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RESUMEN 

Desde hace algunos años, el estudio de los compuestos naturales bioactivos (CNB) se ha 

convertido en un área emergente de investigación debido a la evidente asociación entre 

el consumo regular de los alimentos que los contienen y la disminución del riesgo de 

aparición de enfermedades crónicas. En el fruto del tomate se han identificado CNB que 

están involucrados con dichas propiedades de prevención, pero aún no se conoce 

claramente los mecanismos de acción de todos ellos. Estos CNB poseen en común 

propiedades antioxidantes que estarían mediando los efectos biológicos, sin embargo, 

los estudios actuales proponen otros mecanismos que impulsan a identificar diferentes 

CNB alimenticios. Algunos CNB identificados en frutas u hortalizas son compuestos 

electrófilos que tienden a reaccionar con moléculas ricas en electrones, como por 

ejemplo los grupos sulfhidrilos presentes en algunas estructuras proteicas. Esta reacción 

puede activar al sistema antioxidante Keap1/Nrf2 involucrado en la atenuación de 

patologías de tipo inflamatorias, como el cáncer y las enfermedades cardiovasculares.  

El objetivo de este proyecto, fue dar respuestas al modo de acción que tienen los CNB 

presentes en alimentos y en especial el tomate, en la prevención de patologías y la 

identificación de nuevos principios activos que permitan generar estrategias para 

obtener alimentos con un mayor poder nutracéutico. Para abordar este estudio se 

propuso evaluar los CNB con actividad antioxidante y electrófilos, en una población de 

frutos de tomates con una alta diversidad genética (reflejada en sus caracteres 

morfométricos y metabólicos). Los efectos biológicos in vivo de los extractos de tomate 

o CNB fueron evaluados en un modelo de estrés térmico en el organismo Caenorhabditis 

elegans (C. elegans) donde la actividad biológica beneficiosa se manifestó como un 

incremento de la termotolerancia.  

A partir de una población de tomates andinos, se obtuvieron extractos hidrofílicos 

donde se evaluó la composición de CNB con actividad antioxidante y su actividad in vivo 

en el modelo de C. elegans. Se encontraron diferencias significativas en la composición 

de CNB, actividad antioxidante y actividad de termotolerancia. Para poder identificar los 

principios activos, se emplearon herramientas de estadísticas multivariadas. Se 

determinó que los compuestos más importantes en los estudios realizados, fueron los 

ácidos cafeoilquínicos, y ácido ferúlico-O-hexósido. Dentro de los ácidos cafeoilquínicos, 
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el ácido clorogénico (ACG) es el más compuesto fenólico abundante en tomate que 

mejor correlacionó con las actividades cuantificadas y por lo tanto fue un compuesto 

interés para avanzar en el estudio del mecanismo de acción en la actividad de 

termotolerancia. Para este estudio se emplearon cepas de C. elegans con mutaciones 

en las vías de señalización de respuesta a estreses. Los resultados obtenidos indicaron 

que ACG requiere del factor de transcripción inducible por hipoxia 1 (HIF-1) para generar 

termotolerancia. Estudios posteriores mostraron que ACG activa HIF-1 y sus genes 

blancos durante la incubación previa al estrés térmico. Subsecuentemente, empleando 

una cepa transgénica de C. elegans para evaluar autofagia y silenciando genes por RNA 

de interferencia, pudimos demostrar que AGC requiere de HIF-1 y el factor de 

transcripción Heat shock factor 1 (HSF-1) y de las chaperonas HSP-90 y HSP-16 para 

activar autofagia y finalmente este proceso es requerido para que C. elegans pueda 

resistir el estrés térmico. 

Para el estudio de CNB electrófilos, se desarrolló un método químico para cuantificar la 

actividad electrofílica de extractos de tomate. Esta técnica está basada en la capacidad 

que poseen los CNB de tomate para reaccionar con el grupo sulfhidrilo del sustrato p-

nitrobencenotiol (NBT), reflejando la capacidad que tendrían los mismos para 

interactuar con sulfhidrilos de proteínas. Con esta herramienta se pudo detectar 

actividad electrofílica solamente en los extractos lipofílicos obtenidos a partir del fruto 

del tomate. La actividad electrofílica y la composición de pigmentos fue cuantificada en 

una población de tomates originados a partir de padres contrastantes en color, forma y 

tamaño del fruto. Por medio de un análisis de correlación, licopeno y β-caroteno 

mostraron la mayor asociación con la actividad electrofílica, indicando que podrían ser 

los precursores de los compuestos responsables de generar actividad. Como licopeno y 

β-caroteno no poseen sitios electrofílicos, se propuso identificar CNB de tomate a partir 

de la combinación de la reacción de los compuestos electrófilos presentes con NBT y el 

análisis de cromatografía acoplado a un espectrómetro de masas. Esta estrategia 

permitió detectar 15 compuestos electrófilos y se realizó la identificación tentativa de 

10 de ellos. Estos metabolitos resultaron ser principalmente carotenales, compuestos 

derivados de la oxidación de carotenos.   
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Los estudios de las actividades biológicas de termotolerancia en C. elegans mostraron 

que las fracciones que contenían los compuestos electrófilos fueron activas y que el 

mecanismo de acción estaría mediado por la reactividad de los electrófilos sobre el 

complejo de proteínas WDR-23/SKN-1, quien genera el incremento de la actividad 

citoprotectora en el gusano.  

En conjunto, estos resultados muestran nuevos CNB de tomate y sus mecanismos de 

acción sobre las vías de señalización que intervienen en la respuesta frente a estreses y 

que permiten un mejor entendimiento de la biología del estrés en C. elegans.  
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ABSTRACT 

For some years now, the study of bioactive natural compounds (BNC) has become an 

emerging area of research due to the association between regular consumption of foods 

that contain them and the decrease in the risk of suffer chronic diseases. The BNC 

identified in tomato fruit, have been involved with several prevention properties, but 

their mechanisms of action are not clearly known. These BNC have in common 

antioxidant properties that would be mediating the biological effects, however current 

studies propose other mechanisms that drive to identify different BNC. Some BNC 

identified in fruits or vegetables are electrophilic compounds that react with electron-

rich molecules, such as sulfhydryl groups present in some protein structures. This 

reaction can activate the antioxidant system Keap1/Nrf2 involved in the attenuation of 

inflammatory pathologies, such as cancer and cardiovascular diseases. 

The objective of this project is to respond to the mode of action of BNC present in foods 

and especially tomatoes, have in the prevention of pathologies and the identification of 

new active principles to develop strategies for obtaining food with greater nutraceutical 

power. To realize this study, we proposed to evaluate BNC with antioxidant and 

electrophilic activity, in a population of tomato fruits with a high genetic diversity 

(reflected in their morphometric and metabolic characteristics). In vivo biological effects 

of tomato BNC or tomato extracts were evaluated in a thermal stress model in the 

organism Caenorhabditis elegans (C. elegans), where the beneficial biological activity 

was manifested as an increase in thermotolerance. 

Hydrophilic extracts were obtained from a population of Andean tomatoes. Composition 

of BNC, antioxidant activity and in vivo activity of tomato extracts were evaluated in C. 

elegans model. Results about BNC composition, antioxidant activity and 

thermotolerance activity showed significant differences. In order to identify the active 

compounds, multivariate statistical tools were used. It was determined that the most 

important compounds in the studies carried out were Caffeoylquinic acids and Ferulic 

acid-O-hexoside. Caffeoilquinic acids and Chlorogenic acid (CGA) were the most 

abundant compounds in tomato, and therefore it was of our interest to advance in the 

study of the mechanism of action of thermotolerance activity. For this study, C. elegans 

strains with mutations in stress response signaling pathways were used. The results 
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indicated CGA requires hypoxia-inducible transcription factor 1 (HIF-1) to generate 

thermotolerance. Subsequent studies showed that CGA activates HIF-1 and its target 

genes during incubation prior to thermal stress. Subsequently, using a transgenic strain 

of C. elegans to evaluate autophagy and silencing genes by RNAi, we could demonstrate 

that CGA requires HIF-1, the transcription factor Heat shock factor 1 (HSF-1) and 

chaperone proteins HSP- 90 and HSP-16 to activate autophagy. C. elegans requires an 

increase in autophagy to resist thermal stress. 

For the study of electrophile BNC, a chemical method was performed to quantify the 

electrophilic activity of tomato extracts. This technique is based on the ability of tomato 

BNC to react with the sulfhydryl group of the p-nitrobenzenethiol (NBT) substrate, 

reflecting their ability to interact with protein’s sulfhydryl. With this tool, we only could 

detect electrophilic activity in lipophilic extracts from tomato fruit. The electrophilic 

activity was quantified in a population of tomatoes originating from contrasting parents 

in color, shape and size of the fruit. In this population, we also evaluated the 

composition of pigments. By means of a correlation analysis, lycopene and β-carotene 

were identified as the most responsible for electrophilic activity, or the precursors of 

the compounds responsible for generating activity. Due to the absence of evidence on 

the electrophilic characteristics of these compounds, it was proposed to identify tomato 

BNC from the combination of the reaction of the electrophilic BNC and NBT, using 

chromatography analysis coupled to mass spectrometry. This strategy identified 15 

electrophilic compounds, of which only 10 compounds could be tentatively identified. 

These metabolites were mainly carotenals, compounds derived from the oxidation of 

carotenes. 

Studies of the biological activities of thermotolerance in C. elegans showed that 

fractions containing electrophilic compounds were active and mechanism of action 

would be mediated by the reactivity of the electrophiles on the WDR-23 / SKN-1 protein 

complex, who generates the increase in the worm cytoprotective activity. 

Together, these results show new tomato BNC and their mechanisms of action on 

signaling pathways involved in the response to stress, and allow to get a better 

understanding of the C. elegans stress biology. 
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

1.1. - El origen del fruto del tomate  

Las Solanáceas conforman una de las familias más amplias en el reino vegetal, 

conteniendo una gran cantidad de especies, aproximadamente entre 9000 y 10000, que 

pueden habitar en una enorme diversidad de ambientes. Los miembros de esta gran 

familia se encuentran distribuidos en todos los continentes, pero la mayor diversidad 

está ubicada en la región comprendida entre el sur de EEUU-Méjico hasta la Patagonia. 

Dentro de esta familia se encuentra el género Solanum aportando alrededor de 2000 

especies distribuidas en variados ambientes. El tomate (Solanum lycopersicum) (Figura 

1) tuvo su origen en las zonas montañosas de Los Andes en América del Sur, lo que 

incluye las regiones del norte de Chile, Bolivia, Ecuador, Colombia y Perú. Este fruto fue 

llevado por los pobladores originarios desde su hábitat silvestre en las zonas andinas 

hacia las planicies de América Central, y fue allí donde se inició el primer evento de 

domesticación de la especie donde fueron seleccionados los genotipos de mayor interés 

alimenticio, que luego serían distribuidos por diferentes civilizaciones en el resto de 

América.  Se cree que dos de los centros de domesticación más importantes fueron, la 

zona de Perú (1), y el sur de Méjico (2); (3).  

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Solanum Lycopersicum. Milan Kořínek 

(2018). 

 

A principios del siglo XVI, el tomate fue llevado a Europa y otras partes del mundo, 

inicialmente como una curiosidad botánica ya que se sospechaba la presencia de 

alcaloides en la fruta (4), pero luego su aplicación abordó el campo de la gastronomía. 

El primer registro escrito sobre el consumo de tomate fue realizado en el año 1544 por 

Matthiolus, indicando que el tomate ya se estaba estableciendo en la cocina italiana en 
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ese tiempo (1). En el siglo XVIII la especie fue llevada desde Europa a América del Norte 

(5) y en el siglo XIX hacia América del Sur por la región del Río de la Plata. Después de 

eso, debido a su éxito como cultivo, el tomate encontró otros centros secundarios de 

diversificación (6) (7). Se cree que, en estos viajes de retorno, solo unas pocas variedades 

de semillas y plantas fueron devueltas hacia el continente de origen. Precisamente a 

partir de esos pocos individuos seleccionados comenzó a perfilarse el fruto del tomate 

moderno que se conoce en la actualidad. Históricamente se asume que el proceso se 

inició con una serie pequeña de individuos, seleccionados como los más aptos. Estos 

pocos individuos comenzaron a cruzarse generando descendencia con características 

genéticas similares y posteriormente esta nueva generación comenzó a cruzarse entre 

pares, produciendo progresivamente una drástica reducción de la variabilidad genética 

en la especie S. lycopersicum (8). 

Por la importancia comercial que tiene el fruto de tomate alrededor del mundo, los 

productores han enfocado sus esfuerzos en conseguir buenos rendimientos de cosecha 

aún en condiciones ambientales no óptimas. Actualmente el tomate resultante, crece 

bajo un amplio rango de condiciones, se adapta bien a diferentes tipos de suelos y tiene 

cierta tolerancia a la salinidad, aunque el crecimiento de las plantas está condicionado 

por la luz y la humedad,  entre otros factores climáticos y por la nutrición que reciben, 

dependiente de la fertilidad del suelo (9) (10) (11). En cuanto a las condiciones térmicas, 

para un desarrollo completo de su ciclo, la planta necesita una gran cantidad de calor. 

