la pérdida relativa
de su potencia original de captacion de radicales libres. Sin embargo,
basandose en los resultados descritos hasta ahora en esta tesis y en los
estudios anteriormente mencionados de Atala et al. (2017), en el que se
demostré que la oxidacion de varios flavonoides da como resultado mezclas
de metabolitos que, en lugar de perder, retienen en gran medida las
propiedades de eliminacion de ROS de los flavonoides no oxidados, tal

suposicion necesitaba ser revisada.

Como los peaks aislados que contienen a las BZF de MYR, Q, FIS,
KAEM, ISO y MOR demuestran ser los Unicos responsables de la amplificacion
en la capacidad antioxidante exhibida por las mezclas FLox originadas tras la
oxidacién de los flavonoides antes descritos, se precisa conocer el rango de

accion de estas BZF en el sistema celular antes referido.
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5.5. Resultados relacionados con el objetivo especifico 5y 6

5.5.1. Aislamiento de las BZF para ensayos celulares y evaluacion de su

capacidad antioxidante

Habiendo establecido que las mayores propiedades antioxidantes de
cada FLox surgen de y dependen totalmente de la presencia de BZF en su
composicién, se investigo la posible concentracién-dependencia de los efectos
antioxidantes de las BZF aisladas desde sus respectivos FLox determinadas

en el objetivo 3.

Para el caso de las BZF de quercetina y kaempferol, como se dispone
del coeficiente de extincion molar de estos compuestos en etanol, fue posible
realizar una curva de calibracién que permitié establecer las concentraciones
reales de estas dos moléculas en los ensayos celulares. Se aisl6 una fraccién
de cada BZF por HPLC-DAD, se llevé a sequedad, se reconstituyo en etanol y
se midié su absorbancia en espectrofotobmetro. Luego con el coeficiente de
extincion molar se determina la concentracion de esta fraccion aislada. Con
estas muestras, se forman diluciones entre concentracién 1 -150 uyM para Q-
BZF y entre 1-50 uM para KAEM-BZF para luego inyectar estas diluciones al
HPLC y obtener sus respectivas areas para obtener las curvas de calibracion
respectivas. Para las demas BZF (MYR-BZF, FIS-BZF, ISO-BZF y MOR-BZF)

las concentraciones ensayadas se calcularon en base al area bajo la curva de
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estos peak en el cromatograma del respectivo FLox, por ello se denominan

concentraciones equivalentes (mismo caso con FLoX).

Luego de aislar cada una de las BZF, fueron llevadas a sequedad para
ser reconstituidas en tampodn fosfato de sodio apto para el ensayo celular. Pero
antes de exponer a las células a la interaccion con estas moléculas, se
determind la estabilidad de las BZF aisladas en buffer por 2 horas mediante
analisis por HPLC-DAD, durante este tiempo estds moléculas estan en
contacto con las células. Los resultados se muestran en la Tabla 3. La BZF
gue se preserva mas durante las dos horas de analisis fue ISO-BZF con un
85,30 % de concentracién remanente y las BZF que mas se degradd durante
estas 2 horas fue MYR-BZF encontrdndose un 67,7% de su concentracion.
Con estos datos, se decide realizar los experimentos celulares
inmediatamente luego de aislar estas moléculas y reconstituirlas en tampon
fosfato de sodio para minimizar lo mas posible la degradacion de estas

moléculas en solucién.
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Tabla 3. Concentraciones remanentes de las BZF aisladas reconstituidas en PBS

obtenidas mediante HPLC-DAD tras 1 y 2 horas de analisis.

Benzoil-benzofuranonas
(BZF)

MYR-BZF

Q-BZF

FIS-BZF

KAEM-BZF

ISO-BZF

MOR-BZF

% de concentracion
remanente tras 1 h de
reconstitucion en PBS

85,3 %

89,2 %

87.4%

93,6 %

93,7 %

83,7%

% de concentracion
remanente tras 2 h de
reconstitucion en PBS

67,7 %

81,9 %

77,6 %

83,5 %

85,4 %

75,8 %

70



120+

100 = 1

O a W aBzF

804

60—

40

ESTRES OXIDATIVO
% de incremento respecto al control

20+

0=

1
INDO 10% b " . 107 25407 54407

INDO

325 pM + - - + + +* + + +* + + + +*

100 e

[ KAem [l KAEM-BZ
80—
60

40+

204

ESTRES OXIDATIVO
% de incremento respecto al control

INDO 5 10
INDO
325 pM

Figura 14. Efectos antioxidantes de concentraciones reales crecientes de un
preparado aislado de BZF obtenido a partir de la oxidacién de quercetina (A) y
kaempferol (B). Los efectos antioxidantes se expresan como el porcentaje de proteccion
proporcionado por cada BZF o por el flavonoide frente al aumento del estrés oxidativo
inducido por la indometacina 325 uM. Los datos se presentan como media £ D.S. **, p <
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La figura 14 y 15 muestra la accion frente al dafio oxidativo de las seis
BZF (MYR-BZF, Q-BZF, FIS-BZF, KAEM-BZF, ISO-BZF y MOR-BZF) en un
amplio rango de concentraciones 0 concentraciones equivalentes segun
corresponda. Para estandarizar y realizar comparaciones se menciona la
concentracion mas baja a la que las BZF aislada ejercen una proteccion del

80% del dafio oxidativo a las células expuestas a ROS.

Con la Q-BZF (Figura 14A) se ejerce una proteccion del 80% de
aumento del tono oxidativo intracelular ocasionado por indometacina a una
concentracion de 0,05 uM. Y en el caso de KAEM-BZF este nivel de proteccion

se exhibe a una concentracion de 0,001 pM (Figura 14B).

Pasando a las BZF que su concentracién se estima en base a la
cantidad de flavonoide que se expuso a oxidacion, se observa que MYR-BZF
(Figura 15A) muestra una respuesta protectora frente al 80% del dafio inducido
por el AINE a una concentracién equivalente de 0,005 uM (equivalente de
miricetina). Se observa en Fig. 15B que a una concentracion equivalente de
0,05 puM de FIS-BZF (equivalente de fisetina), se ejerce el mismo nivel de
proteccion. El efecto protector de la BZF-ISO (Fig. 15C) se exhibe a 0,005 uM
y finalmente MOR-BZF (Fig. 15D) protege del 80% dafio oxidativo a una

concentracion equivalente de 0,01 uM (equivalente de morina).

