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2. Resumen

El epitelio intestinal corresponde a la primera zona de contacto que establece una
relacion funcional entre los componentes dietarios y este nicho fisiologico. Es
ampliamente aceptado que los compuestos fendlicos derivados de la dieta poseen
un potencial antioxidante, sin embargo, el impacto sobre la homeostasis 6xido-
reduccion de proteinas citoplasmaticas no ha sido evaluada en células intestinales
vivas en tiempo-real.

En este trabajo evaluamos el impacto antioxidante del acido cafeico (CAPE, 10 uM)
y quercetina (Quer, 5 uM) en células Caco-2 que expresan HyPer en su citoplasma,
un biosensor equipado con un par de cisteinas oxidables por H>O2, cuya reduccion
a tioles depende de la actividad antioxidante celular. Complementariamente,
evaluamos la abundancia de transcritos para tiorredoxina-1, peroxirredoxina-1 y
superoxido dismutasa-1 por qPCR. La sefial de HyPer en estado estacionario
obtenida de células tratadas con Quer por 24 horas fue menor al control, efecto
consistente con un aumento en la expresion del mensajero para tiorredoxina-1 y
cuya actividad fue observada al registrar una reduccién acelerada del biosensor
oxidado. Células tratadas con CAPE mostraron una sefial basal del biosensor mayor
a la condicion control, situacion que se explica por un aumento de los mensajeros
para superoxido dismutasa-1 y peroxiredoxina-1, que en conjunto favorecen la
presencia de H202 y la transmisidn de sus equivalentes oxidantes a la oxidacion de
cisteinas en el ambiente citoplasmatico. Inesperadamente, el tratamiento con CAPE
protegid al biosensor de la oxidacién provocada por un pulso de H202 (50 uM, 5
min), lo que invita a revisar los mecanismos relacionados con la permeabilidad a
H202 de la membrana plasmatica.

En esta tesis también exploramos los niveles de transcritos para citoquinas pro-
inflamatorias en células sometidas a H202 (500 uM, 30 min) y pre-incubadas con los
compuestos fendlicos mencionados, sin embargo, en nuestras condiciones

experimentales no detectamos cambios para las IL-8, IL-15 e IL-25.



El impacto diferencial de ambos compuestos fendlicos sobre la homeostasis redox
de células epiteliales de intestino nos ha ayudado a entender mejor el efecto de
estos compuestos sobre los componentes de la maquinaria redox. Las implicancias
de estos cambios redox sobre la funcion de barrera podria ser investigado en
modelos de estudio mas complejos que permitan evaluar la interaccion con

comunidades microbianas, por ejemplo.
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3. Abstract

The intestinal epithelium is the first barrier that interacts with dietary compounds,
modulating integrity and functionality of this epithelium. It is widely accepted that
phenolic compounds might have an antioxidant potential, however, this property has
not been evaluated regarding the oxido-reduction homeostasis of cytoplasmic

proteins in intact intestinal cells.

In this work, we evaluated the antioxidant impact in real-time of caffeic acid (CAPE,
10 uM) and quercetin (Quer, 5 uM) in Caco-2 cells expressing HyPer at cytoplasm,
a redox biosensor carrying a pair of cysteines oxidized only by H.O2, which reduction
to thiols depends of the antioxidant cellular activity. In addition, we evaluated the
abundance of transcripts for thioredoxin-1, peroxirredoxin-1 and superoxide
dismutase-1 by qPCR. The steady-state HyPer signal obtained in cells treated by 24
hours with Quercetin was lower than control cells, an effect that was consistent with
an increase in the mRNA and activity of thiorredoxin-1, which was measured by
recording an accelerated reduction in the oxidized biosensor. CAPE-treated cells
showed a higher signal respect to control, a situation that might be explained by an
increase in MRNAs for superoxide dismutase-1 and peroxirredoxin-1, which together
favor the H2O. presence and the transmission of its oxidant equivalent to the
cysteine oxidation into the cytoplasmic environment. Unexpectedly, CAPE treatment
protected the biosensor from the oxidation induced by a H>.O2 pulse (50 uM, 5 min),
an observation that invites us to revisit the mechanisms involved in the H202
permeability at plasma membrane. In this thesis, we also explored the mRNA levels
for pro-inflammatory cytoquines in Caco-2 cells subjected to H202 (500 uM, 30 min)
and pre-treated with the phenolic compounds mentioned, however, in our

experimental conditions no changes were detected for IL-8, IL-13 y IL-25.

The differential impact of both phenolic compounds on the redox homeostasis in
epitelial cells from intestine helped us to understand better the effect of these

compounds on each component of redox machinery. The implicances of these redox
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changes on the barrier function could be further investigated in more complex

models that allow the study with microbial communities, for instance.
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4. Introduccion

Los polifenoles son un grupo de fitocompuestos sintetizados por las plantas que
participan en la proteccidén contra la radiacion ultravioleta, el daiio mecanico y la
infeccion microbiana(1). Ademas, aportan color, sabor, amargor y astringencia a los
alimentos(2). Estos compuestos forman parte integral de cualquier dieta que incluya
frutas, verduras y legumbres, como lo reporta el estudio EPIC que estima el
consumo diario de 427 polifenoles basado en la base de datos Phenol Explorer, que
asigna el tipo y su abundancia en alimentos utilizados frecuentemente por la cocina

europea y ademas, considera los efectos de la coccion(3).

Las recomendaciones sobre el consumo regular de frutas, verduras, granos enteros,
frutos secos y semillas, se sustenta en parte, por el alto contenido de compuestos
fendlicos que estos alimentos contienen, los cuales han sido asociados a efectos
beneficiosos para un amplio rango de enfermedades, como algunos tipos de cancer,
diabetes, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas(4), cuya accion
involucra la regulacion de vias moleculares encargadas de la inflamacion, mantener

el potencial redox celular y la apoptosis, entre otras(4-5).