La temperatura mínima de germinación se sitúa sobre los 10 °C, y la óptima entre los 20 

y 30 °C.  

El tomate es uno de los vegetales más populares, consumidos y cultivados a nivel 

mundial. Este fruto no es solo un componente importante de la tradicional dieta 

mediterránea, sino también de muchas otras dietas occidentales. Las estadísticas 

indican que en el año 2018 se produjeron 37.7 millones de toneladas de tomate para la 

industria en todo el mundo, y Argentina fue responsable de 0.43 millones de toneladas 

de dicha producción. Además, en nuestro país, el consumo per cápita de fruto de tomate 

alcanza los 14 kg/ habitante/ año, una de las tasas de consumo más elevadas de toda 

América (www.tomate2000.com). En la Argentina, el fruto del tomate es la tercera 

especie hortícola en importancia por su superficie cultivada. Una de las zonas 

productoras más importantes de tomate para la industria es la región de Cuyo, mientras 
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que la producción de tomate para el mercado en fresco se localiza en los cinturones 

hortícolas de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires, La Plata, Rosario, Corrientes y Salta 

(12). Debido a la importancia económica de su producción, los programas de 

mejoramiento de la especie han pasado por diferentes intereses a medida que 

transcurrían las épocas. En la década del 90, las características buscadas por estos 

programas fueron: consistencia en el tamaño, forma, color, resistencia a enfermedades 

y estrés abiótico, mayor rinde por planta, maduración pareja, menor deterioro 

postcosecha; todas características que apuntaban a una finalidad comercial (13). Pero, 

a expensas de obtener estas aptitudes mencionadas, se fueron desvaneciendo otras 

características muy estimadas por los consumidores habituales del fruto, como por 

ejemplo el aroma y sabor característicos del tomate. En los últimos años, junto con el 

aumento en la tendencia del autocuidado, los consumidores regulares de tomate han 

reclamado, incluso con la intención de pagar mayores precios, alimentos que además 

del valor nutritivo y calidad organoléptica, aporten beneficios a las funciones fisiológicas 

del organismo humano. Gracias a estas nuevas demandas, se generó una nueva área de 

desarrollo en las ciencias de los alimentos y de la nutrición que corresponde al estudio 

de las propiedades nutracéuticas de los alimentos. 

 

1.1.1. - Compuestos Naturales Bioactivos 

Se define como nutracéutico a cualquier sustancia, que puede ser un alimento o parte 

de un alimento que provee beneficios a la salud de quien los consume, incluyendo la 

prevención y el tratamiento de las enfermedades (14). Los vegetales son alimentos con 

características nutracéuticas, ya que proveen múltiples compuestos naturales bioactivos 

(CNB). Desde hace algunos años, el estudio de los CNB se ha convertido en un área 

emergente de investigación debido a la evidente asociación entre el consumo regular 

de los alimentos donde están presentes y la disminución del riesgo de padecer 

enfermedades crónicas como el cáncer, trastornos cardiovasculares y enfermedades 

neurodegenerativas.  

Un compuesto bioactivo es una sustancia que tiene una actividad biológica, relacionada 

con su capacidad para modular uno o más procesos metabólicos, lo que resulta en la 

promoción de mejores condiciones de salud (15) (16). Dichos compuestos forman parte 

de las propiedades nutricionales de un alimento favoreciendo una buena capacidad 
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física y buen estado mental de la persona que los consume. Incluir CNB en la dieta 

produce un efecto beneficioso sobre el organismo a corto, mediano y largo plazo (17). 

Los frutos de tomate al igual que muchos otros vegetales, pueden ser considerados 

como alimentos con características nutracéuticas ya que son excelentes fuentes de CNB, 

incluyendo ácido ascórbico, ácido clorogénico, rutina, carotenos, y tocoferol.  

Actualmente, numerosos estudios mostraron que existe una estrecha asociación entre 

el consumo de tomate y la prevención de afecciones crónicas. Se indica que el tomate 

puede tener un efecto beneficioso contra la depresión inmunitaria, ateroesclerosis, 

trastornos cardiovasculares y afecciones cancerosas del aparato digestivo gracias al alto 

contenido de compuestos antioxidantes y vitaminas (18).  

 
¿Qué efectos generan sobre el organismo los CNB del tomate para producir las 

propiedades beneficiosas recién mencionadas? ¿De qué manera se relacionan los CNB 

presentes en el fruto del tomate y el retraso o disminución en la aparición de 

enfermedades crónicas?  

Para responder estas interrogantes es necesario definir algunos conceptos. 

 

1.1.2. - Radicales libres 

Los radicales libres forman parte de nuestra fisiología, se generan en los organismos 

como resultado del metabolismo celular y de los factores ambientales, pero cuando se 

su producción es exacerbada, puede causar daño sobre diferentes moléculas biológicas 

y ser la causa de numerosas enfermedades crónicas como algunos cánceres, diabetes, 

patologías cardiovasculares, 

procesos reumáticos, patologías 

gastro-entéricas, afecciones 

broncopulmonares o procesos 

neurodegenerativos (19) (20). 

Estas enfermedades se 

caracterizan por cursar con un 

elevado nivel de estrés oxidativo, 

que puede ser debido a una sobreproducción de especies reactivas o a una disminución 

de las defensas antioxidantes (21). 
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Los radicales libres son moléculas o fragmentos moleculares (orgánicos e inorgánicos) 

que tienen uno o más electrones desapareados o libres en su orbital externo, por lo que 

son muy reactivos ya que tienden a captar un electrón de moléculas estables con el fin 

de alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido 

sustraer el electrón que necesitaba, la molécula estable que se lo cede se convierte a su 

vez en un radical libre por quedar con un electrón desapareado, iniciándose así una 

verdadera reacción en cadena (22) (23) (24) (25) (26) (27). Un radical libre será más 

estable cuanto mayor sea su capacidad para deslocalizar su electrón impar, lo cual 

depende de su estructura química y en particular de factores electrónicos y estéricos. La 

vida media de un radical libre es inversamente proporcional a su reactividad (26). 

Un exceso de radicales libres en el sistema puede alcanzar niveles tóxicos, originando 

daño celular como resultado de las alteraciones sobre el metabolismo de los proteínas, 

carbohidratos y lípidos (28). La capacidad que tenga cada radical libre para actuar como 

agente oxidante está determinada por factores como su reactividad, especificidad, 

selectividad y difusibilidad. La importancia toxicológica que pueda tener un radical libre 

en el organismo, dependerá tanto de su reactividad como del lugar en que sea generado, 

así como de la distancia del lugar de generación a la que se hallen moléculas vitales para 

la célula (29). 

 

 

Nuestro organismo, dispone de mecanismos de defensa frente el estrés oxidativo, pero 

muchas veces estas defensas pueden no ser suficientes, el efecto antioxidante de los 

CNB de los alimentos funcionaría como una fuente exógena para compensar el 

desbalance.  
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1.1.3. - Compuestos Antioxidantes 

Un antioxidante es cualquier sustancia que en presencia de un sustrato oxidable retrasa 

o inhibe la oxidación del mismo (aún en bajas concentraciones en relación al sustrato 

oxidable) (30). Se caracterizan por ser muy heterogéneos, pueden ser hidrofílicos o 

lipofílicos, localizarse intra o extracelularmente, y proceder de diferentes fuentes 

(algunos son nutrientes o proceden de éstos y otros son productos del metabolismo). 

Los antioxidantes tienen la capacidad de arrestar los procesos de lipoperoxidación y sus 

efectos, y pueden prevenir la oxidación debido a la inactivación de los radicales libres o 

las especies reactivas de oxígeno (EROs) (31). 

 

 

Las moléculas antioxidantes protegen del daño inducido por radicales libres, 

previniendo la formación de nuevos radicales, eliminándolos o promoviendo su 

descomposición. Entonces, los antioxidantes pueden actuar en diferentes pasos de la 

cadena de la secuencia de propagación, dependiendo de las características propias de 

los reactivos involucrados (32) (33).  

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo 

cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las 

funciones fisiológicas normales de los humanos que los consumen. Estos antioxidantes 

se forman en la planta como defensa contra radiación ultravioleta, condiciones 

ambientales desfavorables o agresión por patógenos y también para contribuir a las 

características organolépticas de los frutos como la amargura y la astringencia (34). 

Los compuestos antioxidantes presentes en el tomate se pueden clasificar como: 

hidrofílicos (lipofóbicos) o lipofílicos (hidrofóbicos). Entre los antioxidantes hidrofílicos 

se encuentran numerosos compuestos fenólicos (flavonoides y ácidos fenólicos) quienes 

contribuyen a la formación de una dieta saludable (35) y por su capacidad de eliminar 



 

- Bioq. Andrea del Valle Carranza - 

7 Capítulo I: Introducción 

de radicales libres, se les sugirió un rol protector, reduciendo la aparición de 

enfermedades cardiacas (36) (37). Entre los lipofílicos se destacan dos carotenoides 

principales: licopeno, que representa un 80-90% del contenido total de carotenoides y 

el β-caroteno quien ocupa el 7-10%. Se ha demostrado ampliamente que el licopeno 

tiene una fuerte actividad antioxidante, y exhibe la mayor tasa de eliminación de 

oxígeno singlete. Por su parte, β-caroteno es de especial interés debido a su actividad 

pro vitamina A (38).  La presencia de estos compuestos en el fruto de tomate serían los 

responsables de los efectos beneficiosos en los consumidores (39). 

Actualmente, la teoría de las propiedades antioxidantes ya no es la única que explicaría 

los beneficios de incluir ciertos alimentos en la dieta. En los últimos años se ha hecho 

mención de compuestos con actividad antioxidantes y también de compuestos con 

características de electrófilos presentes en ciertos alimentos (lipoalquenos, 

carotenoides, isotiocianatos, etc.) que pueden estar también relacionados con la 

prevención o el tratamiento de enfermedades crónicas (40). 

 

1.1.4. - Compuestos electrófilos 

Un electrófilo es una molécula deficiente en electrones que participa de una reacción 

química aceptando un par de electrones para formar un enlace con un nucleófilo 

(molécula de alta densidad electrónica) (Figura 2). En la mayoría de los casos la 

formación directa de aductos con los nucleófilos presentes en las proteínas, es la 

responsable de la actividad biológica de los mismos (40). 

El hecho de que existan proteínas sensibles a reaccionar con electrófilos controlando 

sistemas de respuesta celular, como por ejemplo la respuesta al estrés oxidativo (41), 

hace que las moléculas electrófilas puedan modular vías de señalización y desencadenar 

respuestas a eventos patológicos. Es por esta razón que se justifica la relación 

establecida entre el consumo de electrófilos y la atenuación del estrés oxidativo en el 

organismo.  
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Figura 2: Representación esquemática de la interacción entre los derivados carotenoides con un grupo 

tiol proteico. Los carotenoides electrófilos contienen carbonilos insaturados (destacado con un círculo 

punteado) que pueden formar aductos de Michael con los grupos tiol nucleófilos presentes en las 

proteínas. Como resultado se forma una unión entre la doble ligadura conjugada del derivado y el grupo 

tiol de la proteína. Karin Linnewiel y col. (2014)  

 
Se conoce actualmente que los productos de oxidación derivados de los compuestos 

presentes en el fruto del tomate, poseen propiedades de electrófilos (42). Sus 

potenciales actividades benéficas han generado interés en su estudio. Sin embargo, 

existe poca información sobre su aporte en las propiedades nutraceúticas del fruto de 

tomate. 

Con la información disponible hasta el momento, debemos considerar mucho más que 

los antioxidantes convencionales a la hora de evaluar las propiedades nutracéuticas del 

fruto del tomate, y para ello, es necesario desarrollar nuevas técnicas de laboratorio que 

permitan explorar diferentes tipos de actividades biológicas y permitan además la 

identificación de los compuestos activos. Por otro lado, necesitamos un modelo lo 

suficientemente completo y sencillo para llevar a cabo las determinaciones deseadas, 

en periodos cortos de tiempo. 

Para poder realizar un trabajo que incluya todo lo anteriormente mencionado, se 

propone el modelo de Caenorhabditis elegans (C. elegans), el cual es actualmente una 

herramienta experimental sumamente útil para el estudio de las actividades biológicas 

de compuestos presentes en los alimentos. Este nematodo permite evaluar con 

facilidad, los efectos generados por compuestos puros y extractos obtenidos a partir de 

frutos y profundizar sobre las vías de señalización que pueden ser moduladas por los 

CNB presentes. 
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1.2. - Caenorhabditis elegans   

En la década de los 60, Sydney Brenner tuvo la visionaria idea de proponer a C. elegans 

como un posible modelo animal para el estudio de la biología molecular, biología del 

desarrollo, genética, desarrollo del sistema nervioso entre otras áreas (43). Con el paso 

del tiempo, la investigación sobre C. elegans se expandió para explorar múltiples y 

diversas áreas de la biología moderna, incluyendo los estudios de las interacciones entre 

células eucariotas, las interacciones huésped-parásito y en nuestro caso, el estudio de 

los efectos de los CNB presentes en los alimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: nematodo Caenorhabditis elegans hermafrodita adulto. © Ian D. Chin-Sang 2019 

 

C. elegans (Figura 3) se clasifica como un nematodo de vida libre y en la naturaleza 

puede encontrarse en el suelo, más específicamente en la materia vegetal en 

descomposición, la cual suministra la fuente bacteriana necesaria para su alimentación 

y desarrollo (44).  