Cuando estas concentraciones se prueban en ausencia del agente que
causa el dafo oxidativo, ninguno de las BZF exhibe por si mismo un aumento

en el estrés oxidativo intracelular. Por otro lado, los flavonoles originales
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también se ensayaron y no mostraron ningun nivel de proteccién en presencia
de indometacina en las concentraciones en las que los BZF mostraron una

proteccion del 80 % contra el estrés oxidativo.
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Figura 15. Efectos antioxidantes de concentraciones equivalentes crecientes de
preparados aislados de BZF derivados de los flavonoides: miricetina (A),
fisetina (B), isoramnetina (C) y morina (D). Los efectos antioxidantes se expresan
como el porcentaje de proteccion proporcionado por cada BZF o por el flavonoide
frente al aumento del estrés oxidativo inducido por la indometacina (INDO) 325 uM.
Los datos se presentan como media = D.S. *, p < 0,05. **, p < 0,01. *** p < 0,001,
respecto a INDO. ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey.
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En la figura 14 y 15 se aprecia como se repite el compartimento bifasico
de los FLox, ahora con la respuesta celular antioxidante mediada por las BZF.
Se observa que a concentraciones 0 concentraciones equivalentes mas altas
se comienza a perder progresivamente el efecto protector y lo mismo ocurre si
la concentracion disminuye ampliamente. Solo en el rango de concentraciones
0 concentraciones equivalente intermedias evaluadas, estas moléculas son
efectivas para contrarrestar en gran medida los efectos deletéreos del aumento
del estrés oxidativo inducido por indometacina. Tal comportamiento bifasico
sugiere que las BZF desencadenan una respuesta "parahormética” (Forman
et al., 2014), donde estas moléculas pueden inducir efectos biolégicos

opuestos a diferentes concentraciones (Calabrese et al., 2007).

Teniendo en cuenta la baja biodisponibilidad de los flavonoides, que
probablemente sea aplicable a los BZF debido a su similitud estructural, es
poco probable que los BZF entren en las células en concentraciones (102 a
102 uM) necesarias para ejercer proteccién antioxidante y citoprotectora a
través del atrapamiento directo de ROS. Esto se debe a que el glutation
reducido intracelularmente (GSH) existe en una concentracion mucho mayor
en las células. De hecho, se puede estimar que las células contienen alrededor
de 107 a 10%° moléculas de GSH (Galleano et al., 2010), por lo que la

eliminacion directa de radicales libres por BZF tendria una relevancia limitada.

Tendria mas sentido si se piensa que a estas extremadamente bajas

concentraciones, las BZF podrian estar despertando el sistema de defensa
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antioxidante indirecto de la célula, por ejemplo, activando el factor
transcripcional Nrf2 (factor nuclear -derivado de eritroide 2- similar a 2) que
contiene en su region promotora al elemento de respuesta antioxidante (ARE)
0 mas comunmente conocido como elemento de respuesta a electréfilos
(EpRE) vy, por lo tanto, regula la expresion de una gran bateria de genes
involucrados en la defensa celular antioxidante y anti-inflamatoria o podrian
estar inhibiendo la activacion de alguna via celular que conlleve a un dafio

oxidativo.

Debido a que se puede generar BZF durante la interaccion entre
quercetina y ROS (Zhou y Sadik, 2008), se podria especular que, durante el
estrés oxidativo inducido por la indometacina en las células, algunas moléculas
de estos flavonoides podrian oxidarse formando benzofuranona. Dado esto,
también podemos elucubrar otro mecanismo, que podria estar actuando en
conjunto con los otros propuestos, por el cual las BZF estarian protegiendo del
aumento en el tono oxidativo intracelular inducido por indometacina. Se ha
establecido que este AINE promueve el aumento de estrés oxidativo al
disminuir los niveles de GSH intracelular (Carrasco-Pozo et al., 2010, Fuentes
et al., 2021) e induce la disfuncion mitocondrial (Maity et al., 2009). INDO ha
demostrado que desacopla la fosforilacion oxidativa, disipa el potencial de
membrana mitocondrial y disminuye los niveles de ATP mitocondrial, todo esto
finalmente conlleva a un aumento de la produccion de ROS intracelular, entre

otros efectos (Moreno-Sanchez et al., 1999).
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A mayores concentraciones que las ensayadas para las BZF aisladas
en este estudio (sobre 10 pM), podriamos suponer que estariamos en
presencia de una respuesta nula frente al estrés oxidativo o incluso un efecto
pro-oxidante. Este mismo efecto bifasico ya ha sido descrito para muchos
fitoquimicos (Jodynis-Liebert et al., 2020), por ejemplo para la actividad
antioxidante de quercetina en células HepG2 (hepatoma humano) expuestas
a peroxido de hidrogeno desde un punto de vista temporal, donde dosis de
quercetina de 10 y 100 uM producen efectos antioxidantes en 30 minutos de
exposicidn, pero la exposicion a quercetina a 100 uM durante mas de 12 horas
produce efectos pro-oxidantes/pro-apoptoticos en las células (Kim y Jang,
2009). Por otra parte, en microsomas de higado de rata, quercetina y miricetina
inhibieron poderosamente la peroxidacion de lipidos inducida por hierro en
concentraciones micromolares bajas (ICso < 1,5 yM). Sin embargo, todos estos
compuestos a una concentracion de 100 yM incrementaron enormemente la
formacién de radicales hidroxilos hasta ocho veces (Laughton et al., 1989). De
manera similar, la proteccién de leucocitos humanos contra el dafio oxidativo
en el ADN inducido por superéxido por parte de quercetina fue ambigua. Las
concentraciones de incubacion de quercetina (1-50 uM) redujeron los niveles
de dano oxidativo del ADN, mientras que a 100 yM aumentoé la cantidad de
dafio (Wilms et al., 2008). Se recalca que estas acciones pro-oxidantes para
quercetina y otros flavonoides se ha sido evidenciado en un rango espacial,

temporal y dosis-dependiente muy preciso.
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El efecto pro-oxidante si bien no se evidencio en alguna de las
concentraciones ensayadas para las BZF, si se observO en las
concentraciones mas altas ensayadas para algunos FLox, como MYRox, Qox
y KAEMox (Figura 6). Dentro de los metabolitos generados durante la
oxidacion de flavonoides con un grupo catecol en el anillo B, se encuentran los
derivados semiquinona y quinona de dichos compuestos, estos han mostrado

un potencial pro-oxidante (Metodiewa et al., 1999; Chedea et al., 2012)