Para entender mejor los mecanismos que subyacen a estos efectos beneficiosos
vinculados a la homeostasis redox, es necesario considerar la naturaleza biolégica
de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por parte del metabolismo
celular. Los ROS se caracterizan por tener uno o mas electrones desapareados en
sus orbitales externos, tales como, el anion superoxido, los radicales hidroxilo y el
peroxilo(5-6). Enzimas tales como la NADPH oxidasa, la citocromo P-450
dependiente de oxigenasas y las xantinas oxidasas son conocidas por producir
anion superéxido O2* (7). EI O2* también es generado por los complejos
mitocondriales | y lll de la cadena trasportadora de electrones, sin embargo, dismuta
espontanea o enzimaticamente a peréxido de hidrégeno, H20», el cual participa
como segundo mensajero en algunos procesos celulares(8). Ademas, factores
ambientales que incluyen la polucion ambiental, consumo de tabaco, drogas y
alcohol, por ejemplo, fomentan la produccion de especies reactivas(5-6,9). Se ha
establecido que los ROS pueden ejercer su funcidn benéfica o perjudicial
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dependiendo de las concentraciones que se encuentren a nivel celular. Niveles
bajos o controlados de ROS son necesarios para mantener eventos de sefalizacion
intracelular(10-11), garantizar la proliferacion y la supervivencia celular a través de
la modificacion post-transduccional de quinasas y fosfatasas(12). Al contrario, una
sobreproduccion de ROS o la exposicion prolongada pueden causar dafio
irreversible en moléculas, tales como, acido desoxirribonucleico (ADN), proteinas y
lipidos, comprometiendo la viabilidad celular. Por tanto, la homeostasis redox
depende de sistemas enddgenos antioxidantes capaces de neutralizar la inevitable
produccién de ROS derivada del metabolismo. El sistema antioxidante celular
incluye moléculas, como vitaminas A, C y E, asi como también la accion de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutasa, tiorredoxina, peroxirredoxina, catalasa,
glutation peroxidasa y hemoxigenasa-1), las cuales conforman un sistema
interconectado dedicado a eliminar o inactivar los ROS. Un desbalance entre la
generacion de ROS y los mecanismos de defensa pueden resultar en una condicion

conocida como estrés oxidativo(5,9,29,53).

El epitelio intestinal se perfila como el sitio de interaccion primario entre los
polifenoles ingeridos y quien los consume(13). Esta barrera comprende una
superficie de interaccion de aproximadamente 400 mt?(14), la cual esta constituida
por una monocapa de células epiteliales que se caracteriza por absorber nutrientes,
como también evitar la entrada de entidades potencialmente dafinas como
microorganismos o antigenos dietarios(13). A través de los receptores Toll-like
Receptors (TLR), esta barrera reconoce algunos componentes bacterianos como
lipopolisacaridos (LPS), provoca la liberacion de citoquinas proinflamatorias y
aumenta la permeabilidad intestinal, a través de la alteracion estructural de las
uniones estrechas(15). Algunas de las citoquinas proinflamatorias secretadas por el
epitelio intestinal incluyen las clasicas, tales como IL-8(16-18), IL-1B3, IL-6, y TNF-

a(19), y otras de accién mas local como IL-25 e 1L-33(20).

La secrecion de citoquinas en este nicho fisioldgico, entonces, podria ser modulada
por la presencia de fenoles dietarios con potencial antioxidante(4) o incluso,

favorecer la integridad del epitelio intestinal promoviendo la formacion de uniones
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estrechas(13). Por ejemplo, algunos estudios demuestran que la exposicion a
quercetina (10 uM), en un modelo in vitro de epitelio intestinal, aumenta la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) y disminuye el paso de moléculas de 0.45
kDa(21). El acido cafeico, por otra parte, ejerce acciones anti-inflamatorias y
antioxidantes en células de origen colonico (HT29 y SW620), modificando la
actividad de NFkB y Nrf2, respectivamente (22-23).

En este trabajo de tesis para optar al grado de Magister en Nutricion y Alimentos
nos focalizaremos en determinar el impacto biolégico de CAPE y quercetina, ambos
compuestos fendlicos dietarios, sobre células Caco-2 que expresan HyPer, un
biosensor redox fluorescente que reporta no sélo el tono redox citoplasmatico, sino
también la actividad reductora de puentes disulfuro(25). Adicionalmente,
investigaremos si estos fenoles interfieren con la produccidén de citoquinas pro-

inflamatorias inducidas por un desafio oxidante.
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5. Hipotesis de Trabajo y Objetivos

Hipotesis

CAPE vy quercetina ejercen un efecto antioxidante y evitan la produccién de

citoquinas proinflamatorias inducidas por un insulto oxidativo en células Caco-2.

Objetivo general

Evaluar el efecto antioxidante de CAPE y quercetina y su capacidad antiinflamatoria

en células Caco-2.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del tratamiento de CAPE y quercetina sobre la sefal de
fluorescencia del biosensor HyPer expresado en células Caco-2.

2. Establecer un modelo de inflamacion in vitro en monocapas diferenciadas de
células Caco-2 y evaluar el efecto de estos fenoles.

3. Determinar los niveles de transcritos de citoquinas proinflamatorias y

enzimas antioxidantes en células Caco-2 expuestas a estos fenoles.
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6. Metodologia

Reactivos y sales para preparacion de tampones fueron obtenidos desde Sigma-
Aldrich (MO, USA). Los medios de cultivo y suplementos fueron obtenidos de Life
Technologies (NY, USA). Acido cafeico (Tocris, UK) y quercetina 3-glucésido
(Sigma-Aldrich, MO, USA o Extrasynthese, Genay, France). La solucion de peroxido
de hidrogeno 30% usado en este trabajo fue obtenido de Merck (Darmstadt,

Alemania).

Cultivo celular: la linea celular Caco-2 (HTB-37TM, adenocarcinoma colorectal) fue

comprada en American Type Culture Collection (ATCC), y cultivadas en Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medio (Life Technologies, cat: 31600-034), suplementado con
10% de suero fetal bovino (Mediatech, cat: MD.35-010-CV), 1% aminoacidos no
esenciales (Corning, cat: 25-025) y 1% solucion pen-strep (penicilina 10.000 U/mL-
estreptomicina 10 mg/mL, Biological industries, cat: 03-031-1B). Las células fueron
mantenidas bajo una atmdésfera humidificada a 37°C con 5% CO». El medio de
cultivo fue renovado cada 2 o 3 dias. Cuando se alcanz6 una confluencia de 70-
90% los cultivos se expandieron a placas de 96 pocillos o se sembraron en
membranas semipermeables de policarbonato, Transwell® (diametro 12 mm, poro
0.4 um, Costar, cat: 3401). Acido cafeico y quercetina 3-glucésido fueron utilizados

a una concentracion de 10 uM y 5 uM, respectivamente.