Actualmente se considera a C. elegans como un modelo óptimo para la investigación. Se 

pueden detallar varias características del modelo, que demuestran su versatilidad 

experimental: el bajo costo de mantenimiento y aplicación en laboratorio, el sencillo 

desarrollo de las cepas a gran escala, y la fácil manipulación de los individuos en 

comparación con otros modelos in vivo. 

Además C. elegans tiene un ciclo de vida corto. Un ciclo completo, desde la eclosión de 

huevos hasta alcanzar el estadio adulto, toma aproximadamente 3 días a 20 °C. De 

incrementar la temperatura a 25 °C, el ciclo de vida puede acortarse a 2.5 días, ya que 

la tasa de desarrollo animal se puede controlar con la variación de la temperatura (Figura 

4). Es remarcable que la estrecha relación que existe entre la temperatura de desarrollo 

y el ciclo de vida del C. elegans, hace posible que los tiempos de trabajo sean flexibles y 
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puedan adaptarse a las necesidades de laboratorio (siempre que los cambios en la 

temperatura no tengan un efecto per se sobre el organismo). 

 

Figura 4: Modificación de los tiempos de desarrollo dependiendo de la temperatura. En verde y violeta se 
observan los tiempos en horas, cuando el desarrollo se lleva a 20 y 25 °C respectivamente. Modificado de 
Altun y Hall (2012). 

  

Una cualidad a resaltar sobre el modelo de C. elegans, es la capacidad de sobrevivir 

después de ser congelados. Esta característica disminuye la tasa de mutaciones de las 

cepas, las tareas y los costos de mantenimiento.   

Por otro lado, gracias a su tamaño milimétrico, el desarrollo de poblaciones enteras 

puede llevarse a cabo en placas de Petri. Las larvas recién nacidas de C. elegans tienen 

0.25 mm de largo, y los adultos alcanzan aproximadamente 1 mm. Una lupa de disección 

es suficiente para observar los nematodos y permite distinguir con facilidad los 

diferentes estadios larvales, el tipo de movimiento, el proceso de alimentación y la 

postura de huevos en la población. Con el uso de un microscopio óptico o un confocal, 

puede alcanzarse una resolución mucho más fina, lo que permite llevar a cabo análisis 

relacionados al desarrollo y la función celular. 

Además, debido a que C. elegans es transparente, se pueden discriminar detalles de su 

estructura interna mediante el uso de proteínas fluorescentes, y esta técnica puede 

utilizarse también para etiquetar proteínas o compartimentos subcelulares, lo que 
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permite llevar a cabo estudios sobre el desarrollo y la caracterización de las proteínas in 

vivo (Figura 5). 

 

 
Figura 5: Representación de algunas cepas con incorporación de GFP. 
a) Cepa CL2166, permite visualizar el incremento de las concentraciones de la enzima GST, b) cepa LG331, 
muestra el incremento del factor de transcripción Skn-1. c) cepa DA2123 muestra el punteo resultado de 
la inducción de autofagia. 
 

En cuanto a las facilidades para la reproducción de gusanos, debido a que un alto 

porcentaje de la población de C. elegans son hermafroditas autofertilizantes, un solo 

adulto grávido puede poner hasta 200 huevos, durante un período de seis días, razón 

por la cual un solo animal puede poblar una placa de desarrollo y generar una población 

completa. Gracias a las características propias de los huevos, antes de comenzar un 

ensayo de laboratorio, los animales se pueden sincronizar aislando larvas recién nacidas 

o tratando adultos grávidos, con una solución de hipoclorito e hidróxido de sodio 

concentrado, lo que ayuda también a evitar la propagación de contaminaciones en las 

placas de desarrollo. Este tratamiento elimina larvas adultas, pero deja intactos a los 

huevos, ya que están protegidos por una cubierta resistente.  

En cuanto a la manipulación genética, el modelo de C. elegans se ha destacado también 

por sus facilidades (45). La autofecundación anteriormente mencionada, significa que 

después de mutagenizar los hermafroditas (P0s), cualquier alelo mutante (excepto los 

letales dominantes) puede mantenerse a través de la autopropagación en la progenie 

de primera generación (F1), de segunda generación (F2), etc. sin necesidad de que 

ocurra apareamiento. Esta propiedad permite la amplificación de una cepa mutante sin 

dificultad. Por otro lado, contamos con la posibilidad de reducir la actividad genética 

mediante la alimentación con ARNi (ARN interferente), ya que con la utilización de 

bacterias transformadas como alimento, los nematodos pueden incorporar a través de 

a) b) c) 
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su intestino un vector que generará la modificación deseada en el gusano y esta 

modificación se volverá estable y podrá ser heredada a la generación posterior (46). 

Una característica sumamente importante, es que C. elegans fue el primer organismo 

multicelular con una secuencia del genoma completa (C. elegans Sequencing 

Consortium 1998) lo que ha conducido a la identificación molecular de muchos genes 

clave en los procesos biológicos y de desarrollo celular. Las similitudes entre los procesos 

celulares y moleculares presentes en C. elegans y otros animales a lo largo del tiempo 

evolutivo (metabolismo, estructura y función de los orgánulos, regulación génica, y 

biología de proteínas) han hecho de C. elegans un excelente organismo con el cual 

estudiar biología general de metazoos. Al menos el 38% de los genes codificadores de 

proteínas de C. elegans tienen ortólogos en el genoma humano (47) y el 60-80% de los 

genes humanos tienen un ortólogo en el genoma de C. elegans (48).  Por lo tanto, que 

el modelo posea estos mecanismos conservados en relación a organismos superiores, 

hace que muchos descubrimientos en C. elegans tengan relevancia para el estudio de la 

salud y la enfermedad humana.  

 

Las características mencionadas, propias del modelo, justifican de una excelente manera 

la elección de C. elegans como una herramienta experimental, para el estudio in vivo de 

la actividad biológica y los mecanismos de acción de los CNB, que otorgan propiedades 

nutracéuticas al fruto de tomate. 

 

1.3. - Escenario de la Tesis Doctoral 

Desde hace algunos años, el estudio de los CNB se ha convertido en un área emergente 

de investigación debido a la evidente asociación entre el consumo regular de los 

alimentos que los contienen y la disminución del riesgo de aparición de enfermedades 

crónicas. Numerosos estudios indican que existe una estrecha asociación entre el 

consumo de tomate y la prevención de las patologías antes mencionadas. En el fruto se 

han identificado CNB que están involucrados en dichas propiedades de prevención, pero 

no se conoce claramente sus mecanismos de acción (49). Estos CNB poseen en común 

propiedades antioxidantes que estarían mediando sus efectos biológicos. Sin embargo, 

los estudios actuales proponen otros mecanismos que impulsan a identificar nuevos 

CNB en alimentos. En nuestro laboratorio, contamos con el modelo in vivo de C. elegans, 
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para el estudio de las propiedades nutracéuticas de los frutos de tomate. En este 

proyecto, se pretende dar respuestas al modo de acción y la bioactividad del fruto de 

tomate en la prevención de patologías, e identificar nuevos principios activos que 

permitan generar estrategias para obtener alimentos con un mayor poder nutracéutico. 

Finalmente, a partir de los resultados que se obtengan de este estudio, se pretenderá 

hacer un aporte al entendimiento de los mecanismos moleculares y bioquímicos que 

están involucrados en la biología del estrés térmico. 

 

1.4. - Objetivo General  

El objetivo general de este plan de tesis consiste en investigar los mecanismos 

moleculares y bioquímicos por los cuales los CNB derivados del fruto del tomate, regulan 

los procesos celulares y tisulares asociados con el estrés. 

Para poder conseguir nuestro objetivo principal, se plantean los siguientes objetivos 

específicos, alrededor de los cuales se irá desarrollando el siguiente trabajo de tesis: 

 

1.5. - Objetivos específicos   

1- Caracterizar la actividad antioxidante y de electrófilos e identificar la composición de 

CNB en una población de frutos de tomate. 

2- Establecer la actividad biológica de extractos y CNB de frutos de tomate en C. elegans. 

3- Investigar las posibles interacciones de los extractos/CNB de tomate con las vías de 

señalización relacionadas con el estrés térmico. 
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. - Obtención de muestras 

En el presente trabajo se utilizaron 2 grandes poblaciones de tomate. Los cultivos de 

ambos grupos se llevaron a cabo en el Campo Experimental del Instituto de Horticultura 

de la Facultad de Ciencias Agrarias dependiente de la Universidad Nacional de Cuyo, en 

Mendoza, Argentina (33°0,3´S, 68°52´O, a 912 metros sobre el nivel mar). 

El primer grupo de frutos está conformado por 11 variedades locales de tomate andino 

autóctonos (A), 3 cultivares comerciales (C) y 2 cultivares silvestres (S). Este grupo de 

muestras fue originado a partir de semillas de 16 accesiones de tomate, obtenidas del 

Banco de Germoplasma de la Estación Experimental de La Consulta del Instituto de 

Tecnología Agropecuaria (INTA) en La Consulta, Mendoza, Argentina. Las accesiones 

#407 de Solanum habrochaites y #4739 de Solanum pimpinellifolium fueron 

multiplicadas de semillas enviadas por CM-Rick Genética de Tomates (Universidad de 

California). Las demás accesiones pertenecían a Solanum Lycopersicum (Tabla I). Las 

semillas fueron plantadas en macetas de 150 mL hasta que produjeron de 3 a 4 hojas, 

en ese momento, fueron trasplantadas a tierra en una parcela homogénea conservando 

un diseño aleatorio para cada genotipo, en diferentes sectores de la parcela. De esta 

manera, los frutos fueron obtenidos de diferentes sectores, minimizando las variaciones 

que los efectos naturales del sitio de cultivo pudieran generar sobre los frutos. El 

cosechado fue realizado manualmente, y se priorizaron los frutos que poseían un 

estadio de madurez similar. El estadio madurativo se definió por el color y la firmeza del 

fruto. Se obtuvieron 3 frutos provenientes de 3 plantas distintas de un mismo genotipo 

(50).  Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, cada fruto pudo ser considerado 

como una réplica biológica y analítica de un mismo cultivar.  
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Tabla I: Primer conjunto de muestras. De cada uno de las muestras listadas, se obtuvieron 3 frutos, 
consideradas como replicas biológicas. 
 
 

El segundo grupo de muestras estaba originalmente conformado por 73 frutos, 

derivados de un proyecto que tuvo como propósito profundizar el conocimiento sobre 

los genotipos híbridos y el mejoramiento de las variedades, la herencia del color del 

fruto y otros caracteres de calidad nutricional en el tomate cultivado.  

La mayoría de las variedades cultivadas y algunas especies silvestres, poseen frutos rojos 

a la madurez, pero también hay variedades que producen frutos de color verde, 

amarillo, anaranjado y marrón. Esta población se generó a partir del cruzamiento de dos 

variedades altamente contrastantes en tamaño, forma y color de sus frutos. La 

población estuvo conformada por las variedades cruzadas y su progenie F1 y F2 (Figura 

1).  

Las semillas utilizadas para obtener los individuos progenitores fueron generadas por 

selección de plantas autofecundadas durante cinco temporadas. A partir de una 

muestra original de semillas de polinización abierta depositadas en el Banco de 

Germoplasma del INTA La Consulta. Se utilizó un progenitor femenino de origen ruso, 

con frutos de color marrón, gran tamaño y forma semiaplanada. Por otro lado, como 

progenitor masculino, se utilizó un fruto tipo cherry de color amarillo pálido y forma 

esférica, procedente de Inglaterra.  

Especie Accesión  n° País, provincia color

Solanum lycopersicum 3819 (A) Arg, La Plata rojo

Solanum lycopersicum 565 (A) Arg, Jujuy rojo

Solanum lycopersicum 3842 (A) Arg, Mendoza rojo

Solanum lycopersicum 4735 (C) comercial rojo

Solanum lycopersicum 3815 (A) Arg, Mendoza rojo

Solanum lycopersicum 571 (A) Arg, Catamarca rojo

Solanum lycopersicum GPEA (Garden Peach ) (C) comercial rojo

Solanum lycopersicum 572 (A) Arg, Catamarca rojo

Solanum lycopersicum 3806 (A) Arg, Mendoza rojo

Solanum lycopersicum 560 (A) Arg, Salta amarillo

Solanum habrochaites LA407 (S) (colección SAL 160) Ecuador, Guayas verde

Solanum lycopersicum 4742 (C) comercial amarillo

Solanum lycopersicum 552 (A) Arg, Catamarca rojo

Solanum lycopersicum 4750 (A) Arg, Luján azul-morado

Solanum lycopersicum 557 (A) Arg, Salta rojo

Solanum pimpinellifolium 4739 (S) (LA1589, colección SAL) Perú, La Libertad rojo
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Durante la temporada estival 2014-2015 se evaluaron cinco plantas del progenitor 

femenino, seis plantas del progenitor masculino, cuatro plantas de la generación F1 y 58 

plantas de la generación F2, en un diseño completamente aleatorizado (51). El marco de 

plantación fue de 1.5 m entre surcos y 0.3 m entre plantas. El cultivo estuvo protegido 

por malla antigranizo, y se realizaron las tareas de cultivo y fitosanitarias típicas, 

necesarias para su desarrollo hasta finalizar el período de cosecha.  