Cabe destacar que estas propiedades pro-oxidantes podrian no ser del
todo deletéreas, ya que se ha visto que la habilidad de algunos flavonoides
para activar la respuesta mediada por EpRE se correlaciona con sus
propiedades redox. Los flavonoides con un mayor potencial intrinseco para
generar estrés oxidativo y ciclo redox (quercetina y miricetina) son los
inductores mas potentes de la expresion génica mediada por EpRE-Nrf2 (Lee-
Hiltz et al., 2006). Tipos de enfermedades crénicas que actualmente estan muy
extendidas como el cancer y las enfermedades neurologicas que se
caracterizan por mecanismos opuestos. Por un lado, cdncer se compone por
mayor resistencia a la muerte celular y por otro lado, Alzheimer esta
determinado por una muerte celular prematura. Sin embargo, el estrés
oxidativo parece ser un denominador comun en ambos estados patoldgicos.
Desde el punto de vista farmacologico, moléculas bifuncionales como las BZF
gque muestran propiedades antioxidantes bajo ciertas condiciones, pero

propiedades prooxidantes bajo otras, serian de vital importancia.
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Vinculando los resultados de proteccion celular, el comportamiento
bifasico exhibido por las BZF llegando eventualmente a tener la capacidad de
generar estrés oxidativo a concentraciones mayores podria ser resultado de
una accion a nivel mitocondrial, probablemente interfiriendo en el
descoplamiento en el complejo | de la cadena transportadora de electrones en
la mitocondria y dejando que se “fuge el anién superéxido” producido. A
concentraciones menores quizas este mismo efecto evitaria que INDO generé
el descoplamiento porque es desplazada desde el sitio de unién al complejo |
por la BZF. Es interesante teorizar que quizas estas BZF desplacen a AINES
en muy bajas concentraciones porgue poseen mayor afinidad por los
complejos mitocondriales, pero a no logran desacoplarlos, evitando asi la
toxicidad del AINE, pero que a altas concentraciones las mismas BZF
potencian el desacople de la cadena transportadora de electrones y
produciendo acumulacién de anion superdxido, con el consecuente aumento
en la formacién de peroxido de hidrégeno, que es deletéreo para la célula. Lo
gue se evidencia principalmente al aumentar la cantidad de ROS producidos
por el complejo | mitocondrial es una relacion NADH/NAD+ alta. Por el
contrario, las condiciones que reducen la relacion NADH/NAD+ tienden a
suprimir la produccion de ROS (Starkov et al., 2003). Por ejemplo, se ha
observado que quercetina a 5 yM ha sido capaz de aumentar los niveles de
NAD+ disminuyendo dicha relacion (Boesten et al., 2015). Se podria presumir
que las BZFs a bajas concentraciones podrian aumentar los niveles de NAD+

y al contrario, a concentraciones altas podrian aumentar los niveles de NADP
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revirtiendo esta relacion en funcién de un aumento de ROS (Diaz-Vegas et al.,
2020). Seria interesante averiguar qué papel juegan las BZF en el estatus
mitocondrial ya que se sabe que muchas enfermedades cronicas no

transmisibles cursan con alteraciones funcionales en este organelo

Por otra parte, la presencia de una BZF ha sido reportada en una
especie vegetal de caracter alimentario. Q-BZF ha sido identificada en
extractos de cascaras secas de cebollas (Ly et al., 2005). Aprovechando la
presencia natural de Q-BZF en la piel externa de cebollas, recientemente
Fuentes et al. (2020) desarrollaron un extracto acuoso de dicho material
vegetal (OAE) estandarizado en términos de Q-BZF y se demostré que OAE
protege a las células Caco-2 contra el estrés oxidativo, ademéas del dafio
mitocondrial y litico inducido por la indometacina. Se inform6 que dicha
proteccién se perdia totalmente después de la sustraccién quimica selectiva
de Q-BZF desde OAE, lo que revelé que la capacidad del extracto para
proteger las células reside Unicamente en la presencia de Q-BZF en su
composicién. También se evidencio el comportamiento bifasico dependiente
de la concentracion de la proteccion antioxidante sugiere que Q-BZF aislada
desde OAE desencadena también una respuesta "parahormética” de igual
manera como lo exhibido por las BZF aisladas provenientes desde la oxidacion
de miricetina, fisetina, kaemfperol, isoramnetina y morina, estudiadas en este
trabajo. Al encontrar que la Q-BZF se produce en una fuente de origen vegetal,

gue es mas bien un descarte alimentario, abre las perspectivas de la busqueda
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de los otros metabolitos tipo BZF identificados y testeados en este trabajo en
especies vegetales alimentarias o sus descartes, asi iniciando un nuevo nicho

de aplicaciones de este grupo de novedosas moléculas.

5.5.2 Comparacion de la capacidad citoprotectora de BZF, FLox y

flavonoides

Ademaés de evaluar la capacidad antioxidante de BZFs, se evaluo el
potencial de estas moléculas aisladas y sus respectivos FLox y flavonoides
para proteger a las células Caco-2 contra los efectos liticos celulares (es decir,
pérdida de LDH) y la alteracion mitocondrial (es decir, reduccién-inhibicion de

MTT) por parte de indometacina (Figura 16 y 17).

Como se muestra en la Fig. 16, la pérdida basal de LDH
(correspondiente a células tratadas con PBS) aumentd casi al doble con la
indometacina. Este efecto se evitd por completo cuando se afiadié cada BZF,
FLox y FL a la concentracion CEso respectiva. Como se puede observar, la
proteccion ejercida es similar, estimandose este parametro entre un 86 y 99%.
Ninguna condicion evaluada en ausencia del generador de dafio litico muestra
aumentar la liberacion de LDH significativamente respecto a las células

tratadas por PBS.
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Figura 16. Comparacion de la capacidad de flavonoides, FLox y BZF aisladas en
proteger a células Caco-2 contra el incremento en la liberacion de LDH inducido
por indometacina (INDO). En los gréficos se muestra los tratamientos relacionados con:
miricetina (A), quercetina (B), fisetina (C), kaempferol (D), isoramnetina (E) y morina (F).
Los datos se presentan como media+ D.S. *, p <0,05. **, p <0,01. *** p < 0,001 respecto
a células tratadas con INDO. a, p<0,01 respecto a células tratadas con PBS. ANOVA de
una via seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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Se observé un patron de proteccion similar cuando se analizo la
capacidad BZFs, mezclas FLox y flavonoides para proteger contra la inhibicion
de la reduccion de MTT inducida por indometacina (Figura 17). Se aprecia que
los efectos protectores de las mitocondrias y de las células por parte de FL,
FLox y BZF aisladas se observaron en las mismas concentraciones a las que
cada uno de estos tratamientos ejercen sus efectos antioxidantes de

proteccion de 80% antes definidos en el objetivo 2 y 6.