Formacion de monocapas de células Caco-2 polarizadas: las células Caco-2 fueron

sembradas sobre Transwell® a una densidad de 3 x 105 células por pocillo utilizando
pasajes entre p95 a p105 y monitoreando la integridad de la monocapa por medio
del TEER a través del voltimetro EVOM?®, cada 2 a 3 dias (ver esquema, anexo1).
Bajo estas condiciones experimentales observamos que las monocapas
desarrollaron un valor de TEER mayor o igual a 300 Q*cm?, indicativo de una
monocapa integra, como lo senala Husbatch et al. (27) (figura 1). Para visualizar la
naturaleza del modelo celular diferenciado, capturamos imagenes de la superficie

apical de las células Caco-2, mediante microscopia electrénica de barrido (SEM),
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sembradas en dispositivos Transwell® y las comparamos con la superficie de las

sembradas en vidrio (figura 2).

QQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQQ

©)
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0 3 6 9 12 15
Dias en cultivo

Figura 1. Seguimiento de la formacion de una monocapa de células Caco-
2 a través de la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER).
Desde el noveno dia de cultivo, las monocapas de células presentan una
resistencia eléctrica sobre los 300 Q*cm?, valor escogido como el nivel 6ptimo
de resistencia eléctrica (linea punteada de color rojo). Cada punto de la curva
corresponde al promedio + ES de 5 a 10 registros provenientes de al menos 3

experimentos independientes.
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Cubreobjetos Bi-camara

Figura 2. Imagenes obtenidas por microscopia electrénica de barrido
(SEM) de la superficie apical de células Caco-2. Las células Caco-2
pasaje 86 fueron sembradas en vidrio (izquierda) y en bi-camaras
(derecha). La imagen fue obtenida al dia 132° de cultivo, es decir, las
células crecidas en vidrio presentaban 100% de confluencia, mientras que

las de bicamara exhibian un TEER superior a los 300 Q*cm?.

Determinacién de la sefial HyPer: la expresién citoplasmatica de HyPer en las

células Caco-2 se logr6 mediante la infeccion con el Adeno-HyPer (1:50).
Transcurridas 48 horas, el medio fue reemplazado y se agregé quercetina o acido
cafeico por 24 horas. El dia del ensayo, las células fueron lavadas con el tampodn
Krebs Ringer Hepes (KRH, mM: 140 NaCl, 4.7 KCI, 20 Hepes, 1.25 MgSQOas, 1.25
CaCly; pH 7.4) suplementado con 5 mM de glucosa, y se utilizé pulsos de H202 (50
y 500 pM) para evaluar el comportamiento redox de las células vivas. Los registros
del biosensor se llevaron a cabo con el equipo Infinite M200 PRO Tecan, para

cultivos en placas multipocillo y en el microscopio invertido de epifluorescencia
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Nikon Tl Eclipse, equipado con el objetivo 40X [N.A. 1.3] y acoplado a una lampara
de xendn y un monocromador (Cairn Research Ltd, Faversham, UK), necesarios
para excitar dualmente a 420 y 490 nm, la fluorescencia emitida fue recolectada
sobre 520 nm con un filtro LongPass. La sefial del biosensor se expresa como una
razon 490/420 (figura 3), esta razén de fluorescencia aprovecha el cambio reciproco
que experimenta el biosensor, el cual a oxidarse aumenta la fluorescencia emitida
a 490 nm, mientras que a 420 nm disminuye.

Para evaluar el efecto de los compuestos sobre el estado redox intracelular,
analizamos la sefal basal y ademas, sometimos las células a pulsos de H20>, lo
cual permite conocer en primer lugar, la respuesta frente a un estimulo oxidativo
moderado (50 uM) y la cinética de recuperacién una vez que se alcanza la total

oxidacion o maxima sefal del biosensor (500 uM)(24-25).
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Figura 3. Registro y analisis razonométrico de la seial HyPer en células
vivas. (A) Registro tipico de la respuesta del biosensor HyPer a dos pulsos
consecutivos de H202 obtenido en el microscopio de epifluorescencia. Los
pulsos fueron aplicados durante el tiempo indicado por las barras sobre el
registro y las lineas punteadas. Los datos corresponden a promedios + ES de
13 células de un experimento representativo. Figura tomada de Hernandez et.
al, vol 16, pp 199-208. (B) Células Caco-2 expresando el biosensor HyPer. La
imagen en color magenta y verde, representa la fluorescencia emitida de las
células al ser excitadas a 420 y 490 nm, respectivamente. La barra blanca

indica una escala de 30 um.
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Determinacion de niveles de transcritos de citoquinas proinflamatorias y enzimas

antioxidantes: mediante el método PCR cuantitativo (QPCR) se determind los
niveles de transcritos para las siguientes citoquinas: IL-1B, IL-8 e IL-25, y de las
siguientes enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa-1 (SOD-1), tiorredoxina-1
(TXN-1) y peroxirredoxina-1 (PXN-1). Brevemente, el acido ribonucleico (ARN) total
fue aislado con Trizol Reagent (Ambion, Carlsbad, CA) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, a partir de células sembradas en bi-camaras o placas
de cultivo, pre tratadas con acido cafeico o quercetina por 24 horas. Para evaluar
los transcritos de citoquinas proinflamatorias, las células sembradas en bi-camaras,
fueron expuestas por 30 minutos a 500 uM de H2O-, transcurrido este tiempo, las
células fueron lavadas con medio de cultivo, y dejadas en reposo por 1.5 horas. El
ADN complementario (cDNA) se genero a partir de 1 ug de ARN total, utilizando la
enzima transcriptasa reversa M-MLV y Oligo-dT como iniciador, segun protocolo
estandar. La expresion de los mensajeros se determind por gPCR en tiempo real
usando el equipo Light Cycler®96 de Roche. La amplificacion se realizé con 100 ng
de cDNA y una mezcla de reaccion LightCycler® FastStar DNA Master SYBR Green
| de Roche, en un volumen final de 10 uL. Todas las reacciones se realizaron en
duplicado, incluyendo un control negativo. La normalizacion de los datos se calculd
a partir de la expresion del mensajero para la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Los ciclos de cuantificacion (cq) se mantuvieron entre
12 y 14 para todas las condiciones evaluadas, incluso con el tratamiento con H20>
(500 uM, 30 min), lo que indica que la recoleccién de ARNm fue similar, es decir,
sin pérdida de integridad celular por la aplicacion de H2O. (ver anexo 2). Los
partidores utilizados se detallan en la tabla 1, y el calculo de la expresion relativa de
cada uno de los mensajeros estudiados, fue determinado por la ecuacion descrita

para la determinacion de la expresion relativa(26):