Una vez que los frutos fueron cosechados, se trasladaron en hielo por una corta distancia 

hacia el laboratorio, donde se enjuagaron con agua, se retiró el pedúnculo de los frutos 

y fueron trozados groseramente, para inmediatamente congelarlos con nitrógeno 

líquido y conservarlos en congelador de -80 °C en cajas individuales plásticas hasta el 

procesamiento de los mismos (52). Para llevar a cabo el trabajo experimental, se decidió 

conservar solamente las muestras de tomate de color rojo. Como el foco de estudio se 

ubicó sobre los pigmentos presentes en las muestras, fue necesaria una división del 

conjunto total, y por el número de muestras disponible para cada color, solo los tomates 

rojos permitían llevar a cabo análisis estadísticos. 

  

 

Figura 1: Imágenes de la parte interna de los frutos del progenitor femenino 4637, del progenitor 
masculino 4635, el híbrido F1 y la distribución fenotípica de la población F2. 
 



 

            - Bioq. Andrea del Valle Carranza -  

20     Capítulo II: Materiales y Métodos 

 

2.2. - Procesamiento de la muestra 

Los frutos congelados pertenecientes al primer grupo de muestras que se encontraban 

en grandes trozos, fueron procesados en un molinillo eléctrico (Molino Molab Mod.2 70 

W) a bajas temperaturas. El molinillo fue enfriado durante todo el proceso de molienda 

con nitrógeno líquido para evitar que las muestras se descongelaran. De esta forma se 

obtuvieron muestras finamente molidas, que posteriormente fueron guardadas en 

tubos plásticos de polipropileno de 15 ml debidamente rotulados a -80 °C. 

Las muestras del segundo grupo pertenecientes a la cosecha 2015, fueron liofilizadas y 

el material resultante fue guardado en tubos plásticos estancos, que se mantuvieron en 

condiciones refrigeradas hasta el momento de su procesamiento.  

 

2.3. - Obtención de extractos 

Los extractos hidrofílicos y lipofílicos se obtuvieron según los procedimientos 

propuestos por Toor y Savage, 2004 y Capanoglu y col, 2008 (53) (54) con pequeñas 

modificaciones, a partir de aproximadamente 500 mg de tomate finamente molido frío 

o a partir de 50 mg de muestra molida liofilizada. 

El extracto hidrofílico fue obtenido a partir del polvo de tomate, mediante dos 

extracciones sucesivas con 1.5 mL de metanol 75%, protegido de la luz, seguido por un 

período de sonicación y centrifugación (Centrífuga Presvac DC5-16RTV- 6000 rpm) de 15 

min cada uno, para separar la nueva fase formada del pellet de tomate. 

El extracto lipofílico fue obtenido posterior a la separación de la fase hidrofílica. Sobre 

el pellet resultante de la primera separación, se agregaron metanol p.a. y tampón salino 

Tris-HCl 20 mM pH 7, NaCl 1M, y posteriormente 3 mL de cloroformo p.a, intercalando 

las adiciones con períodos cortos de sonicación y centrifugado. Al final de la extracción 

se obtuvo un extracto hidrofílico y uno lipofílico de 3 y 4 mL respectivamente (Figura 2).  

Los extractos finales se mantuvieron al resguardo de la luz para evitar degradación de 

compuestos fotolábiles a una temperatura de -80 °C. 
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Figura 2: Diagrama de obtención de extractos a partir de frutos de tomate.  

 

2.4. - Medición de actividad antioxidante 

 

2.4.1. - Método de TEAC (Capacidad Antioxidante en equivalentes de Trolox) 

El radical ABTS● se generó a partir de su precursor el Ácido 2,2’-azinobis (3- 

etilbenzotiazolín)-6-sulfónico (ABTS). La generación del radical ABTS●+ se llevó a cabo 

químicamente utilizando persulfato potásico, esta reacción se realiza a temperatura 

ambiente en ausencia de luz, en un tiempo de 12 a 16 h. El radical catiónico obtenido es 

un compuesto de color verde-azulado, estable y con un espectro de absorción en el UV-

visible. Una vez generado el radical, la medición se realiza mediante un ensayo de pos-

adición de la sustancia antioxidante. La capacidad antioxidante de los compuestos de 

prueba se midió como una disminución del color, a una longitud de onda de 734 nm. La 

ventaja de este ensayo es que puede realizarse tanto en muestras hidrofílicas como 

lipofílicas, eligiendo el solvente apropiado en cada caso.  Los resultados de los 

compuestos a analizar se expresan en relación con equivalentes de trolox utilizado como 

reactivo de calibración (55). 
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Reactivos:  

-ABTS 7 mM.  

-Solución persulfato potásico 2.45 mM.  

-Etanol al 96 % v/v o tampón salino PBS 1x. 

-Curva de calibración con la solución de Trolox. Para la curva se utilizan concentraciones 

de 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125 mM. 

Conformación de muestras en placa de 96 pocillos: 

Blanco: 50 µL etanol 96 % + 150 µL de reactivo. 

Curva de calibración: 50 µL dilución de Trolox + 150 µL de reactivo. 

Muestras: 50 µL muestra + 150 µL de reactivo. 

Posteriormente al agregado del reactivo, se permite que la reacción tenga lugar durante 

10 minutos en oscuridad y luego se mide por espectrofotómetro. 

*(Los extractos lipofílicos deben diluirse previamente en etanol 96 %, los extractos 

hidrofílicos se utilizan sin tratamiento previo). 

El valor obtenido en equivalentes mM de Trolox es corregido por el volumen utilizado 

de muestra y expresado finalmente por cada 100 g de tomate fresco. 

 

2.4.2. - Método de FRAP (Poder Antioxidante Reductor del ion Férrico) 

Este método se basa en el poder que tiene una sustancia antioxidante para reducir el 

Fe3+ a Fe2+. El complejo férrico-2, 4, 6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido al 

complejo ferroso coloreado.  

Es un método espectrofotométrico ya que se mide la absorbancia del Fe2+. Así, cuanto 

más antioxidante es la sustancia objeto de estudio, mayor es la reducción, mayor la 

concentración de Fe2+ y más alta la señal de absorbancia (56). 

Este método sólo se utiliza en muestras hidrofílicos. 

Reactivos: 

- Ácido clorhídrico (HCl) 40 mM.  

- Solución TPTZ 10 mM.  

- Solución FeCl3-6H2O 20 mM.  

- Tampón acetato 0.3 mM, pH 3.6.  
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-Curva de calibración con la solución de Trolox. Para la curva se utilizan concentraciones 

de 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.0625; 0.03125 mM. 

Conformación de muestras en placa de 96 pocillos: 

Blanco: 10 μL metanol 75 % + 200 μL de reactivo. 

Curva de calibración: 10 μL dilución de Trolox + 200 μL de reactivo 

Muestras: 10 μL muestra + 200 μL de reactivo 

Posteriormente a adicionar el reactivo, se permitió que la reacción tenga lugar durante 

6 minutos en oscuridad y luego se midió por espectrofotómetro a 593 nm. 

El valor obtenido en equivalentes mM de Trolox es corregido por el volumen utilizado 

de muestras y expresado finalmente por cada 100 g de tomate fresco. 

 

2.5. - Medición de actividad electrofílica 

 

2.5.1. - Método de p-Nitrobencenotiol para cuantificación de electrófilos 

Este método se basa en una cuantificación espectrofotométrica que involucra la 

reactividad de un compuesto electrofílico con p-nitrobencenotiol (NBT). El progreso de 

la reacción se lleva a cabo monitoreando la pérdida del tiol libre del NBT a 412 nm, 

donde se encuentra el mayor coeficiente de absortividad molar (ε), durante un período 

de tiempo de 30 min. La progresiva pérdida del grupo tiol libre, se puede observar como 

una disminución en la coloración amarilla del reactivo utilizado. Este método representa 

el ataque nucleofílico que el grupo tiol del NBT realiza en un centro deficiente de 

electrones (57).  El decaimiento propio (pendiente de la curva de decaimiento) de la 

absorbancia del reactivo utilizado, es utilizado como blanco de reacción. La curva de 

calibración se realiza con concentraciones definidas de dinitroclorobenceno (CDNB), y 

las muestras se analizan individualmente. Una vez obtenidas todas las curvas como 

resultado de la reacción, a cada muestra analizada, se le resta el blanco de reactivo, y 

adicionalmente se grafica la curva de calibración para definir el límite de cuantificación. 

Este ensayo puede realizarse tanto en muestras hidrofílicas como lipofílicas, utilizando 

Dimetilsulfóxido (DMSO) como solvente de trabajo.   

Reactivos: 
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- Solución NBT 0.2 mM.  

- Tampón salino fosfato de potasio 0.1 M, pH 7.4. 

- Solución CDNB 10 mM.  

- DMSO.  

-Curva de calibración de CDNB. Para la curva se utilizan concentraciones de 1; 0.5; 0.25; 

0.125; 0.0625; 0.03125 y 0.015 mM. 

Conformación de muestras en placa de 96 pocillos: 

Blanco: 30 µL DMSO + 170 µL NBT 0.2 mM. 

Curva de calibración: 30 µL dilución CDNB + + 170 µL NBT 0.2 mM. 

Muestras: 30 µL muestra* + 170 µL NBT 0.2 mM. 

*(Las muestras deben secarse y resuspenderse en DMSO). 

El valor obtenido en equivalentes mM de CDNB es corregido por el volumen utilizado de 

muestras y expresado finalmente por cada 1 g de tomate fresco. 

 

2.5.2. - Preparación de reactivos para la cuantificación de electrófilos 

El NBT fue disuelto en tampón salino fosfato pH 7.4 para lograr las condiciones óptimas 

de reacción (57). El CDNB fue disuelto en acetonitrilo donde demostró una disolución 

estable y presentó una buena reactividad con el NBT. Sin embargo, los extractos 

lipofílicos de tomate presentaron una baja solubilidad en acetonitrilo (ACN). 

Como los extractos lipofílicos de tomate son prácticamente insolubles en medio acuoso, 

se realizaron pruebas con diferentes sistemas de solubilización que permitieran 

reaccionar los electrófilos de tomate con el NBT en tampón salino fosfato. El DMSO 

resultó ser el solvente más práctico y estable para la resuspensión de los extractos 

lipofílicos, siempre y cuando la concentración de los pigmentos no sobrepasara la 

capacidad de dilución del solvente. Para ello se estableció una masa fija de extracto para 

secar y re suspender, que garantizara la disolución completa de los pigmentos. A su vez 

el DMSO no interfirió con la coloración del NBT y disolvió completamente el CDNB para 

realizar la curva de calibración.  
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2.6. - Cuantificación e Identificación de compuestos presentes en los 

extractos 

 

2.6.1. - Cuantificación de compuestos fenólicos totales por Folin- Ciocalteu  

La cuantificación del contenido de fenoles totales se llevó a cabo mediante un ensayo 

que determina la capacidad que tienen los polifenoles para reducir el Mo (VI) a Mo (V). 

Como resultado de la reducción del Mo, el reactivo de color amarillo adquiere un intenso 

color azul que se mide con el espectrofotómetro. En un tubo de vidrio de 1,5 mL se 

adicionaron, el extracto, agua mili Q, el reactivo de Folin- Ciocalteu y se agitó con vortex 

durante 1 min, luego la solución de carbonato de sodio fue adicionada y se dejó 

reaccionar en oscuridad durante 120 min.  Las muestras se midieron 

espectrofotométricamente a 750 nm. Por la afinidad de los compuestos fenólicos, este 

método solo se aplicó a muestras hidrofílicos. (58) 

Reactivos:  

-Reactivo de Folin- Ciocalteu (Sigma- Aldrich). 

-Solución de carbonato sódico al 10% (Na2CO3). 

-Solución de ácido gálico. 

Curva de calibración de ácido gálico: Para la curva se utilizan concentraciones de 0.25 

mM, 0.125 mM, 0.0625 mM, 0.03125 mM y 0.015625 mM. 

Conformación de muestras en tubos de Khan para medición espectrofotométrica: 

Blanco: 50 μL de metanol 75 % + 750 μL agua miliQ + 50 μL reactivo Folin- Ciocalteu + 

150 μL Na2CO3. 

Curva de calibración: 50 μL dilución ácido gálico + 750 μL agua miliQ + 50 μL reactivo 

Folin- Ciocalteu + 150 μL Na2CO3. 

Muestras: 50 μL muestra + 750 μL agua miliQ + 50 μL reactivo Folin- Ciocalteu + 150 μL 

Na2CO3. 