En cuanto a la elevacion del tono oxidativo inducida por indometacina
en células Caco-2, se cree que dicho efecto es el resultado principalmente del
aumento en ROS que resulta de la disfuncion mitocondrial inducida por dicho
agente, y que en ultima instancia puede conducir a la apoptosis (Mazumder et

al., 2019).

Aun se desconoce el mecanismo molecular responsable de los efectos
antioxidantes y citoprotectores de los BZF contra el dafio inducido por INDO.
Sin embargo, la potencia de los BZF en este estudio (es decir, concentraciones
de orden nanomolar) lo diferencia de estudios anteriores que utilizaron
concentraciones de flavonoides (ya sea puros o extraidos) en el orden
micromolar (Carrasco-Pozo et al., 2011; Hatware et al., 2018). En este estudio
se muestra que, en relacion con los flavonoides, las BZF son capaces de
ejercer igual proteccion a hasta una concentracion 5000 veces menor (caso
KAEM-BZF comparando las ECso del flavonoide versus CEso de su BZF). Tal

magnitud de diferencia no seria atribuible a una diferencia de 5000 veces en
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la capacidad depuradora de ROS, ya que cada BZF y su flavonoide de origen
no difieren en el nimero y posicidn de sus residuos fendlicos (en anillos Ay B)
(Jorgensen et al., 1998, Atala et al., 2017). Ademas, BZF carece del doble
enlace del anillo C necesario para deslocalizar el electron desapareado de las
semiquinonas (Van Acker et al., 1996). Por lo tanto, no sorprenderia que las
BZF tengan una capacidad menor que la quercetina para capturar radicales
hidroxilos (Gulsen et al., 2007), siendo razonable inferir que las BZF no

estarian actuando primariamente como un atrapador de ROS.

Los resultados de este estudio sobre los efectos antioxidantes y
citoprotectores de las BZF sugieren otra posible implicacion biologica.
Después de la absorcién celular, la quercetina o sus analogos estructurales
pueden sufrir una reaccion de oxidacion que genera el metabolito benzoil-
benzofuranona. Si esto ocurre, la actividad antioxidante del flavonoide podria
incrementarse sustancialmente, de manera similar a lo que se observo con la

BZF de quercetina.
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Figura 17. Comparacién de la capacidad de flavonoides, FLox y BZF aisladas en
proteger a células Caco-2 contra el decaimiento en la reduccién de MTT por
indometacina (INDO). En los gréaficos se muestra los tratamientos relacionados con:
miricetina (A), quercetina (B), fisetina (C), kaempferol (D), isoramnetina (E) y morina
(F). Los datos se presentan como media £ D.S. *, p < 0,05. **, p < 0,01. ***, p < 0,001
respecto a células tratadas con INDO. a, p<0,01 respecto a células tratadas con PBS.
ANOVA de una via seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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5.5.3 indices de amplificacién antioxidante y relaciones estructura

actividad

Las capacidades antioxidantes de los seis flavonoles que generan el

metabolito tipo BZF tras ser oxidado, su respectiva mezcla de metabolitos

obtenidos luego de la oxidacion completa del flavonoide (FLox) y su BZF

aislada se resumen en la Tabla 4. Se muestran las concentraciones efectivas

para proteger las células del dafio oxidativo en un 80% (CEso).

TABLA 4. indices de amplificacion antioxidante

Mezclas BZF
. Flavonoide OX|dat|v§s de (CEgp) BZF FLox vs. BZF vs.
Flavonoide (CEqgo) flavonoides Conc (CEs0) Flavonoide Flavonoide
80 (FLox) equivaleﬁtes Conc.reales
(CEg)

Miricetina 2,5 uM 0,05 pMm* 0,005 pM 50-veces 500-veces
Quercetina 5uM 0,1 pm* 0,021 pM 0,01 pM 50-veces 500-veces*
Fisetina 2,5uM 0,25 yM* 0,05 uM 10-veces 50-veces
Kaempferol 5uM 0,05 pym* 0,041 uyM 0,001 uMm 100-veces 5000-veces*
Isoramnetina 5uM 0,1 pMm* 0,005 pM 50-veces 1000-veces

Morina 7,5 uM 0,5 pM* 0,01 pM 15-veces 750-veces

*indice de amplificacion antioxidante calculado utilizando la concentracion real de las

BZF obtenidas mediante una curva de calibracion.
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Con los resultados obtenidos se establecieron indices de amplificacion
de antioxidante, para en primer lugar, expresar la ganancia de antioxidante en
funcién de la degradacion oxidativa, es decir, cuando el flavonoide es sometido
a oxidacion total (FLox vs FL), se genera este indice relacionando la CEso del
flavonoide en el ensayo de capacidad antioxidante celular con la CEso del FLox

en el mismo ensayo (resultados obtenidos en Obj. 2).

Tras ser sometidos a oxidacion en medio alcalino el indice de
amplificacion para los flavonoides fue: 50 veces para miricetina, 50 veces para
guercetina, 10 veces para fisetina, 100 veces para kaempferol, 50 veces para
isoramnetina y 15 veces para morina. En este andlisis no se incluyeron los
resultados de la capacidad antioxidante de flavonoides taxifolina vy
dideoxiquercetina ya que, ellos tras ser sometidos a oxidacion no amplifican ni
retienen sus propiedades antioxidantes. Se observa que para los 6 flavonoides
descritos inicialmente amplifican en un orden de magnitud relativamente
similar su capacidad antioxidante luego de someterse a un proceso de
degradacion oxidativa. Dados los resultados obtenidos con los experimentos
de sustraccion quimica de las BZF desde cada mezcla FLox, se puede decir a
la ECso del FLox analizado, el efecto de amplificacion observado es
exclusivamente responsable de las BZF en la composicion de estas mezclas

de metabolitos.

Ahora para calcular la ganancia en términos antioxidantes de la

conversion del flavonoide en su respectiva BZF (BZF vs. FL), se

89



estableceremos otro indice antioxidante relacionando la CEso del flavonoide en
el ensayo de capacidad antioxidante celular con la CEso del BZF aislada en el

mismo ensayo (resultados obtenidos en Obj. 6).