ACtgen planco (Control—tratado)
gen blanco
EACtgen ref (Control—tratado)
genref

R =
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Tabla 1. Partidores gPCR

Secuencia del partidor Tm Tamarno

IL-1B () 5-AATCCCCAGCCCTTTTGTTG-3

60°C | 85pb
IL-1B8 (r) 5-AAATGTGGCCGTGGTTTCTG-3
IL-8 (f) 5-GGTGCAGTTTTGCCAAGGAG-3’

61°C | 183 pb
IL-8 (r) 5-TTCCTTGGGGTCCAGACAGA -3’
IL-25 (f) 5-TGAGGGAGCGACCCAGATTA-3’

57°C |73 pb
IL-25 (r) 5-GCCAAGAATGCAACCACCTG-3’
SOD-1 (f) 5-CATTGCATCATTGGCCGCA-3’

59°C |99 pb
SOD-1 (r) 5-ACTTCCAGCGTTTCCTGTCTT-3
TXN (f) 5-CTTGGACGCTGCAGGTGATA-3

58°C | 150 pb
TXN (r) 5-TCCTGACAGTCATCCACATCT-3
PXN (f) 5-GGGAACCTGGTTGAACCCC-3

58°C |99 pb
PXN (r) 5-TGGCATAACAGCTGTGGCTT-3
GAPDH (f) 5-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3’

69°C | 283 pb

GAPDH (r) 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3

(f): forward, (r): reverse, pb: pares de bases

Analisis estadistico: los datos fueron analizados estadisticamente utilizando el

software SigmaPlot 12 (Jandel, USA). Pruebas paramétricas o no paramétricas
procedieron de acuerdo al test Shapiro-Wilk que realiza el software. Para comparar
condiciones experimentales de antes y después utilizamos t-student pareado o
Wilcoxon. La comparacion de mas de dos grupos experimentales se realizé por
ANOVA o Kruskal-Wallis, con la prueba post-hoc Bonferroni o Dunns, segun la
naturaleza de los datos. Un p-value menor a 0.05 se considerd estadisticamente

significativo.
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7. Resultados

Impacto antioxidante de CAPE y quercetina en células Caco-2 intactas

a) Sobre la senal basal del biosensor HyPer

Las células Caco-2 que expresan el biosensor fluorescente fueron expuestas por 24
horas a quercetina (5 uM) y CAPE (10 uM) y la razén de fluorescencia obtenida de
la linea base fue comparada con células control, es decir, expuestas solo al vehiculo
(0.1% dimetilsulfoxido), ver figura 4. La sefial basal del biosensor integra tanto los
eventos de oxidacion que ocurren sobre los tioles presentes en el biosensor,
provocados por el H202 enddgeno, y los eventos de restauracion de los enlaces
disulfuro, ejecutados por la maquinaria antioxidante del citoplasma. En
consecuencia, este parametro reporta el estado estacionario del ambiente redox del
citoplasma en células vivas. Como se aprecia en la figura 4, el tratamiento con CAPE

provoco un aumento de la sefal HyPer, mientras quercetina la disminuyo.
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Figura 4. Efecto de CAPE y quercetina sobre la seial basal del biosensor
HyPer expresado en células Caco-2. Las células Caco-2, previamente
infectadas con el adenovirus que porta el biosensor HyPer, fueron expuestas por
24 horas con las siguientes concentraciones: acido caféico 10 uM (CAPE) 0 5
uM para quercetina. La sefial HyPer se expresa como la razon de fluorescencia
obtenida al excitar con 490 y 420 nm. Las cajas de datos estan delimitadas por
los valores entre el 25 y 75%, mientras que la linea horizontal representa la
mediana. Las barras de error ilustran la dispersion entre el 5y el 95 % de los
valores. Los datos provienen de al menos 5 experimentos independientes que
comprenden entre 122 y 389 registros. El asterisco indica la diferencia estadistica

con respecto al grupo control obtenida por Dunn’s test (Kruskal-Wallis).
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b) Efecto de CAPE y quercetina sobre la respuesta del biosensor

frente a un pulso de H202 exégeno

Con el propdsito de evaluar si el tratamiento con estos compuestos fendlicos se
traduce en una mayor proteccion frente a la oxidacién por un estimulo externo,
expusimos las células Caco-2 a un pulso de H202 de 50 uM, el grado de oxidacion
del biosensor alcanzado por este estimulo se expresa como porcentaje del maximo
valor alcanzado con un pulso de H>02 500 uM, ejecutado al final de cada registro
con el objetivo de oxidar completamente al biosensor. Bajo este enfoque
experimental, sélo el tratamiento con CAPE disminuyé la respuesta del biosensor
frente al pulso de H2O> de 50 uM, en cambio quercetina no provocé ningin cambio