El valor obtenido en equivalentes mM de ácido gálico fue corregido por el volumen 

utilizado de muestras y expresado finalmente por cada 100 g de tomate fresco. 
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2.6.2. - Identificación de compuestos fenólicos por HPLC 

Los compuestos fenólicos de las muestras de tomate fueron analizados por 

cromatografía líquida de alto rendimiento acoplada a espectrometría de masas HPLC-

DAD-ESI-EM/EM utilizando un Agilent Technologies 1200 Series equipado con una 

bomba de gradiente (Agilent G1312B SL Binary), desgasificador de solventes (Agilent 

G1379 B) y muestreador automático (Agilent G1367 D SL+WP).  El sistema de HPLC fue 

conectado a un detector con arreglo de fotodiodo (Agilent G1315 C Starlight DAD) y 

luego a un espectrómetro de masa tiempo de vuelo (QTOF) (micrOTOF-Q11 Series, 

Bruker) equipado con una interface de ionización por electro-pulverización (ESI). Las 

condiciones de la corrida se llevaron a cabo de acuerdo con el trabajo descripto por 

Frenich y col. 2005 (59). La identificación tentativa de los compuestos se realizó por su 

tiempo de retención, orden de elución, espectro UV-visible y espectro de 

fragmentación-EM en comparación con los estándares fenólicos (9 estándares 

utilizados), en adición a los descriptos por la literatura. La cuantificación de polifenoles 

se basó en las curvas de calibración externas generadas con los estándares de 

polifenoles, utilizando las áreas de los picos de masa obtenidas de los cromatogramas, 

a concentraciones entre 0.78 y 100 µg/mL. Las muestras fueron filtradas (0.45 µm) e 

inyectadas en el HPLC–ESI–EM/EM.  

 
 

2.6.3. - Cuantificación de pigmentos lipofílicos por HPLC 

Las determinaciones para cuantificar contenido y perfil de pigmentos de los frutos se 

realizaron por cromatografía líquida de alta rendimiento con detector de arreglo de 

diodos (HPLC-DAD) en un equipo Agilent Technologies 1200 Series. Se utilizó una 

columna de fase reversa C18 (agilent eclipse plus c18, de 5 um, 14.6 x 150mm), con 

detección UV a 440 nm provisto de bomba cuaternaria. Las condiciones de ensayo y fase 

móvil fueron las descriptas por Frenich y col (2005) y Torres y Andrews (2006) (59) (60). 

Los criterios de identificación de los compuestos individuales fueron los tiempos de 

retención y los espectros de masa de los iones obtenidos respecto a estándares 

comerciales. 
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2.7. - Técnicas empleadas sobre el modelo in vivo C. elegans 

 

2.7.1. - Cepas de C. elegans utilizadas 

Las cepas de C. elegans: N2 (Bristol wild-type, gusanos silvestres); ZG31 hif-1(ia4) V; 

ZG596 hif-1(ia7) V; CB1370 daf-2 (e1370) III; CF1038 daf-16(mu86) I, DA2123 

adIs2122[Plgg-1::gfp::lgg-1; rol-6(df)]II, CL2166 dvIs19 [(pAF15) gst-4p :: GFP :: NLS] III, 

LG331 geIs7 [ skn-1b :: GFP] y TK22 mev-1 ( kn1 ) III, fueron obtenidas del Caenorhabditis 

Genetic Center. Todas las cepas fueron mantenidas en agar medio de crecimiento para 

nematodos (NGM) utilizando los procedimientos estándar detallados en el Worm Book 

(61). 

 

Medio de crecimiento de gusanos: [Nematode Growth Medium (NGM)]. El NGM agar se 

preparó del siguiente modo: se pesaron 0.6 g NaCl, 3.4 g de agar, 0.5 g de peptona, para 

un volumen de 200 mL y se autoclavó 50 minutos a 121 ºC (30 min adicionales para la 

completa disolución y el aclarado del medio). Finalizado el proceso de autoclave, se llevó 

a un baño caliente a 55 ºC durante 20 minutos, para que descienda la temperatura. 

Posteriormente, bajo llama de mechero, se añadieron 200 L de colesterol (5 mg/mL), 

200 L CaCl2 1M, 200 L MgSO4 1M y 5 mL de tampón fosfato, siempre por este orden 

parar evitar que se formaran precipitados, agitando bien antes de añadir cada 

compuesto. Luego se vertió en placas de 10 cm, intentando llenar todas por igual y sin 

hacer burbujas. Preferentemente se dejaron solidificar una noche a temperatura 

ambiente antes de utilizarlas.  

Reactivos:  

Bacteriological Peptone: OXOID (England) LP0037 (IVD)  

Agar bacteriológico: Britania (Argentina) Lot: 259 B0101406 

NaCl: Biopack art 164607 [7647-14-5]. 

Colesterol: Sigma, 95% lot: S67959-159 cat: C75209 

 

2.7.2. - Sincronización de poblaciones 

Para la sincronización y el mantenimiento de cepas limpias, se utilizó el método descripto 

en el Wormbook, ligeramente modificado. 

https://www.wormbase.org/search/gene/gst-4p
https://www.wormbase.org/search/gene/skn-1b
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Reactivos para la solución de blanqueo: 

-5M NaOH 

-Lavandina comercial (NaClO) 

-Tampón salino M9: Na2HPO4 6 g, NaH2PO4 3 g, NaCl 5 g, llevar a Vf (1000 mL) con agua 

mili Q y esterilizar. Luego del esterilizado agregar 1 mL de MgSO4 1M. 

Se mezclaron 7:2:1 partes de reacción de H2O miliQ-NaClO-NaOH 5 M (la solución debe 

ser preparada justo antes de llevar a cabo la sincronización), para una placa de 80 mm 

se utilizaron 10 mL de solución de blanqueo. Se agregaron 5 mL de la solución a la placa 

de adultos L4 con algunos huevos visibles, y se realizaron lavados con una pipeta para 

intentar levantar todos los huevos posibles. Se recolectó el líquido de lavados en un tubo 

plástico de 15 mL y se repitió el procedimiento con los 5 mL restantes. Se agitó bien el 

tubo con los gusanos adultos y los huevos utilizando un vortex. Se realizaron 5 ciclos de 

agitación (10 s) espaciados cada un minuto. Este tiempo establecido, es suficiente para 

que los nematodos grávidos se disuelvan, pero no lo suficiente para que los huevos se 

vean afectados. 

Al finalizar el ciclo de agitado, el tubo con la solución y los huevos, fue centrifugado a 

1400 rpm por 1 minuto para que todos los huevos y restos se depositaran en el fondo. 

El sobrenadante fue descartado y el pellet fue lavado dos veces con agua miliQ y una vez 

con tampón salino M9 para eliminar los restos de hidróxido y lavandina que pudieran 

quedar. Finalmente, el precipitado que contenía los huevos, se sembró sobre una nueva 

placa de NGM limpia, con un pasto de E. coli ya desarrollado, cuidando de no sembrar 

un número excesivo de huevos que luego pudiera afectar el desarrollo de la población. 

 

2.7.3. - Cepa bacteriana, crecimiento y condiciones de ensayo 

El inóculo de E. coli OP50 fue desarrollado en medio Luria-Bertani (LB) a 37 °C. El césped 

Bacteriano usado para el mantenimiento de C. elegans fue preparado esparciendo 500 

μL de un inóculo de la cepa bacteriana desarrollado durante la noche en placas de agar 

NGM de 10 cm de diámetro. El inóculo fue colocado en el centro de la placa para que, 

durante el desarrollo, los gusanos permanezcan dentro de la comida. Si el sembrado de 

la bacteria se realiza cerca del borde, los gusanos tendrían más posibilidades de salir del 

agar, perderse por los bordes de la placa y morir (61). 
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Las placas fueron incubadas durante toda la noche a 37 °C en una estufa de cultivo y 

posteriormente enfriadas a temperatura ambiente antes de ser utilizadas. El inóculo 

bacteriano utilizado para los ensayos de estrés térmico con C. elegans fue concentrado 

hasta una absorbancia de 1,7 (OD660nm= 1,7) e inactivado a 65 °C durante 30 minutos. 

Una vez que la bacteria fue inactivada, 100 µL fueron adicionados a placas de agar NGM 

y enfriadas hasta 20 °C antes de ser utilizadas. La inactivación de la bacteria, aseguró que 

la concentración de la fuente de alimento no presentara variaciones entre placas y 

además evita interacciones extra en el momento en que los compuestos tienen contacto 

con la bacteria. 

Reactivos: Tryptone: OXOID (England) LP0042 (IVD)   

Bacto yeast extract: OXOID (England) LP0021 (IVD) 

NaCl: Biopack art 164607 [7647-14-5] 

 

2.7.4. - Ensayo de estrés térmico 

El efecto biológico de los extractos de tomate, o sus componentes puros fue evaluado a 

través del aumento de la resistencia o sobrevida de los nematodos frente a una 

condición de estrés térmico. El tratamiento de estrés térmico, es un ensayo rápido, 

sencillo y de buena reproducibilidad, apto para demostrar los efectos biológicos 

producidos por compuestos y extractos tanto hidrofílicos como lipofílicos sobre el 

modelo. Las adaptaciones y mejoras del modelo, permitieron mantener controladas la 

mayor cantidad de variables y analizar exclusivamente el efecto de los aditivos de 

interés. 

Todas las cepas de C. elegans fueron mantenidas en placas de Petri con agar NGM a 20 

°C. Luego de 4 días (1 generación), las cepas fueron sincronizadas y limpiadas de 

cualquier contaminante usando el protocolo anteriormente descripto. Tres días después 

de la eclosión de huevos, 20 - 30 gusanos jóvenes adultos sincronizados fueron pasados 

a placas de ensayo de 3.5 cm de diámetro con agar NGM y alimento, donde el 

compuesto de interés a evaluar fue previamente adicionado. 

Luego de un período de incubación de 18 h a 20 °C, las placas de ensayo se sometieron 

a 37 °C durante un período de 4 horas y 15 minutos (tiempo necesario para observar una 

mortalidad del 50% de la población en la placa control). Una vez que el tratamiento 

térmico finalizó, las placas de ensayo retornaron a 20 °C durante un tiempo de 
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recuperación de 18h (Figura 3). Finalmente, la supervivencia de los nematodos fue 

evaluada aplicando un estímulo suave con un ansa de vidrio para gusanos. Los gusanos 

que no respondieron al estímulo fueron contados como muertos. El resultado obtenido 

en porcentaje de sobrevida post estrés, finalmente fue relativizado con el valor obtenido 

para la placa control y se realizó un ANOVA mediante el uso del programa estadístico 

Infostat para determinar la existencia de diferencias significativas entre tratamientos. 

Para realizar estos ensayos de actividad biológica, los compuestos fueron disueltos en 

DMSO para su almacenamiento en frío y redisueltos en concentraciones seriadas antes 

de ser utilizados. El grupo denominado control, poseía la misma concentración de 

disolvente que las muestras del grupo tratamiento. La concentración final de DMSO no 

excedió el 2% y no causó ningún efecto per se en la población.  

 

Figura 3: Esquematización del ensayo de estrés térmico. 
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2.7.4.1 –Utilización de compuestos hidrofílicos: 

Por la naturaleza hidrofílica de los compuestos presentes, las diferentes diluciones 

pudieron ser adicionadas a las placas de ensayo junto con el agar NGM en el mismo 

momento en que se conformaban las placas (Figura 4). Por las características propias de 

la cutícula que rodea al nematodo y gracias a trabajos anteriores, se conoce con certeza 

que los compuestos agregados en el agar de ensayo llegan a ser incorporados por el 

gusano (62).   

 

Figura 4: Esquema del procedimiento de incorporación de aditivos hidrofílicos en las placas de ensayo. 

 

2.7.4.2 –Incorporación de compuestos lipofílicos en el ensayo: 

Por la naturaleza lipofílica de los compuestos contenidos en el extracto lipofílico, y los 

reportes sobre la afinidad que tienen con los materiales plásticos, la adición de las 

diluciones se llevó a cabo sobre la bacteria utilizada como alimento para los gusanos 

(Figura 5), en lugar de agregarlo en las placas de ensayo. 
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Figura 5: Esquema del procedimiento de incorporación de aditivos hidrofílicos en las placas de ensayo. 
 
 

2.7.4.3 Diagrama de disolución de extractos 

Extractos hidrofílicos: Para llevar a cabo los ensayos de actividad biológica, se conformó 

un pool con los frutos pertenecientes a un mismo cultivar, utilizando volúmenes 

equivalentes de cada muestra. De este procedimiento se obtuvo una nueva muestra de 

volumen final= 1 mL que representaba al cultivar completo. 

La muestra final (conformada por 3 frutos), fue llevada a sequedad bajo el flujo de N2 

gaseoso, y posteriormente el residuo seco fue redisuelto en 200 µL de DMSO. De esta 

manera se obtiene la concentración cero (0) (Figura 5). 