Se obtienen los siguientes resultados expresados en las veces de
amplificacion antioxidante de los flavonoides al transformarse en su BZF: para
miricetina son 500 veces, para quercetina 500 veces, para fisetina son 50
veces, para kaempferol 5000 veces, para isoramnetina 1000 veces y para
morina 750 veces. Estos ultimos estudios, ademas de permitir construir dichos
"indices de amplificacion de antioxidantes”, brindan mas apoyo a la
confirmacion de la hipétesis propuesta de que, después de someterse a
oxidacion, algunos antioxidantes mejoran, en lugar de perder, su capacidad
antioxidante original. Esta es la primera vez que se introduce el concepto de
amplificacion antioxidante para vincular que, tras sufrir oxidacion,
determinados flavonoides generan un metabolito que ejerce un efecto

marcadamente mas potente que su precursor.

Si bien es muy interesante introducir este concepto de amplificacion
antioxidante, también se deben tener en cuenta las limitaciones de estos
indices. Al no poder establecer la concentracion real de las BZF de miricetina,
fisetina, isoramnetina y morina (solo se utiliza una expresion de concentracion
equivalente), entre ellas no se puede llevar a cabo una comparacion
interflavonoides, es decir, solo se puede comparar con el respectivo FL y su

FLox (intraflavonoide).
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De este analisis intra o inter-flavonoide se podria desprender cual seria
el flavonoide que mas se beneficia del proceso de degradacion oxidativa, que,
en este caso dentro de los 4 flavonoides antes mencionados, es la
isoramnetina. Por el contrario, el flavonoide que menos se beneficia de la
oxidacion es la fisetina. Sin embargo, esta ultima observacion no considera
otras variables que estarian detras de la accion antioxidante de las BZF. Por
ejemplo, el rendimiento molar de formacién de las BZF, al no tener la
concentracion real de estas 4 BZF no podemos saber cuantos moles de BZF
se genera por cada mol de consumo del flavonoide y asi vincularlo para definir
gue flavonoide es capaz de producir mas BZF. Asi mismo, estos indices de
amplificacion antioxidante presentados dependen también del momento donde
se define el FLox. Recordemos que las mezclan de oxidacion de los
flavonoides son caracterizadas cuando queda en su composicidn una
concentracion remanente entre 2 a 4% del flavonoide. Al variar el tiempo de
formacion de estas mezclas, se variara también su composicion, por ejemplo,
al obtener una mezcla de oxidacién donde se detiene la reaccion cuando aun
queda el 50% de concentracion remanente del flavonoide, esta mezcla podria
hipotéticamente tener mas cantidad de BZF, por ende, la capacidad
antioxidante de esta mezcla seria eventualmente mas potente que la mezcla

FLox aqui estudiada.

De igual manera, suponiendo que las BZF llegan intactas al interior de

la célula donde probablemente ejercen su accion, su actividad dependera
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ademas de la capacidad de estos metabolitos para atravesar la membrana
plasmatica hasta el medio intracelular. Eventualmente para la BZF que se
atribuya ser la mas potente (dentro de esta serie de moléculas) en el ensayo
de capacidad antioxidante descrito en esta tesis, este efecto podria estar mas
ligada a que llega en mayor porcentaje al medio intracelular mas que su
potencia misma. Muy probablemente las BZF tendrian diferencias en su

permeabilidad celular que estarian dado por sus diferencias estructurales.

Por todas estas consideraciones anteriormente expresadas, al
momento de interpretar los indices de amplificacion antioxidantes se debe ser
riguroso y entender que estos estan definidos exclusivamente para las
condiciones experimentales aqui descritas, ya que ademas de las variables
anteriormente mencionadas, la temperatura, medio de reaccién, agente
generador de ROS, tipo celular, etc., puede variar significativamente los
resultados observados tanto para los flavonoides, FLox y para las BZF

aisladas.

Exclusivamente en el caso de Q-BZF y KAEM-BZF se pueden realizar
comparaciones interflavonoides. De esta manera se lograria establecer una
relacion estructura-actividad, ya que para estas BZF se logré determinar una
concentracion real. Se pudo evidenciar que un ligero cambio estructural, como
la ausencia de un hidroxilo en posicién 3’ del anillo B (KAEM-BZF) aumenta en
10 veces la potencia antioxidante en comparacion con Q-BZF, que posee

hidroxilos en 3’ y 4’ en anillo B formando un grupo catecol. Esta ausencia del
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OH otorga una mayor hidrofobicidad a KAEM-BZF respecto de Q-BZF,
eventualmente esto podria estar vinculado a un mayor paso a través de la
membrana celular de KAEM-BZF, y asi quizas explicando esta diferencia en
las potencias antioxidante entre estas dos BZF. Fang et al., 2017 ha estudiado
la permeabilidad de una serie de flavonoides en monocapas de células Caco-
2 observando que kaemfperol tiene un mayor traspaso desde el lado apical al
basolateral (y viceversa), que quercetina; ademas de una mayor acumulacion
celular mientras que en este pardmetro quercetina no fue detectada
intracelularmente. Esto aporta antecedentes a que, quizas lo que estaria
detrds de la diferencia en la capacidad antioxidante de las BZF sea su

capacidad para ingresar a la célula a ejercer su accion.

La lipofilicidad es una propiedad fisicoquimica crucial para un
compuesto farmacol6gicamente activo, ya que influye en varios aspectos de la
eficacia de un farmaco, incluida la solubilidad, la absorcion intestinal, la
permeabilidad de la membrana, la unién a proteinas plasmaticas, el cruce de
la  barrera hematoencefdlica, la entrada a d6rganos y el
metabolismo/purificacion corporal (propiedades ADME) . Esta propiedad
normalmente se mide utilizando el coeficiente de particion (LogP). Sin
embargo, en el caso de moléculas cargadas, el coeficiente de distribucion (D
o LogD) es una medida mas apropiada para aproximaciones bioldgicas, que

se describe a pH 7,4.

Para contribuir a una vision mas completa de las relaciones estructura-
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actividad de las BZF estudiadas aqui, a pesar de no poder obtener para todas
concentraciones que permitan las comparaciones mas concretamente, a
través de calculos de algunas propiedades fisicoquimicas de las BZF
inferiremos algunas diferencias que puedan explicar sus diferencias en
capacidad AOX. Chemicalize fue utilizado para la prediccion de propiedades
fisicoquimicas (LogP, LogD, pKa y solubilidad) https://chemicalize.com/,

desarrollado por ChemAxon.

Tabla 5: Propiedades fisicoquimicas de las BZF en estudio. Calculadas por
Chemicalize, software desarrollado por CheamAxon.