en la sefial de HyPer (figura 5).
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Figura 5. Efecto de CAPE y quercetina sobre la respuesta del biosensor
frente a un pulso de H20250 uM. Las células Caco-2, previamente infectadas
con el adeno-HyPer, fueron expuestas por 24 horas a CAPE 10 uM o 5 uM
para quercetina. La respuesta del biosensor a un pulso moderado de 50 uM
H2O., esta expresada como porcentaje de la maxima sefial alcanzada con
H202 500 uM. Los datos y su dispersion estan representados por graficos de
caja, cuyos limites representan el 25 y 75% de los valores, mientras que la
linea horizontal representa la mediana. Las barras de error ilustran la
dispersién entre el 5y el 95% de los valores. Los datos provienen de al menos
5 experimentos independientes que consisten entre 81 a 350 registros. El
asterisco indica la diferencia respecto al grupo control obtenida por Dunn’s
test (Kruskal-Wallis).
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Los resultados obtenidos con el biosensor, sugieren que CAPE interactua con la
maquinaria celular y modifica el tono redox en estado estacionario, es decir, en
presencia de una produccion de H2O> endogena y también, frente a un estimulo
exogeno que sobrepasa los niveles intracelulares de H20z. Los cambios observados
en la sefal HyPer podrian ser reflejo de un aumento en la eficiencia de la maquinaria
antioxidante celular inducida por el acido cafeico que explicaria una menor
respuesta del biosensor frente al pulso de H2O2 50 uM. Para examinar este punto,
determinamos la abundancia de transcritos que codifican para algunas enzimas

antioxidantes citoplasmaticas en células tratadas con estos fitocompuestos.

Estos resultados corresponden al objetivo especifico 1 planteado inicialmente

en esta tesis.

c) Efecto de CAPE y quercetina_sobre la expresién _de enzimas

antioxidantes

Nuestro préximo paso consistié en evaluar si el tratamiento por 24 horas con los
fenoles seleccionados afecta también la expresion de enzimas antioxidantes como,
superoxido dismutasa-1, tiorredoxina-1 y peroxirredoxina-1. En la figura 6 se
compara el efecto de CAPE y quercetina sobre la abundancia de los transcritos para
estos tres representantes de la maquinaria antioxidante celular. La incubacion con
quercetina generd un aumento en la expresion transcripcional de las tres enzimas
evaluadas. El tratamiento con CAPE, en cambio, fue eficaz s6lo para aumentar la

expresion de peroxirredoxina-1 y superoxido dismutasa-1.
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Figura 6. El tratamiento con CAPE y
quercetina aumenta los niveles de
transcritos para enzimas
antioxidantes en células Caco-2. Las
células Caco-2 fueron expuestas por 24
horas a CAPE 10 uM o quercetina 5 uM.
Transcurrido este tiempo, el ARN total
fue aislado y la presencia de mensajeros
para Tiorredoxina-1  (TXN-1) (A),
Peroxirredoxina-1  (PXN-1) (B) vy
Superoxido dismutasa-1 (SOD-1) (C) fue
determinada por qPCR. La abundancia
de los transcritos de interés fue
relativizada al ARN mensajero que

codifica para la enzima GAPDH.

Los datos estan expresados como
promedios + ES y provienen de al menos
5 experimentos independientes
consistentes en 10 muestras. Los
asteriscos  indican la  diferencia
comparada con el control obtenida por
ANOVA de una cola (Kruskal-Wallis,

Dunn’s test).
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Vale destacar que solo quercetina aumenta los niveles de transcritos para
tiorredoxina-1, no asi el acido cafeico, lo cual podria significar que tiene el potencial
para aumentar la actividad de esta enzima. Por consiguiente, evaluamos si el
tratamiento con quercetina afecta la tasa de recuperacién del biosensor oxidado.
Este fendmeno ocurre espontaneamente cuando se retira el H2O2 del medio
extracelular, fase que denominamos “recovery” (figura 3), esta cinética de
recuperacion no fue modificada por el tratamiento con CAPE [ti2care 63 £ 14;
t12control 95 £ 29 s] (figura 7A). El tratamiento con quercetina, por otra parte, genero
una pendiente de recuperacion aun en presencia de H2O2 500 uM, impidiendo el
analisis presentado en la figura 7A. Sin embargo, comparamos las velocidades de
recuperacion de la sefial HyPer en células tratadas con los fitocompuestos y no
tratadas (figura 7B) en presencia de perdxido extracelular. El analisis de la
pendiente de las curvas indica que el citoplasma de células Caco-2 tratadas con
quercetina reduce al biosensor 4.6 veces mas rapido que las células no tratadas, el
tratamiento con CAPE, por otra parte, es similar a la condicion control (quercetina,
-0.129 + 0.004 min-1; control, 0.028 + 0.010 min-1; CAPE, 0.005 + 0.009 min™").
Estos resultados indican que ambos tratamientos, CAPE y quercetina, afectan la
abundancia de transcritos para algunas enzimas antioxidantes y la respuesta del
biosensor redox. Sin embargo, solo las células expuestas a quercetina presentan
un aumento significativo de la tioredoxina-1, lo cual esta en linea con una mayor
eficiencia de la maquinaria reductora de puentes disulfuro reportada por el

biosensor.
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Figura 7. Sélo quercetina acelera la reduccion del biosensor HyPer en
células Caco-2. La sefial HyPer fue determinada en células Caco-2 48 horas
después de la infeccion con Adeno-HyPer. El dia del registro, estas células
fueron preincubadas por 4-6 horas con CAPE 10 uM o Quercetina 5 uM. En A,
se compara el efecto de CAPE (circulos negros) sobre la cinética en la
recuperacion del biosensor oxidado justo después de lavar un pulso de H202 500
uM), punto experimental al cual se le asigna un 100% de oxidacion. La sefal
HyPer proveniente de células control esta representada por circulos vacios. En
B, se compara los cursos temporales de la sefial HyPer en presencia del pulso
de H202 500 uM en células control (circulos negros); tratadas con CAPE (circulos
vacios) y quercetina (triangulos negros). La recuperacion del biosensor se
visualiza con la maxima sefnal del biosensor oxidado como punto de partida. Los
datos corresponden al promedio * error estandar de al menos 4 experimentos
independientes que contienen el siguiente numero de registros: Control=16;
CAPE=9; Quercetina=13.
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Implementaciéon de un modelo de inflamacién in vitro con células Caco-2
diferenciadas

Nuestro siguiente desafio experimental consistio en contar con una plataforma
celular capaz de presentar un perfil pro-inflamatorio factible de ser evaluado por la
expresion o secrecion de citoquinas. Para tales efectos, cultivamos a las células
Caco-2 sobre una membrana dispuesta en un arreglo bicameral, de manera tal que
podemos manipular el compartimiento apical y basolateral a voluntad (Ver esquema

en anexo).