 

Extracto lipofílico: Para cuantificar la actividad biológica de los compuestos lipofílicos, se 

tomó un extracto o fracciones de extracto y se secaron bajo flujo de N2 gaseoso. Una vez 

obtenido el residuo seco (a partir de 300 µL originales), se resuspendió en 100 µL de 

DMSO.  Este primer eppendorf se denominó concentración 0, y se realizaron diluciones 

sucesivas 1/10 hasta llegar al tubo n°5 en DMSO. (Figura 6) 
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Figura 6: Esquema de obtención de dosis para realizar el ensayo de actividad biológica 
 
 

 

2.7.5. - Inducción de HIF-1 

Para la inducción de HIF-1, una población de gusanos sincronizados fue mantenida a 20 

°C hasta el estadio larval joven adulto (L4). Luego los gusanos fueron incubados a 25 °C 

durante 18 h, la cual es una temperatura ligeramente mayor a la óptima recomendada 

para el desarrollo de los nematodos, generando una condición de estrés no letal (63) o 

bien fueron transferidos a nuevas placas de agar NGM conteniendo 100 µM de CoCl2 

[Carlo Erba (Milano, Italia), p.a.], el cual generó en los nematodos un estado de hipoxia 

química y la posterior estabilización de HIF-1 (64). 

 

2.7.6. - Utilización de ARN de interferencia 

En el nematodo, C. elegans, el uso de ARNi es particularmente fácil y efectivo porque 

puede administrarse simplemente alimentando a los gusanos con bacterias que 

contienen los plásmidos (con ARNdc complementario al gen de interés). La bacteria E. 

coli que contenga el plásmido deseado, puede utilizarse para alimentar nematodos, y el 

ARNdc se transfiere mediante el tracto intestinal. Los plásmidos ARNi consisten de una 

secuencia codificante para ADN del gen deseado, entre dos promotores T7. El plásmido 

también tiene un marcador selectivo que confiere resistencia contra un antibiótico, por 

ejemplo, contra ampicilina (Figura 7). 

Los experimentos llevados a cabo de ARNi se realizaron alimentando a los nematodos 

con bacteria donde fue incorporado el vector con el ARNdc contra los genes de interés 

(y la muestra control incorporó una bacteria que posee un vector vacío [L4440]). La 
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bacteria transformada con los vectores apropiados fue crecida durante toda la noche a 

37 °C en medio LB y posteriormente sembradas en placas con agar NMG que contenían 

el antibiótico ampicilina (100 µg/mL) para evitar la generación de bacterias 

contaminantes. El inicio del promotor fue inducido por adición de 1 mM isopropylβ-D-1-

tiogalactopiranosido (IPTG; Sigma) en el medio, y posteriormente los huevos obtenidos 

mediante sincronización fueron adicionados sobre este césped bacteriano. Los clones de 

ARNi fueron obtenidos de Ahringer’s RNAi library (65). 

Los gusanos a los que se les efectuó ARNi fueron desarrollados en placa a 20 °C durante 

3 días y en el cuarto día, al comienzo del estadio L4, fueron pasados hacia las placas de 

ensayo e incubados durante 18 h y sometidos a estrés térmico. En las placas de ensayo, 

el pasto de bacteria fue generado a partir del mismo inóculo de bacteria que contiene el 

vector, que fue utilizado para desarrollar la población de gusanos.  

 

Figura 7: Mapa del vector L4440 vector comúnmente utilizado para 

experimentos para ARNi en C. elegans. Un fragmento del gen de interés 

(GOI) es amplificado por PCR y clonado dentro del vector L4440 doble 

T7, el cual tiene dos promotores T7 en orientaciones invertidas 

flanqueando el sitio de clonado múltiple. Los plásmidos clonados son 

transformados dentro de HT115, una cepa de E. coli deficiente en 

ARNasa con la expresión inducible de la polimerasa T7 por IPTG. 

Adaptado de https://www.addgene.org/1654/. 

 

2.7.7. - Extracción de proteínas y análisis de Western blot  

Para preparar el extracto total de gusanos, los nematodos fueron lavados de las placas 

de ensayo utilizando dodecilsulfato sódico (SDS), [US BIOLOGICAL CORP. Lot: 

L1022105M (Bs as)] al 1% frío. Luego de una centrifugación a 8000 rpm, el pellet de 

gusanos fue resuspendido en tampón salino de lisis [NaCl 137 mM, Tritón-Tris 20 mM 

pH: 8, glicerol 10 %, EDTA 2 mM], junto con el agregado de un inhibidor de proteasas 

(PMSF) y sonicado durante 20 seg. Luego de la incubación en hielo durante 20 min, las 

muestras fueron centrifugadas y las proteínas cuantificadas por el ensayo de ácido 

Bicinconínico (BCA) [PierceTM PCA Protein Assay Kit Lot# SE248349 Thermo Scientific 

(USA)].  Luego de la adición del tampón salino de muestra [SDS Tris-HCl 1 M, pH 6.8, 

glicerol 50 %, azul de bromofenol 1 %] 5x y ditiotreitol 50mM (DDT), el extracto de 
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proteínas fue desnaturalizado por 10 min a 95 °C y separado por electroforesis en gel de 

poliacrilamida 10 % con 1 % SDS. Las proteínas fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa a 110 V durante 60 min a 4 °C. Estas membranas fueron incubadas con 

leche en polvo 5 % (p/v) en TBS-Tween 20, 0.1 %(TBS-T20) por 2 h, lavadas dos veces 

con TBS, dos veces con TBS-T20 e incubado con los anticuerpos primarios anti-c-myc tag 

[ratón (1/1000)] durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron 

incubadas con un anticuerpo secundario [anti-ratón (1/2500)] durante 2h a temperatura 

ambiente. Para determinar la carga de proteínas se utilizó un anticuerpo anti-actina de 

cabra (sc- 1616 Santa Cruz). Las bandas de proteínas fueron escaneadas y analizadas 

densitométricamente utilizando un software de imágenes (UVP Vision Work s LS Image 

Acquisition and Analysis Software). 

 

2.7.8. - Extracción de ARN, transcripción reversa y PCR a tiempo real 

El ARN total fue aislado utilizando TRIzol sobre poblaciones sincronizadas de gusanos L4 

(estadio adulto) previamente sometidos a una incubación de 18 h con ACG. La 

transcripción reversa fue desarrollada utilizando el kit de síntesis iScript DNAc (Bio-Rad, 

CA, USA) utilizando 2 μg de ARN por muestra. Los experimentos de qPCR tiempo real 

fueron desarrollados de acuerdo a las instrucciones del fabricante, como se describe en 

el manual StepOnePlus para el sistema de detección iCycler iQ™ Real-Time PCR (Bio-

Rad).  Los productos de PCR fueron amplificados utilizando los siguientes primers: gen 

act-2, FP: GCGCAAGTACTCCGTCTGGATCG RP: GGGTGTGAAAATCCGTAAGGCAGA, gen 

k10h10.2 FP: TGCTGAGGTGATTCTTACCG RP: TAATGGGCTTCTGGATTTGC  

 

2.7.9. - Medición de las especies reactivas de oxígeno (EROs) 

Los nematodos bajo condiciones de control o con previa incubación con ACG fueron 

transferidos a 0.5 mL de tampón salino M9 conteniendo 5 μM de la sonda CM-H2DCFDA 

(un derivado clorometílico de H2DCFDA -Sigma-Aldrich, USA) y preincubados por 3 h a 

20 °C. Esta sonda resulta útil como indicadora de las EROs en las células. La sonda 

utilizada ingresa pasivamente en las células, donde las esterasas intracelulares escinden 

los grupos acetato. La oxidación posterior, gracias a las especies reactivas presentes, 
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produce un aducto fluorescente que queda atrapado dentro de la célula, por lo que 

facilita los estudios a largo plazo.  

Para la determinación de las EROs, se llevaron a cabo dos procedimientos diferentes. 

Determinación por microscopio: Luego de la incubación, los nematodos fueron 

montados sobre una fina capa de agar 5 % en 15 µL de tampón salino M9 conteniendo 

0.1 % de NaN3 (Sigma-Aldrich) (Monica Driscoll technique) y fueron examinados bajo un 

microscopio de fluorescencia (FV1200 Laser Scanning Microscopes) utilizando filtros de 

480/40 y 535/50 nm para excitación y emisión respectivamente. Los niveles de 

fluorescencia fueron analizados utilizando software de imagen (ImageJ) mediante la 

determinación de la intensidad/pixel promedio en cada animal. La intensidad de 

fluorescencia relativa de cada gusano fue semicuantificada. Las EROs semicuantificadas 

fueron expresadas como unidades relativas de fluorescencia en relación al control (URF).  

Medición por lector de microplaca: después de la pre-incubación, 50 µL de tampón 

salino M9 con sonda y aproximadamente 150 nematodos fueron colocados en una placa 

de 96 pocillo y leídos con un lector microplaca fluorescente (Biotek) utilizando filtros de 

480/40 y 535/50 nm para excitación y emisión respectivamente. Las EROs cuantificadas 

fueron expresadas como el incremento de la fluorescencia en una hora en relación al 

control por cada gusano. Para realizar esta última relación fue necesario realizar el 

recuento de nematodos por pocillo.  

 

2.7.10. - Cuantificación de autofagia 

LGG-1 es el ortólogo en C. elegans de LC3 de mamíferos y se utiliza comúnmente como 

marcador de autofagia (66). Para estudiar la autofagia en nematodos vivos, se generó 

un marcador visual de autofagia utilizando gusanos transgénicos que expresan la 

proteína LGG-1 fusionada con GFP (67). En este trabajo la cuantificación in vivo de 

autofagosomas se consiguió por el conteo de puntos densos (GFP:LGG-1) en las células 

hipodermales seam cell de la cepa DA2123. Para realizar el recuento de puntos, se 

utilizaron: gusanos L3 provenientes del tratamiento con ARNi, que fueron incubados con 

ACG o gusanos que fueron sometidos a estrés hormético. Los gusanos post tratamiento 

fueron montados sobre una fina capa de agar 5 % y examinados con un microscopio de 

fluorescencia (FV1200 Laser Scanning Microscopes) utilizando filtros de 480/40 y 535/50 

nm para excitación y emisión respectivamente. Finalmente, el recuento se llevó a cabo 
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utilizando el software de imágenes ImageJ. Con fines estadísticos, se observaron entre 

10 y 20 nematodos por tratamiento. 

 

2.7.11. - Cuantificación de la expresión de SKN-1 

SKN-1 es el ortólogo en C. elegans de Nrf-2. Cuando este factor de transcripción esta 

fusionado a una proteína fluorescente verde, como en la cepa LG331 (geIs7 [skn-1b:: 

GFP]), los nematodos pueden ser utilizados para la evaluación in vivo de la inducción de 

dicho factor de transcripción.  En este trabajo la cuantificación de SKN-1 se llevó a cabo 

analizando la fluorescencia total de los nematodos incubados durante 72 h con los 

compuestos de interés. Para obtener las imágenes se utilizó un microscopio Leica DMI 

8, con cámara Leica monocromática, platina motorizada y software Las-X. Las imágenes 

obtenidas fueron analizadas utilizando el software de imágenes ImageJ. Con fines 

estadísticos, se cuantificó la fluorescencia de al menos 10 gusanos por tratamiento. 

 

2.7.12. - Condición de hormesis térmica para cuantificación de autofagia 

Una parte de los nematodos que fueron generados mediante el uso de ARNi y que 

fueron incubados con DMSO cuando alcanzaron el estadio larval L3, fueron sometidos a 

36 °C durante 1h antes de ser colectados y colocados sobre el pad de agar, para la 

posterior observación en microscopio. 

Esta breve incubación a una temperatura letal es estímulo suficiente para incrementar 

la presencia de autofagosomas en los nematodos (68).  

 

2.7.13. - Cuantificación de actividades enzimáticas 

Superóxido dismutasa (SOD): Esta enzima existe en todos los seres vivos aeróbicos. Su 

principal función es catalizar la reacción de dismutación del radical superóxido en 

oxígeno y peróxido de hidrógeno. (69) 

Catalasa: Es la mayor defensa antioxidante que cataliza la descomposición del peróxido 

de hidrógeno, generada por la SOD. Comparte esta función con la glutatión peroxidasa. 

(26) (24) (70) (27) (71) (72). 

Catalasa: La actividad de la enzima catalasa fue medida en gusanos utilizando H2O2 como 

substrato, inmediatamente después de la extracción de enzimas. Para la extracción de 

enzimas se utilizó un protocolo de Bertrand y col, (2016) (73) ligeramente modificado. 
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Descripción breve del método: una población de aproximadamente 60000 gusanos en 

placas de NGM fue lavada con tampón salino M9 y centrifugada. El pellet de gusanos fue 

homogeneizado en un homogeneizador de vidrio utilizando 600 µL de tampón salino de 

ruptura/extracción frío [PBS 80ml 0.1M pH: 6.5, glicerol 20 mL, DTE 0.022 g, EDTA 0.045 

g]. Luego de la centrifugación durante 10 min, 5500 rpm a 4 °C, el sobrenadante fue 

separado y conservado (extracto enzimático). Del extracto resultante, 30 µL fueron 

incubados con 200 µL con solución de reacción [TRIS base 50.5 mM, EDTA 0.25 mM y 

H2O2 0.01 mM]. La absorbancia fue determinada a 240 nm utilizando un lector 

microplaca (Biotek). 