Solubilidad en agua
BZF derivada de Log P Log D ;4 pKa (mg/mL)

Miricetina 1,92 1,23 7,01 5,89
Quercetina 2,22 1,76 7,27 1,22
Fisetina 1,88 1,40 7,25 0,44
Kaempferol 2,53 2,02 7,21 0,48
Isoramnetina 2,37 2,00 7,37 0,40
Morina 2,87 2,38 7,24 1,29

Un modelo predictivo influyente para la absorcién intestinal es la "regla
de 5 de Lipinski". Compuestos que son probablemente absorbibles a través de
los intestinos no contienen mas de 5 donantes de enlaces H, 10 aceptores de
enlaces H, tienen un peso molecular de <500 Da y logP <5. De acuerdo con
esta regla, los flavonoides, con nimeros mas altos de hidroxilo son menos
propensos a ser absorbidos a través de los intestinos. Por el contrario, los

flavonoides metoxilados, como isoramnetina, pierden propiedades de
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aceptor/donador de enlaces H y tienen valores de logP mas altos, lo que los
hace altamente absorbibles. Si observamos los valores de LogD a pH 7,4 de
la Tabla 5 vemos la BZF de isoramnetina esta dentro de un grupo de BZF que
los valores mas alto para este parametro. Esto podria explicar que esta BZF
sea la que tenga un indice de amplificacion antioxidante mayor ya que si
hacemos un ranking de estos indices en base a las concentraciones
equivalentes obtenidas para las 6 BZF en estudio, Q-BZF y K-BZF exhibirian
un indice de amplificacion de 238 y 122 veces, respectivamente, dejando en

el primer lugar a ISO-BZF.

Al comparar MOR-BZF que tiene sustitucion de grupo hidroxilo tanto el
carbono 2’ como el carbono 4’ (grupo resorcinol) tiene el valor LogD mas alto,
esto podria indicar un paso favorable a través de las membranas celular ya
que el flavonoide precursor mostré una mejor absorcién cuando se comparé
con kaempferol que tiene sustitucién de -OH solo en el carbono 4’ del anillo B
(Fang et al., 2017). Estos resultados podrian sugerir que la sustitucién por un
grupo electronegativo (como un grupo hidroxilo) en el carbono 3’ es
desfavorable para la absorcion de flavonoides (y consecuente, sus respectivas
BZF) mientras que la sustitucion por el carbono adyacente 2’ y 4’) favoreceria

la absorcion.

No hay grandes diferencias entre los valores de pKa obtenidos para las
distintas BZF evaluadas. Las propiedades acido-base muestran que los

radicales de las BZF son neutros en un medio acido y con una carga negativa
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alrededor de pH 7, similar al comportamiento de los flavonoides originales.

En cuanto a la solubilidad, vemos que la BZF mas soluble en medios
acuosos es la MYR-BZF ya que es molécula que contiene mas grupos -OH en
su estructura, sin embargo, es esta misma caracteristica la que afecta a su
lipofilidad, probablemente esta molécula exhibiria una menor permeabilidad

celular que su compuesto hermano Q-BZF.

Desde un punto de vista de requerimientos estructurales para ejercer
actividades antioxidantes directas, se ha reportado que la asociacién de un
grupo -OH en posicion 5 en el anillo A de un flavonoide a menudo proporciona
un enlace de hidrogeno en conjunto con la combinacion del grupo 4-carbonilo,
esto sumado al doble enlace C2-C3 u otros grupos donantes de electrones
hace que se deslocalice eficientemente el electron desapareado del anillo B,
lo cual se ha reportado que mejora significativamente la actividad antioxidante
de flavonoides (Amic et al., 2007). Por ejemplo, la BZF de fisetina al no poseer
este -OH en posicion 4 (relativa al esqueleto de las BZF) podria tener menos

capacidad de deslocalizar el electron desapareado a través de su estructura.

De momento no se ha encontrado una propiedad que se correlacione
favorablemente con el ranking de indices antioxidantes aqui descrito. Para
establecer relaciones estructura actividad que puedan explicar mas
fehacientemente la diferencia en los resultados de amplificacion antioxidante
ejercida por las BZF estudiadas en este trabajo, se precisa trabajar en generar

a mayor escala estos compuestos para poder establecer concentraciones
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reales de las BZF de miricetina, fisetina, isoramnetina y morina.

5.6 Resultados relaciones con experimentos adicionales

5.6.1 Andlisis por resonancia magnética nuclear de Q-BZF.

La identidad de la BZF derivada de quercetina (Q-BZF) fue analizada
por RMN H y 13C NMR. Los resultados obtenidos para RMN *H (400 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 5.90 (d, J = 2 Hz, 1H, H-6); 5.95 (d, J = 2 Hz, 1H, H-8);
6.79 (d, J =8 Hz, 1H, H-5); 7.52—7.55 (m, J = 1.90 Hz, 2H, H-2' and H-6'). RMN
13C (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 90.34 (C-8); 96.38 (C-6); 100.48 (C-4a);
104.58 (C-3); 114.89 (C-5'); 117.34 (C-2'); 123.81 (C-6"); 125.02 (C-1'); 144.73
(C-3'): 151.36 (C-4'); 158.55 (C-8a); 168.47 (C-5); 171.87 (C-7); 189.86 (C-4);
190.25 (C-2). Estos datos coinciden con lo reportado previamente por
Jogrgensen et al. (1998) para el producto de oxidacion de quercetina (2-(3,4-
dihidroxibenzoil)-2,4,6-trihidroxi-3(2H)-benzofuranona). Espectros se

muestran en ANEXO V.
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5.6.2 Comparacion de la activacion del factor nuclear kappa B (NF-kB)
por las BZF aisladas derivadas de quercetina (Q-BZF) y kaempferol

(KAEM-BZF), con sus respectivos flavonoides precursores.

Para comenzar a aproximarnos a comprender el mecanismo por el cual
las BZF ejercen su accion antioxidante y citoprotectora, se puso atencion al
mecanismo por el cual indometacina ejerce sus efectos deletéreos en células.
Ademas de exacerbar el estrés oxidativo, este AINE es capaz de inducir la
activacion del factor nuclear pro-oxidante y pro-inflamatorio kappa B en células
Caco-2 expuestas a este agente (Fuentes et al., 2021). Hay muchas fuentes
intracelulares diferentes de ROS que son capaces de influir o ser influenciadas

por la actividad de NF-kB (Morgan et al., 2011).

Se decidi6 testear la benzofuranona derivada de KAEM ya que
demostré obtener el mayor indice de amplificacion antioxidante al compararla
con su flavonoide de origen, y ademas porque con esta BZF fue posible
realizar una curva de calibracién que permitié obtener concentraciones reales
de este compuesto, de este modo se pueden establecer comparaciones con

la actividad de la Q-BZF para modular la activacion de NF-kB.