La proliferacion celular y la subsecuente formacién de una barrera celular que
separe estos compartimientos fue monitoreada periddicamente registrando la
resistencia eléctrica a través de este arreglo celular. Bajo nuestras condiciones
experimentales, observamos que la monocapa formdé una barrera con una
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) superior a 300 Q*cm? después del noveno
dia, un valor considerado 6ptimo(27). Una vez establecida la resistencia eléctrica
deseada, tratamos a nuestras monocapas con: LPS; IL-1p y Listeria monocytogenes
en la cara apical de la bi-camara, con el propdsito de inducir una respuesta
inflamatoria, sin embargo, estas condiciones no afectaron el TEER de nuestros
cultivos ni tampoco fue detectable la secrecibn de TNF-a en el basolateral,
indicando que la integridad de la monocapa no fue perturbada y que la superficie

apical del arreglo celular fue resistente a estos estimulos nocivos.

Posteriormente, ensayamos una segunda estrategia que consistiéo en exponer las
células por 30 minutos a H2O2 500 uM, este tratamiento fue efectivo para perturbar
la integridad de la monocapa (figura 8) puesto que el TEER sufrié una disminucién
del 48% (Control 617 + 39 versus tratadas H.O 342 + 69 Q*cm?). La preincubacion
de las células con CAPE y quercetina no evit6 esta caida en la resistencia eléctrica

de la monocapa.
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Figura 8. El tratamiento con CAPE y Quercetina no evita la disminucién de la
resistencia eléctrica transepitelial inducida por H202 exégeno en células Caco-
2. Pocillos de células Caco-2 sembradas en bi-camaras semipermeables con un
TEER superior a 300 Q*cm? fueron tratadas por 24 horas con acido cafeico 10 uM
(CAPE), quercetina 5 uM (Quer) o dejadas en su respectivo medio de cultivo
(Control). Al dia siguiente, se midié la resistencia eléctrica del pocillo antes y
después de ser expuestas a H2O2 500 uM por 30 minutos. Los datos corresponden
al promedio + ES de 11 muestras bioldgicas para control; 6 para CAPE y 7 para

*

Quer, provenientes de 5 experimentos independientes. El simbolo * indica la

diferencia respecto al grupo control obtenida por t-test pareado.
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La Figura 9 muestra la abundancia relativa para los mensajeros de ARN para las
citoquinas IL-1, IL-8 e IL-25 en células tratadas como se menciona arriba. Nuestros
resultados indican que el tratamiento agudo con H20> disminuyé el TEER y que el
tratamiento previo con CAPE y quercetina no impidié este fendmeno. Sin embargo,
los niveles de transcritos para la enzima GADPH utilizada como housekeeping en
células tratadas y no tratadas con H2O» son similares (cq control 16.1+0.7; cq H202
15.0+0.4). Respecto a los ARNm para las citoquinas mencionadas, el tratamiento

con H202 no indujo un aumento en los niveles de transcritos.
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8. Discusion

En este trabajo se investigd el impacto antioxidante de dos polifenoles dietarios,
acido cafeico y quercetina, sobre células Caco-2. Ademas, se investigo su potencial
efecto inmunomodulador en este modelo celular sometido a peréxido de hidrogeno.
Nuestro enfoque experimental nos permiti6 observar eventos de oxidacién y
reduccion de proteinas citoplasmaticas en células vivas, aspecto fundamental para
brindar relevancia biologica al fendmeno observado. Por otra parte, el impacto de
estos compuestos sobre la produccién de citoquinas fue evaluado en un arreglo de
células Caco-2 diferenciadas, de alto pasaje celular, con alta resistencia eléctrica

transepitelial.

Evaluacion del impacto antioxidante en células Caco-2 intactas

Para evaluar la capacidad antioxidante de estos polifenoles, usamos el biosensor
fluorescente HyPer, el cual sélo es oxidable por H2O2. La oxidacién del par de
cisteinas del biosensor, C199 y C208, forma un enlace disulfuro, que provoca un
cambio en el espectro de emision fluorescente de HyPer. Este fendmeno
intramolecular es revertido espontaneamente por la maquinaria antioxidante
residente en el citoplasma, tales como las glutaredoxinas y tioredoxinas(25,28-29).
La reversibilidad de la sefial HyPer permite combinar un protocolo de pulsos de H20>
que, en conjunto, permite monitorear el nivel redox de células vivas en tres
situaciones: estado estacionario, oxidacion del biosensor, y la recuperacion del
biosensor oxidado. Estas propiedades colocan a HyPer en ventaja en comparacion
con otros indicadores sintéticos para la deteccion de H2O2 en células, como por
ejemplo 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFH), dihidrorodamina 123 (DHR), Peroxy
Green 1 (PG1), los cuales reaccionan inespecifica e irreversiblemente con otros
ROS(54). Ademas, las sefiales de esto indicadores quimicos es vulnerable a
artefactos asociados al registro con células vivas tales como, cambios de volumen

celular y fotobleaching/quenching, entre otros(28).
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Nuestros resultados muestran que el acido cafeico y la quercetina modifican el
ambiente redox citoplasmatico de células Caco-2 en el estado estacionario o
equilibrio (figura 4); mientras el acido cafeico aumenta la senal basal, quercetina la
disminuye. Al exponer las células a un pulso de H20, soélo el tratamiento con CAPE
protegid al biosensor de la oxidacion, ya que el aumento de la sefial HyPer inducido
por H>O2 fue menor comparado con la condicion no tratadas (control) o tratadas con
quercetina. Para entender el efecto de CAPE, tanto en la sefal basal como la
respuesta del biosensor frente a H2O, exdgeno, evaluamos la abundancia de ARN
mensajeros de algunas enzimas redox citoplasmaticas. Un aumento combinado de
la SOD-1 y la PRX-1 esta en linea con un incremento en la senal basal, puesto que
existiria una mayor produccion de H202 derivada de la dismutacién de anion
superoxido y una mayor abundancia de PXR-1 lo que facilita la oxidacién de
proteinas ya que este componente del sistema redox funciona como un sistema de
transferencia de equivalentes oxidantes, como ha sido demostrado por Stocker et
al., recientemente(28,30). Para explicar el comportamiento del biosensor frente a la
adicion de H>O,, debemos considerar la entrada de este agente oxidante al
citoplasma. La entrada del perdxido de hidrégeno por la membrana plasmatica (MP),
paso que es mediado por la presencia de aquaporinas (AQPs) en la MP, que a su
vez determinan la cinética de la senal HyPer en células vivas(31). Nuestros
resultados indican que CAPE aumenta la abundancia de PRX-1, al menos a nivel
del ARN mensajero, lo cual significa que el tratamiento con CAPE debe
necesariamente modificar otro aspecto celular que contrarreste el efecto oxidante
del H2O2, como, por ejemplo, un efecto tipo scavenger o una disminucion de las
AQPs en la MP de las células Caco-2. Este dultimo aspecto no fue
experimentalmente abordado en este trabajo, sin embargo, la importancia de las
AQP-3 en la cinética de la sefial HyPer ha sido reportada(32) y podria explicar el