Superóxido dismutasa: La actividad de la enzima SOD fue determinada utilizando el 

método de reducción fotoquímico cloruro de nitrotetrazolio-azul. La reacción comenzó 

con 30 µL de metionina 47.7 mM, nitrotetrazolio-azul 10 µL 0.82 mM en PSB, EDTA 30 

µL 0.37 µM y 30 µL de riboflavina 7.33 µM, que fueron adicionados al extracto de 

enzimas, en presencia de luz (20 W). Después de 30 min de incubación, la absorbancia 

fue determinada a 595 nm.  

La actividad de ambas enzimas fue calculada en términos de contenido de proteínas, y 

las proteínas fueron cuantificadas utilizando el método de Bradford.  

Para evaluar el efecto de ACG sobre ambas enzimas, los nematodos fueron incubados 

con ACG 1,4 µM durante 18 h en placas a 20 °C y luego se procedió a obtener el extracto 

de gusanos. 

La actividad de catalasa fue reportada como nanokatales por miligramo de proteína 

(nKat mg prot-1), donde un nKat es la conversión de 1 nmol de sustrato por segundo. La 

unidad de actividad de SOD fue definida como la cantidad de enzima requerida para 

causar el 50 % de inhibición en la reducción de nitrotetrazolio-azul. Los resultados se 

relativizan con los valores obtenidos para el control (DMSO).  

 

2.7.14. - Análisis estadísticos y obtención de gráficos 

Las curvas de calibración utilizadas en los ensayos de cuantificación fueron elaboradas 

en Excel, donde se obtuvo la gráfica correspondiente, la ecuación de la recta y R. Los 

análisis estadísticos multivariados y análisis de correlaciones fueron llevados a cabo con 

el Software Infostat. Los datos obtenidos en ensayos fueron relativizados con el control 
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y expresados como la media de las réplicas ± DS (desviación estándar) y las diferencias 

significativas fueron encontradas utilizando el test ANOVA con p <0.05 en todas las 

comparaciones. Se llevaron a cabo al menos 3 réplicas de cada tratamiento.  
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CAPÍTULO III: ANTIOXIDANTES HIDROFÍLICOS DE TOMATE: 

COMPUESTOS FENÓLICOS 

 

3.1. - Introducción 

Todas las especies de tomate son nativas del oeste de Sudamérica (1).  Aquí los 

agricultores locales han seleccionado y mantenido diversas variedades autóctonas de 

tomate de la especie cultivable S. lycopersicum. Los tomates cultivados de dichas 

variedades comprenden un recurso valioso para la reproducción debido a su variación 

genética.  

Desde 2004, las variedades autóctonas de tomate argentino, cultivadas en los valles 

andinos del centro y noroeste, se han recolectado, evaluado y conservado en el Banco 

Nacional de Germoplasma como un recurso de dominio público (74) (1). La selección 

durante la domesticación del tomate ha contribuido a reducir la diversidad genética en 

este cultivo (75). Por lo tanto, las especies silvestres junto con las variedades autóctonas 

que no han sido sometidas a procesos de mejoramiento, son una fuente invaluable de 

compuestos beneficiosos para para el estudio de los efectos nutraceúticos. El tomate es 

ampliamente consumido alrededor del mundo y su consumo es considerado beneficioso 

para la salud, por reducir el riesgo de padecer múltiples enfermedades crónicas como las 

enfermedades cardiovasculares, y ciertos tipos de cáncer (76) (77).  

Las propiedades antioxidantes de la mayoría de los productos naturales se atribuyen 

principalmente a la capacidad de neutralizar radicales libres, debido a la habilidad de 

donar los átomos de hidrógeno de los grupos hidroxilos presente en su estructura de 

anillos aromáticos, la capacidad de atrapar radicales libres, funciones como agentes 

quelantes y la inducción de enzimas antioxidantes (78) (79) (80) (81). En el tomate la 

actividad antioxidante es producida por numerosos compuestos de diversa naturaleza 

química con baja o alta solubilidad en medio acuoso. El licopeno es el pigmento principal 

que se encuentra en los frutos rojos y maduros de tomate. El licopeno es un antioxidante 

lipofílico carotenoide que ha sido asociado con varios beneficios para la salud y por esta 

razón, numerosos trabajos se han enfocado en evaluar sus propiedades biológicas y en la 

producción de frutos con mayores contenidos del mismo (82). Sin embargo, el fruto de 
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tomate posee otros numerosos y no menos importantes compuestos antioxidantes. Entre 

los compuestos hidrofílicos, el fruto del tomate posee múltiples compuestos fenólicos 

(flavonoides y ácidos fenólicos) que contribuyen a conformar una dieta saludable, ya que 

pueden proteger contra las enfermedades cardiovasculares mediante su efecto 

antiplaquetario y su capacidad de incrementar la concentraciones de HDL en sangre (83) 

(35).  

Se han aplicado varios métodos in vitro para evaluar la capacidad antioxidante en los 

frutos de tomate (84) (85). Sin embargo, estos ensayos de capacidad antioxidante no 

reflejan necesariamente las condiciones fisiológicas celulares ni consideran el proceso de 

absorción, la biodisponibilidad de los compuestos y los procesos metabólicos y por eso 

los modelos de cultivo de células de mamíferos se han desarrollado para apoyar la 

investigación de antioxidantes antes de la evaluación en modelos animales in vivo y en 

ensayos clínicos en humanos (86). Estos ensayos de cultivo celular son más simples que 

los modelos animales, pero, solo abordan aspectos bioquímicos y moleculares parciales 

de la capacidad antioxidante. El invertebrado C. elegans ofrece un modelo experimental 

de preferencia en relación al cultivo celular ya que es un organismo completo que posee 

un sistema digestivo simple y fácil manipulación (87). 

Basado en estos antecedentes, el objetivo desarrollado en este capítulo fue evaluar las 

potenciales propiedades nutracéuticas de la fracción hidrofílica de los extractos 

correspondientes de las variedades locales de tomate recolectadas en los valles andinos 

argentinos e identificar los principales compuestos antioxidantes, responsables de estas 

propiedades. Para ello, se evaluó la composición, contenido y actividad biológica de 11 

variedades autóctonas de tomate andino en comparación con 3 cultivares comerciales y 

2 especies pertenecientes al género Solanum (ver tabla I, capítulo II, materiales y 

métodos). En primer lugar, se midió el contenido total de compuestos fenólicos, y luego 

se llevó a cabo el análisis de la composición de polifenoles con HPLC-ESI-QTOF. En 

segundo lugar, las capacidades antioxidantes del tomate fueron caracterizadas por 

métodos in vitro. Finalmente, se evaluó la actividad biológica in vivo de los extractos del 

fruto en términos de su capacidad para conferir tolerancia al estrés térmico en un modelo 

de C. elegans.  
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3.2. - Cuantificación de antioxidantes en la fracción hidrofílica 

 

3.2.1. - Contenido total de compuestos fenólicos 

La determinación del contenido total de compuestos fenólicos (CF) fue realizada 

siguiendo el método de Folin-Ciocalteu sobre los extractos hidrofílicos obtenidos a partir 

de frutos de tomate. El procedimiento de obtención de extractos y el método están 

desarrollados en el capítulo II de materiales y métodos (página 24). El contenido medio 

de CF arrojó un rango de valores entre 37 y 147 mg/100 g de tomate (Figura 1). Las 

especies silvestres S. habrochaites y S. pimpinellifolium (#407 y #4739 respectivamente) 

mostraron el mayor contenido de CF en comparación con todas las accesiones de S. 

lycopersicum. La proporción de CF en estas especies concuerda con lo reportado por 

Kavitha y col, 2014 (88). Sin embargo, en ese estudio, los contenidos de antioxidantes 

reportados para cultivares comerciales y especies silvestres fueron más bajos que los 

obtenidos en esta investigación (4 a 25 mg / 100 g para CF). Entre las accesiones de S. 

lycopersicum, la accesión autóctona andina # 572 mostró los niveles más altos de CF, que 

fueron equivalentes a los valores detectados en las especies silvestres. Por el contrario, 

la accesión # 3842 tenía los niveles más bajos de CF. 

 

Figura 1: El contenido total de compuestos fenólicos es expresado como mg de ácido gálico por cada 100 g 
de tomate fresco. Accesiones autóctonas (A), accesiones silvestres (S) y accesiones comerciales (C).  Colores 
diferentes y (*) para los diferentes cultivares, indican diferencias significativas (p <0.05, Scott and Knott 
test).  
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3.3. - Composición fenólica de las accesiones de tomate 

Además de cuantificar el contenido total de compuestos fenólicos en cada muestra de 

tomate, fue necesario hacer una identificación de los compuestos presentes.  

Los extractos hidrofílicos de tomate se analizaron por HLPC-DAD-EM/EM, de acuerdo con 

la metodología que se detalló en el capítulo II de materiales y métodos (página 25). Se 

identificaron 16 compuestos fenólicos de acuerdo con sus tiempos de retención, datos de 

patrones de fragmentación (espectrometría de masas), comparación con los estándares 

disponibles (ANEXO I, pág. 129) y datos de espectros UV-visible (tabla I). Todos estos 

compuestos ya habían sido reportados en tomate con anterioridad (89) (90) (91) (92). El 

ácido clorogénico (ACG), y la Rutina fueron los componentes más abundantes. Además, 

otros compuestos cafeoilquínicos como el ácido Criptoclorogénico (criptoACG) ácido 

Neoclorogénico (neoACG), un isómero del ácido Clorogénico (ACGisómero) y ácido tri-

hidroxicinamoilquínico (TriOH-ACG), fueron también encontrados en todas las 

accesiones. En contraste, naringenina-chalcona estuvo presente en 14 de los 16 cultivares 

estudiados. 

Se encontraron también compuestos correspondientes a hexosas del ácido Cafeico 

(CafAH) y dos ácidos cumárico-O-hexosas (CAH) los cuales pueden encontrarse como 

diferentes isómeros constitucionales en los tomates. Estos isómeros fueron nombrados 

con números consecutivos de acuerdo al orden de elución. 

También fueron identificados, en todas las accesiones, el ácido cafeoilhexárico (Caf-Hex) 

y el ácido ferúlico-O-hexósido (FAH). 

Para todos los compuestos identificados, los análisis cuantitativos fueron llevados a cabo 

utilizando los estándares respectivos o de derivados íntimamente relacionados de la 

misma familia de polifenoles (Figura 2) (ANEXO I, pág. 122). 
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 Tabla I: Listado de compuestos identificados por HLPC-DAD-EM/EM  

 
 

Compuestos identificados por HLPC-DAD-EM/EM 

Pico 
tR 

(min) 

Ion 

molecular 

(M-H)- m/z 

EM-EM de [M-H]- 

m/z 

ƛ (mx) 

nm 
Identificación tentativa 

1 6.7 341 179-161 n.d. Ac. Cafeoil-O-hexosa I 

2 7.2 353 191-179 325 Ac. Clorogénico isómero 

3 7.3 371 209-191 n.d. AC. Cafeoil hexárico 

4 11.6 353 191-179 325 
Ac. Neoclorogénico 

(Ácido 5-O-cafeoilquínico) 

5 11.9 341 179-161-135 
287-

303 
Ac. Cafeoil-O-hexosa II 

6 11.9 325 163 287 Ac. Cumárico-O hexosa I 

7 12 371 191 n.d. Ac. Trihidroxi cinamoil quínico 

8 12.1 355 193 313 Ac. Ferúlico-O-hexósido 

9 12.4 341 179 n.d. Ac. Cafeoil-O-hexosa III 

10 12.4 353 191-179 
325-

294 
Ac. Clorogénico 

11 12.7 341 179-135 n.d. Ac- Cafeoil-O-hexosa IV 

12 12.8 325 163 286 Ac. Cumárico-hexosa II 

13 13.3 353 191 325 
Ac. Criptoclorogénico 

(Ácido 4-O-cafeoilquínico) 

14 13.7 341 n.d. n.d. Ac. Cafeoil-hexosa V 

15 18.0 609 301 354 Rutina 

16 24.1 271 151 366 Naringenina-chalcona 

https://en.wikipedia.org/wiki/Neochlorogenic_acid
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Figura 2: Cromatograma de iones extraídos a partir de compuestos fenólicos estándar. Picos: 1. Ácido 
Clorogénico, 2) Ácido Caféico, 3) Ácido p-Cumárico, 4) Naringina, 5) Ácido Ferúlico, 6) Rutina, 7) Miricetina, 
8) Naringenina, 9) Kaempferol. 

 
Con la identificación de dichos picos, se cuantificaron los compuestos por cada accesión 

utilizando las áreas y las curvas de calibración construidas con los estándares disponibles. 