La cuantificacion de NF-kB p65 en los extractos nucleares de células
Caco-2 fue usada para estimar la activacion de este factor nuclear por
indometacina, la concentracion de NF-kB p65 se incrementa en un 90% en las

células tratadas con indometacina comparado con las células tratadas con
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PBS (control). Los datos que se muestran en la figura 18A, confirman con lo
reportado anteriormente, la capacidad de 0,1 uM de Q-BZF para prevenir la
activacion de NF-kB (Fuentes et al., 2021). A esta concentracion, quercetina
no pudo promover tal efecto. Sin embargo, se logré6 una proteccion total

cuando se agreg0 quercetina a las células a 5 uM (Figura 18B).

La figura 18A también se muestra que KAEM-BZF es capaz de inhibir
la activacion de NF-kB en cerca de un 62 % y un 86 % a 10-4 y 10-3 uM,
respectivamente. A una concentracion de 0,1 uM kaempferol no ejercié ningun
efecto sobre NF-kB, pero si se observdé una inhibicion del 100% de su
activacion a 5 yM por parte del flavonoide (Figura 18B). Cuando se
compararon ambas BZF, el efecto inhibitorio maximo de KAEM-BZF sobre NF-
kB se observd a una concentracion 100 veces menor. Dado que este Ultimo
valor no difiere del que surge después de comparar las concentraciones de
KAEM-BZF y Q-BZF necesarias para alcanzar sus efectos antioxidantes
maximos, es tentador especular que la inhibicién de la activacién de NF-kB por
estos BZF podria ser la base sus efectos antioxidantes. Ambas BZF exhiben
un comportamiento concentracion dependiente. Con estos resultados se valida
en cierta manera, a través de otra metodologia, la amplificacion ahora en
términos de potencial anti-inflamatorio de los flavonoides quercetina y

kaempferol al convertirse en sus respectivas BZF (Speisky et al., 2023)

Cabe seialar que el impacto de la indometacina en NF-kB ha sido objeto

de debate. De hecho, se ha sugerido que este agente no es capaz de provocar
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Figura 18. Comparacién de efectos en la activaciéon del factor nuclear kappa B
(NF-kB) inducidos por indometacina (INDO) en células Caco-2 por parte de (A)
KAEM-BZF versus Q-BZF y también por los (B) flavonoides kaempferol (KAEM)
y quercetina (Q). La subunidad NF-kB p65 se evalué en su ndcleo. Los datos se
presentan como media £ D.S. *, p <0,05. **, p< 0,01. *** p < 0,001 respecto a células
tratadas con INDO. a, p<0,01. B, p <0,001 respecto a células tratadas con PBS.
ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.

alteraciones en el mediador inflamatorio cuando se prueba a
concentraciones de 10 uM o 25 pM, segun un estudio realizado por Yamamoto
et al. en 1999. Teniendo en cuenta que las concentraciones plasmaticas de
indometacina normalmente alcanzan alrededor de 10 uM después de la

administracion farmacologica, segun los hallazgos de Hvidberg et al. en 1972,
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se puede suponer que el efecto de activacion de NF-kB de la indometacina a
325 uM, como se observa en este estudio, se encuentra dentro de un rango
de concentracion relevante para sus efectos citotoxicos, segun Little et al. en

2007.

A lo largo de este trabajo hemos introducido la idea de que la probabilidad
qgue las BZF actuen a través de un mecanismo antioxidante indirecto esta por
sobre la capacidad que tendrian las BZF para atrapar ROS directamente.
Hemos mencionado también que estos probables mecanismos indirectos,
podrian ser, por ejemplo, la activacion del factor transcripcional Nrf2. El estudio
de Vasquez-Espinal et al. en 2019 utilizé calculos de acoplamiento molecular
para comparar la estabilidad de la interaccion de Q-BZF y quercetina con el
dominio regulador Nrf2 en el citosol. Descubrieron que para Q-BZF era mas
favorable esta interaccion, lo que sugiere que el metabolito generado después
de la oxidacion de la quercetina podria ser un mejor inhibidor de la interaccion
entre Nrf2 y su secuestrador citosélico. En cuanto a la inhibicion de la
activacion de NF-kB, los datos obtenidos en esta tesis sugieren que por esta
via se podrian explicar alguno de los efectos antioxidantes de las BZF. Las
BZF pudiesen estar previniendo la activacion de NF-kB mediada por aquellas
proteinas quinasas C que son activables por ROS y que fosforilan a la MAPK
p38, la cual a su vez activaria NF-kB (Cosentino-Gomes et al., 2012). Sin
embargo, también existe la posibilidad de que la molécula de BZF esté

actuando por un mecanismo antioxidante-independiente, en forma directa
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inhibiendo la activacion de NF-kB, o bien, indirectamente la de aquellas
enzimas que activan dicho factor nuclear, como es el caso de la PKC Zeta,

isoforma atipica que es activada por INDO (Mazumder et al., 2019).

Dado que la activacion de NF-kB es un factor causal significativo en la
patogenia de multiples enfermedades inflamatorias cronicas (Park et al., 2016;
Sehnert et al., 2020), la capacidad de Q-BZF y KAEM-BZF para prevenir la
activacion de NF-kB abre la posibilidad de considerar la exploracion del

potencial terapéutico de BZF en este tipo de enfermedades.

Se espera que los hallazgos descritos en esta tesis doctoral contribuyan
no solo a ampliar la perspectiva sobre las posibles implicaciones antioxidantes
asociadas con la oxidacién de flavonoides distintos de la quercetina, sino
también a abrir la posibilidad de definir el esqueleto basico de BZF como una
posible estructura base superior para el posterior desarrollo y/o disefio de

nuevas moléculas antioxidantes.
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6. CONCLUSIONES

Ante la hipétesis sobre si determinados flavonoides conservan o potencian
sus propiedades antioxidantes tras sufrir oxidacion, la evidencia presentada en
esta tesis revela que, al menos en el caso de flavonoides con determinadas
caracteristicas estructurales, las mezclas de metabolitos resultantes de su
oxidacion no soélo conservan, si no que amplifican en distinto grado, la
capacidad de proteccion frente al aumento del estrés oxidativo celular inducido

por indometacina, comparado con precursores no oxidados.

Esta amplificaciéon del efecto antioxidante acompafiado con un efecto
citoprotector en las mezclas de oxidaciéon de flavonoides es atribuible
exclusivamente a la generacién de un metabolito tipo benzoil-benzofuranona
tras este proceso de degradacion. Este metabolito difiere frente al flavonoide
de origen, esencialmente en el anillo C que pasa de un anillo pirano de seis

atomos a un anillo furano de 5 atomos.