efecto protector de CAPE sobre la sefial HyPer que registramos.
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La regulacion de la permeabilidad de la MP a H>O. extracelular en el epitelio
intestinal podria estar acoplado a la produccion in situ por parte de la DUOX2,
enzima ubicada en la membrana apical de enterocitos tanto en modelos animales
como en humanos(55). La produccion de H202 por esta entidad es del orden
nanomolar(55), sin embargo, estos niveles fueron detectados en lisados de
muestras colonicas frescas y por lo tanto, carecen de arquitectura epitelial necesaria
para estimar los niveles de H2O2 que podria enfrentar localmente una membrana
apical de intestino. Otros reportes, sin embargo, indican que la sensibilidad de
HyPer es apropiada para registrar la actividad de los complejos NOX en membranas
de células en cultivo(57). DUOX2 esta presente en células Caco-2 post-confluentes
(55), lo que permite explicar el efecto de quercetina que observamos en condiciones
basales o de estado-estacionario, es decir, quercetina disminuiria la actividad de
esta enzima y la maquinaria endégena antioxidante reduce al biosensor, que se
observa como una disminucion de la sehal HyPer. Este efecto se pierde si aplicamos
H2O. exdégenamente, ya que en estas circunstancias la hipotética actividad de

DUOX2 seria marginal.

Es interesante destacar que sdlo el tratamiento con quercetina aumenté los niveles
de ARN mensajero para tiorredoxina-1, una enzima redox implicada en la reduccién
de puentes disulfuro(33). En linea con esta actividad enzimatica, la recuperacion de
la sefal del biosensor oxidado, que describe la reduccion de las cisteinas oxidadas,
fue notablemente mas rapida en células tratadas con quercetina (figura 7B), un
fendmeno que fue observado incluso en presencia del H20». El tratamiento con
CAPE, por otra parte, no eleva significativamente los niveles de ARNm de TXN-1y
tampoco muestra un efecto comparable al de quercetina; sélo pudimos observar un
cambio discreto en la velocidad de recuperacion de la sefal HyPer una vez retirado

el estimulo oxidante.

A continuacion, presentamos un modelo para explicar los resultados obtenidos de

acuerdo a la estrategia experimental utilizada:
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A. Estado estacionario B. Aplicacion de H202 exdgeno

Esquema que ilustra la relacion de algunas enzimas involucradas en
reacciones redox celulares de acuerdo al comportamiento del biosensor y

la estrategia experimental utilizada.

A.En el estado estacionario, el O2* generado enddégenamente por los
complejos mitocondriales | y lll, por ejemplo, es convertido en H2O2 por
accion de la superdxido dismutasa-1 (SOD-1). Los equivalentes oxidantes del
H20- son transmitidos a los grupos tioles por la peroxiredoxina-1 (PRX-1)
citoplasmatica, la consiguiente formacion de puentes disulfuro sobre
proteinas es revertida por la accion reductora de la tiorredoxina-1 (TRX-1),
equilibrio que afecta al biosensor HyPer y genera una sefal basal.

B. Al aplicar H202 extracelular 50 uM se desplaza el equilibro redox hacia una
oferta de equivalentes oxidantes que depende de: i) la permeabilidad de la
membrana plasmatica a H20> mediada por aquaporinas (AQP),
principalmente; ii) la abundancia de PRX-1 y iii) el poder reductor de las TRX-
1. Bajo este escenario, el biosensor sufre la oxidacion de sus cisteinas y

cambia su espectro de fluorescencia.
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C. Estado estacionario en células D. Aplicacion de H2O2 exogeno en

tratadas con CAPE células tratadas con CAPE
S0D-1 \5 ]
o H202¢||lunt—w||||

Esquema en células Caco-2 tratadas con CAPE.

C. Un aumento combinado de la SOD-1 y la PRX-1 facilita la oxidacién del
biosensor. En este cuadro, las TRX-1 no son capaces de contrarrestar el
desplazamiento del equilibrio y una proporcion mayor de moléculas del
biosensor resultan oxidadas.

D. La aplicacién de H202 exdgeno en células tratadas con CAPE, al igual que en
la situacion control, excede por lejos a la produccién endégena. Sin embargo,
no se observan cambios en la respuesta del biosensor, ya que una proporcion
de moléculas HyPer esta oxidada basalmente. Alternativamente, no es
descartable que el tratamiento con este fitocompuesto altere la permeabilidad

del H20O2 a nivel de la membrana plasmatica.
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E. Estado estacionario en células F. Aplicacion de H202 exdgeno en
tratadas con quercetina células tratadas con quercetina

SOD-1

Esquema en células Caco-2 tratadas con quercetina.

E. En células tratadas con quercetina, el aumento de la SOD-1 y la PRX-1, que
podria dar cuenta del poder oxidante intracelular, es contrarrestado por el
aumento en las TRX-1, su accion reductora es mas eficiente que la oxidacion
y la proporcién de moléculas reducidas del biosensor es mayor que el
observado en células sin tratar, en consecuencia, su senal basal es menor
que el control.