Se lograron aislar e identificar seis BZF derivadas de los flavonoides
miricetina, quercetina, fisetina, kaempferol, isoramnetina y morina, destacando
el reporte por primera vez de la formacién del metabolito BZF proveniente
desde isoramnetina. Estas BZF aisladas demostraron amplificar en gran
medida, la capacidad antioxidante frente a sus flavonoides de origen, siendo

esta amplificacion en un rango sorprende rango, entre 100 y hasta 5000 veces.

Los requerimientos estructurales que se han definido, a partir de los
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resultados de este trabajo, para que un flavonoide amplifique su capacidad
antioxidante celular mediante la formacion de un metabolito tipo BZF son: que
en su estructura flavan incluya un doble enlace entre C2-C3, un hidroxilo en
C3 y un grupo ceto en C4 (es decir que constituyan un flavonol) y al menos un
hidroxilo en el anillo B y al menos otro hidroxilo en anillo A. Este ultimo
requerimiento en el anillo A no estaba contemplado al inicio, pero los
resultados obtenidos con el flavonoide dideoxiquercetina han demostrado que
la hidroxilacion en este anillo tiene relevancia a la hora de generar el respectivo

metabolito BZF tras el proceso de degradacion oxidativa en medio alcalino.

Un punto importante para destacar de este trabajo fue la introduccién por
primera vez del concepto de indice de amplificacion antioxidante, para
expresar en un valor la ganancia antioxidante de un flavonoide tras ser
sometido a un proceso oxidativo y generar a las BZF como metabolito que
responsable de esta amplificacion antioxidante. Como sefialamos, estos
indices deben ser analizados cuidadosamente para las condiciones

experimentales aqui empleadas.

Si bien no fue posible establecer y vincular todas las relaciones estructura-
actividad planteadas entre las BZF estudiadas por la imposibilidad de obtener
concentraciones reales de cuatro de estos compuestos, fue posible cuantificar
la diferencia en potencia antioxidante con la ausencia de un hidroxilo en el
anillo B en posicién 3° (KAEM-BZF vs Q-BZF), generandose un aumento en 10

veces en capacidad antioxidante con este cambio estructural. Se discuten
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también algunos aspectos fisicoquimicos que podrian estar detras de las

diferencias en la accion antioxidante de estos compuestos.

El uso de AINE como agentes generadores de ROS ha abierto la
posibilidad de proyectar el uso potencial de las BZF para proteger contra
algunos de los efectos gastrointestinales adversos mas graves asociados con
el uso de AINE, como indometacina. Aunque los mecanismos exactos
subyacentes al efecto protector de la capacidad antioxidante y citoprotectora
de las BZF aun no se han dilucidado totalmente, segun los resultados
aportados y antecedentes presentados en esta tesis, las BZF podrian estar
previendo el dafio mitocondrial que conlleva al aumento de la produccién de
ROS en la exposicidn de las células a indometacina o previendo la activacion
del factor pro-oxidante y pro-inflamatorio Nf-kB. Esta capacidad podria
extenderse a las otras BZF presentadas en este estudio para ameritar una
mayor evaluacion bajo diversas condiciones en las que el control del estrés
oxidativo y/o la prevencion de la activacién de NF-kB parecen ser importantes
para la prevencién de ciertas patologias. Aportando a esta proyeccion,
complementariamente se demostré la capacidad de KAEM-BZF para inhibir la

activacion de NF-kB en células Caco-2 tratadas con indometacina.

Como futuras perspectivas derivadas de los datos aqui expuestos se
apunta a investigar si la generacion del metabolito tipo BZF ocurre in situ en
células normales o expuestas a ROS, esto aportaria mas evidencia para

comprender los mecanismos que subyacen los poderosos efectos en salud
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gue ha demostrado el consumo de flavonoides y que no pueden ser explicados
por los niveles alcanzados en concentracion plasmatica tras la ingesta de

alimentos ricos en estos compuestos.

También seria muy deseable poder establecer una forma de obtencion de
mayor escala de las BZF que promueva distintas a la proveniente de
quercetina, para realizar estudios de RMN que ayuden a confirmar mas
robustamente la identidad estructural de estos metabolitos y que, ademas
permitan realizar metodologias para cuantificar precisamente estos

compuestos.

Dado lo reportado por nuestro laboratorio para el caso de Q-BZF, al
encontrarse una fuente natural de este compuesto en capas externas de piel
de cebolla y chalota, seria de interés extender la busqueda e identificacion de
otras BZF en especies vegetales, ya que esto puede aportar un valor agregado
a la o las especies que produjesen este metabolito y eventualmente llevar al

desarrollo de “nutracéuticos”.

Finalmente, se espera que los resultados aportados con esta tesis permitan
abrir la posibilidad de definir el esqueleto basico de las BZF como una posible
estructura base para el posterior desarrollo y/o disefio de nuevas moléculas

antioxidantes y citoprotectoras con potencial anti-inflamatorio.
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8. ANEXOS

ANEXO I: Productos de degradacion de taxifolina (Extraido de Sokolova et al
2016)
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ANEXO II: Cromatogramas HPLC-ESI-MS/MS de las fracciones de BZF
aisladas y de los tres peaks analizados en DDQox.
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c) BZF aislada derivada de fisetina (FIS-BZF) : tr 27,9 min
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d) BZF aislada derivada de kaempferol (KAEM-BZF) : tr 31,9 min
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e) BZF aislada derivada de isoramnetina (ISO-BZF) : tr 32,5 min
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f) BZF aislada derivada de morina (MOR-BZF) : tr 33,5 min
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g) Fraccion aislada desde DDQox correspondiente al tr 29,3 min

5x10" 1
4x10* A
3x10* A

2x10"

Intensidad, cps

1x10° A

0 10 20 30 40 50
Tiempo / minutos

h) Fraccion aislada desde DDQox correspondiente al tr 37,1 min
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i) Fraccion aislada desde DDQox correspondiente al tr 38,4 min
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ANEXO lll. Comparacion de efectos antioxidantes de FLox versus BZF
aisldas. Para las BZF de quercetina (Q-BZF) y kaempferol (KAEM-BZF) se
expresan sus concentraciones reales, para las otras 4 BZF se presentan sus
concentraciones equivalentes.
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ANEXO IV. Espectros RMN de Q-BZF aislada

13C NMR (400 MHz, DMSO-dj) spectrum of BZF
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"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) spectrum of BZF
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