F. En esta situacion, la aplicacion de H2O2 exdégeno, que excede el poder
oxidante enddgeno, no provoca la oxidacién del biosensor, debido al efecto

protector generado por una mayor abundancia de TRX-1.
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Modelo in vitro de epitelio intestinal humano

Para evaluar la capacidad anti inflamatoria de CAPE y quercetina, utilizamos células
Caco-2 cultivadas sobre una superficie porosa que permite el acceso al lado apical
y basolateral(34-37). Bajo estas condiciones de cultivo, la superficie apical de este
arreglo celular, examinada mediante microscopia electronica de barrido, presentd
un patréon totalmente distinto al de las células sembradas en cubreobjetos, las cuales
presentan microvellosidades bien organizadas con un tamafo promedio de 0.72 +
0.01 um, observadas también por otros investigadores(38,39) (figura 2).
Sorprendentemente, cuando estas células son crecidas en membranas
semipermeables, estas microvellosidades lucen cubiertas por material extracelular,
muy similar al encontrado en cocultivos de células HT29 y Caco-2, cuya apariencia
fue adjudicada al moco apical(39-40). Aun cuando las células Caco-2 son
concebidas como no secretoras de moco, nuestro modelo consistié en utilizar Caco-
2 de alto pasaje (p95-p105) con el propdsito de contar con un modelo mas
diferenciado(27,41). En linea con esta idea, observamos que al noveno dia de
cultivo in vitro, el TEER registrado fue consistentemente superior a 300 Q*cm?
(figura 1), utilizado como el minimo necesario para adjudicar la integridad a la

monocapa de células Caco-2.

Una vez establecido este arreglo celular, utilizamos LPS, IL-18 y Listeria
monocytogenes vivas para perturbar la integridad de la monocapa y evocar una
respuesta pro-inflamatoria intestinal(15,42-45). No obstante, estos agresores fueron
incapaces de provocar una caida del TEER, y de provocar una respuesta
inflamatoria, es decir, la monocapa de Caco-2 exhibia una resistencia a estos
estimulos nocivos, quizas debido al efecto combinado de moco apical y/o a la
actividad de la fosfatasa alcalina presente en la interface apical(46). Sin embargo,
logramos disminuir en un ~50% el TEER al exponer nuestras células a H202 500
uM por media hora, un agente previamente utilizado para inducir dafio en
monocapas de células Caco-2, registrado por una disminucién en el TEER(47) y

también, para promover la secrecion y expresion de IL-8 en cultivos de células
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Caco-2(48). Este modelo de perturbacion de la integridad de la monocapa fue
evaluado en células tratadas con CAPE y quercetina, ambos tratamientos no fueron
protectores de la agresion del H2O2 exdgeno. Es evidente, segun nuestros registros,
que CAPE protegeria de la oxidacién a proteinas citoplasmaticas, como ha sido
reportado por el biosensor(25), sin embargo, no es capaz de impedir el efecto
deletéreo del H20: sobre la integridad de la monocapa. Debemos considerar que
las uniones estrechas entre células Caco-2, que determinan la resistencia eléctrica
del arreglo celular, estan expuestas al peroxido de hidrogeno exégeno y quizas, son
mas vulnerables al efecto directo del perdxido apical, sensibilidad que ha sido
reportada por otros investigadores(47,49), donde un arreglo similar al nuestro
exhibe perturbaciones mayores del TEER cuando el H20- es aplicado por el lado

apical y menor cuando el estimulo es aplicado por el basolateral.

A pesar de que la adicion de H202 (0.5 mM; 30 min) disminuy6 el TEER de nuestro
modelo experimental, la determinacién de los niveles de transcritos para citoquinas
pro-inflamatorias estudiados, IL-1B, IL-8 e IL-25 (figura 10) no mostré cambios
significativos. A diferencia de la IL-1p, las citoquinas IL-8 y IL-25 han sido vinculadas
a una secrecion local del epitelio intestinal y dérmico(20,50-51) y en otros grupos
que usan Caco-2 como modelo, la expresion y secrecion de IL-8 aumenta al ser
expuestas a H202 a concentraciones mayores a 1 mM y con tiempos de exposicion
mayores a una hora(48,52) condiciones mas agresivas que las empleadas por

nosotros y que podrian ser exploradas en el futuro.

Este modelo de epitelio intestinal in vitro ha sido ampliamente utilizado para la
evaluacion de la bioactividad de diversos compuestos dietarios, sin embargo, la
interaccion de estos compuestos con fluidos del lumen gastrointestinal ha sido
evadido, puesto que las actividades residuales de enzimas y algunos compuestos
criticos como las sales biliares son deletéreos para la integridad celular. Esta
dificultad es un desafio para desarrollar un dispositivo celular epitelial compatible

con aspectos de la fisiologia intestinal.
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9. Conclusiones

CAPE y quercetina impactan sobre la homeostasis redox de células Caco-2
vivas, modificando la sefial del biosensor HyPer y aumentando los transcritos
para enzimas antioxidantes citoplasmaticas:

- CAPE protege de la oxidacion inducida por H2O2 exdgeno, junto con
aumentar la expresion relativa de SOD-1 y PRX-1.

- Quercetina aumenta la actividad reductora de puentes disulfuro en el
citoplasma en linea con un aumento en la expresion del mensajero para
TRX-1.

Las células Caco-2 de alto pasaje dispuestas en una membrana

semipermeable exhiben un fenotipo apical distinto al del cultivo convencional

sobre vidrio.

El tratamiento con H202 (0.5 mM, 30 min) apical indujo una disminucion del

TEER en células Caco-2 diferenciadas sin gatillar la posterior produccion de

citoquinas proinflamatorias.
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Anexo

Compartimiento apical

Compartimiento basolateral

Anexo 1. Esquema de monocapa de células Caco-2 en Transwell®
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Anexo 2. GAPDH no fue alterado por los distintos tratamientos
en células Caco-2.

Monocapas de células Caco-2 sembradas en Transwell®, con un
TEER superior a 300 Q*cm?, fueron tratadas por 24 horas con
CAPE 10 uM o quercetina 5 uM. Luego, fueron expuestas por 30
minutos a H202 500 uM y el ARN total fue aislado 1.5 horas
después. Los transcritos para la enzima gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) fueron determinados por qPCR. Los
datos corresponden al promedio + ES de al menos 5 muestras
provenientes de 3 experimentos independientes. Analisis

estadistico obtenido por t-student no pareado.
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