Los compuestos fenólicos fueron expresados como mg por cada 100 g de tomate fresco 

(Figura 3). 
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Cuantificación de compuestos fenólicos 
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Figura 3- continúa en la siguiente página - 

 

 

Figura 3: Composición de compuestos fenólicos en los frutos de tomate, por accesión. Los compuestos 

fenólicos fueron expresados como mg por cada 100 g de tomate fresco. #LA407, #4739 son accesiones 

silvestres (S), #4735 Y #4742 son accesiones comerciales (C) y las demás muestras son accesiones 

autóctonas (A).  

 

Se puede observar en las gráficas como varía la presencia de compuestos en los diferentes 

frutos, por ejemplo, CafAH-5 no está presente en todas las accesiones. Por otro lado, 

existen diferencias en las concentraciones cuando analizamos el mismo compuesto en las 

diferentes muestras.   

 

3.4. - Capacidad antioxidante in vitro de los cultivares de tomate 

La capacidad antioxidante se midió mediante los ensayos in vitro FRAP (Actividad de 

Reducción del ion Férrico) y TEAC (Capacidad Antioxidante en Equivalentes de Trolox), 

métodos descriptos en el capítulo II de materiales y métodos (página 21). La Figura 4 
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muestra las mediciones de la capacidad antioxidante expresadas como equivalentes mM 

de Trolox /100 g tomate fresco. Se obtuvieron valores que van desde 0.2 mM hasta 

valores mayores de 1 mM de Trolox.  

Las diferencias más claras en los ensayos TEAC y FRAP fueron las exhibidas por las especies 

silvestres en comparación con las S. lycopersicum, y concuerdan con los resultados 

reportados por Kavitha y col, (2014) (88). Los resultados obtenidos por ambos métodos 

mostraron que las dos accesiones de tomate silvestre (S), #4739 y #LA407, tenían la mayor 

capacidad antioxidante in vitro, seguidas por la accesión andina (A) # 572. Esto está de 

acuerdo con los altos niveles de PT anteriormente observados en estas accesiones (Figura 

1). 
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Figura 4: A) Actividades antioxidantes in vitro calculadas como FRAP B) Actividades antioxidantes in vitro 
calculadas como TEAC. Ambas expresadas como equivalente mmol de Trolox por cada 100g de tomate 
fresco. Se pueden observar accesiones autóctonas (A), accesiones silvestres (S) y accesiones comerciales 
(C). Colores diferentes para los diferentes cultivares y (*) indican diferencias significativas (p <0.05, Scott 
and Knott test). 

 
 
 

3.5. - Relación existente entre las actividades observadas 

Para comprender mejor las posibles asociaciones existentes entre la capacidad 

antioxidante in vitro y la composición de antioxidantes, se llevó a cabo un análisis de 

correlaciones canónicas (capítulo II de materiales y métodos, página 38).  

Las actividades antioxidantes in vitro cuantificadas se correlacionaron significativamente 

con el set de metabolitos (r= 0.83, p <0.0001) (Figura 5 A). La correlación entre variables 

mostró que los compuestos fenólicos, ACG, cripto-ACG y CafAH-2 fueron los metabolitos 

que se correlacionaron positivamente con las actividades y por ende quienes más 

contribuyeron a las mismas, mientras que, por el otro lado compuestos como CafAH-3 

mostraron una correlación negativa con las actividades antioxidantes in vitro (Figura 5 B). 
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A) 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

B)  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5: A) Linealidad de la correlación hallada entre metabolitos y actividades cuantificadas. B) 
Correlaciones halladas entre los compuestos presentes y las actividades antioxidantes cuantificadas. Las 
diferencias significativas entre muestras (p <0.05, Scott y Knott test) se representan con barras de diferente 
color.  
 

 
Los resultados obtenidos permitieron identificar: ácido clorogénico, cripto clorogénico y 

un ácido cafeoil-O-hexosa como los compuestos más influyentes o responsables de la 

actividad antioxidante in vitro. 
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3.6. - Ensayo in vivo de actividad biológica 

El siguiente paso fue evaluar la actividad biológica de estos extractos, la cual se expresó 

como el incremento en la termotolerancia desarrollada por C. elegans posterior a la 

incubación con los extractos provenientes de cada una de las accesiones.  

Como medida del efecto citoprotector contra el estrés que posee la fracción hidrofílica de 

los tomates, se evaluó la capacidad de conferir termotolerancia en C. elegans. La 

incubación de C. elegans a 37 ºC genera un estrés térmico y una acumulación de EROs 

que es letal en pocas horas (93). Para esta parte se expuso a los gusanos a 37 ºC durante 

4 h y 15 min, lo que fue suficiente para provocar la muerte de más del 50% de la población 

control incubada con DMSO (ensayo descripto en el capítulo II de materiales y métodos, 

página 30). Para llevar a cabo los ensayos de actividad biológica, se conformó un pool con 

los extractos de las repicas biológicas de un mismo cultivar, utilizando volúmenes 

equivalentes de cada una. Las 16 muestras resultantes fueron llevadas a sequedad bajo 

el flujo de N2 gaseoso, y posteriormente los residuos secos fueron redisueltos en DMSO. 

Como control positivo se incluyeron placas de ensayo en las que se adicionó Quercetina 

(3.3 µM) disuelto en DMSO (94). 

Luego de llevar a cabo el ensayo, y obtener los resultados de sobrevida para cada dilución 

del extracto, se trazó una curva dosis respuesta (Figura 6) y se calculó la Dosis Efectiva 50 

(DE50).  
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Figura 6: Curvas dosis respuesta de gusanos expuestos a estrés térmico, los cuales fueron previamente 
incubados con diluciones seriadas de extractos obtenidos a partir de los tomates de diferentes accesiones. 
En los ejes se representa el porcentaje de sobrevida de gusanos y el Log ug PF (logaritmo de microgramos 
de tomate en peso fresco). #LA407, #4739 son accesiones silvestres (S), #4735 Y #4742 son comerciales (C) 
y las demás muestras son autóctonas (A). Las líneas de color de la derecha diferencian las accesiones 
evaluadas. 

 

Se observó un amplio rango de dosis que generaron termotolerancia (DE50 que fueron 

desde 0.02 a 313 µg).  

La accesión # 4739 (S. pimpinellifolium), las accesiones locales autóctonas # 557, # 4750, 

# 4742, # 552, LA407 (S. habrochaites) y # 3806 (accesión comercial) mostraron la DE50 

más baja y, por lo tanto, la actividad de termotolerancia más fuerte, mientras que las 

variedades comerciales GPEA y razas locales # 3842, # 3819, # 572 y # 571 mostraron 

valores de DE50 significativamente más altos y, por lo tanto, la actividad de 

termotolerancia más baja (Figura 7).  

 

Figura 7: Actividad de los extractos sobre C. elegans representada como DE50 (µg de peso tomate fresco). 
#LA407, #4739 son accesiones silvestres (S), #4735 Y #4742 son accesiones comerciales (C) y las demás 
muestras son accesiones autóctonas (A). Las diferencias significativas entre muestras (p < 0.05, Scott y Knott 
test) se representan con barras de diferente color.  

 

De esta manera se pudo observar que una diferencia en la composición de compuestos 

fenólicos en los cultivares se tradujo como una diferencia en la actividad biológica.   
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3.7. - Relaciones entre actividad biológica in vivo y la composición de 

metabolitos de tomate 

De la misma manera que se analizó antes, en esta oportunidad se llevó a cabo una 

correlación canónica entre la actividad de termotolerancia (DE50) y los metabolitos 

antioxidantes.  

 

Las actividades in vivo cuantificadas se correlacionaron significativamente con el set de 

metabolitos (r= 0.94, p <0,0001) (Figura 8 A).  

Cuando se observan los coeficientes de correlación obtenidos para cada uno de los 

metabolitos en relación a la DE50, se deben tener en cuenta que menores valores de DE50 

significan mayor potencia del extracto para generar un efecto biológico. Pudimos 

observar que compuestos como ACG y FAH fueron los metabolitos que se relacionaron 

con los valores más pequeños de DE50 (termotolerancia observada en el modelo de 

C.elegans) (Figura 8 B) mientras que en el otro extremo se observa que CafAH5 y CafAH3 

son los metabolitos que se relacionaron con los valores más grades de DE50 (extractos 

menos potentes) 

A) 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
B) 
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Figura 8: A) Linealidad de la correlación hallada entre metabolitos y actividades cuantificadas. B) 

Coeficientes de correlación de los metabolitos individuales y los valores obtenidos para DE50. Las 

correlaciones significativas (p < 0.05, Scott y Knott test) se representan con barras de diferente color. 

 

3.8. - Relaciones entre actividad biológica in vivo y capacidad antioxidante in 

vitro. 

Para evaluar si existía una relación entre la actividad antioxidante y la actividad biológica 

observada, se llevó a cabo una correlación canónica entre la actividad de termotolerancia 

(DE50) y la capacidad antioxidante cuantificada como TEAC y FRAP (Figura 9). 

Cuando se observan los coeficientes de correlación obtenidos para las capacidades 

antioxidantes en relación a la DE50, se deben tener en cuenta que menores valores de 

DE50 significan mayor potencia del extracto para generar un efecto biológico. Pudimos 

observar que la capacidad antioxidante cuantificada como FRAP se correlacionó 
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significativamente con los valores más pequeños de DE50 (termotolerancia observada en 

el modelo de C. elegans). 

Figura 9: Coeficientes de correlación de las capacidades antioxidantes y los valores obtenidos para DE50. 

Las correlaciones significativas (p < 0.05, Spearman test) se representan con barras de diferente color. 

 
Este resultado indica que mientras mayor actividad antioxidante cuantificada como 

capacidad reductora del ion férrico, menores serán las concentraciones necesarias del 

extracto para generar un efecto de termotolerancia en el modelo. Este resultado además 

demuestra que los mismos compuestos que generan la actividad antioxidante serían los 

que están generando el efecto biológico sobre el modelo. 

 
 

3.9. - Efectos del ácido Clorogénico en la actividad de termotolerancia en C. 

elegans 

En los resultados obtenidos, el ACG se asoció con la actividad de termotolerancia 

mediante pruebas estadísticas. Para confirmar experimentalmente esta asociación, 

evaluamos la actividad de termotolerancia en C. elegans ejercida por el compuesto puro 

(ACG) a las mismas concentraciones encontradas en las especies silvestres y en la accesión 

local #572 (la cual presentó la mayor concentración de ACG en las accesiones de la especie 

cultivable). 

Como primera medida, se evaluó la capacidad del compuesto puro para generar el rescate 

en una población de C. elegans sometida a estrés térmico y determinar la concentración 
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óptima para llevar a cabo las siguientes pruebas (utilizando las concentraciones 

encontradas en los cultivares de tomate analizados) (Figura 9). Se realizó entonces una 

curva dosis-respuesta para evaluar la actividad in vivo del ACG puro. 

 

Figura 10: Curva dosis respuesta sobre cepa N2 de C. elegans, utilizando dosis crecientes de ACG. Se utilizó 
Quercetina como control + para corroborar el incremento de la sobrevida. (*) Diferencias significativas para 
los resultados de las muestras respecto al control (p < 0.05 LSD Fisher). 
 

El ACG mostró un aumento significativo en la tasa de supervivencia de los gusanos al 

estrés térmico a las diferentes concentraciones estudiadas, con valores comparables con 

los obtenidos para el control positivo (Quercetina 3.3 µM) incluso utilizando 

concentraciones menores (95). Concentraciones entre 0.14 y 14 µM generaron 

termotolerancia en el modelo.  

 
Curiosamente, a pesar de que la accesión #572 poseía las concentraciones más elevadas 

de ACG entre las muestras autóctonas, el extracto mostró una baja actividad de 

termotolerancia en el modelo de C. elegans a diferencia de lo que se observó para las 

otras accesiones con altas concentraciones de ACG (Fig. 7). Como la rutina fue el segundo 

antioxidante mayoritario en este cultivar después del ACG, se procedió a evaluar el efecto 

de termotolerancia de la combinación de ambos antioxidantes. La rutina a la misma 

concentración encontrada en las accesiones silvestres y la concentración del cultivar 

#572, mostró individualmente una termotolerancia significativamente alta. Sin embargo, 

la actividad de termotolerancia de la mezcla de ACG y rutina a los mismos niveles de sus 
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correspondientes accesiones de tomate (Figura 10) mostró actividad en las especies 

silvestres, mientras que la mezcla correspondiente a la accesión # 572 no contribuyó a la 

termotolerancia. Este resultado evidencia un efecto antagonista de la rutina y el ACG 

cuando se encuentran en ciertas concentraciones, que podrían explicar la baja actividad 

de termotolerancia observada en la accesión # 572. 

 

Figura 11: Tasa de sobrevida post estrés de gusanos C. elegans expuestos a estrés térmico preincubados 
con diferentes concentraciones de los estándares ACG y rutina. (ACG: 0.33, 0.48, y 0.135 µg/ml y rutina: 
0.105, 0.049 y 0.486 µg/ml en el medio de reacción para representar las accesiones #4739, #LA407 y #572 
respectivamente). (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control (p < 
0.05 LSD Fisher). 
 
 

3.10. - Discusión y conclusión 

 

3.10.1. - Discusión 

La composición antioxidante en los frutos de tomate parece estar relacionada con la 

historia evolutiva de la especie y la domesticación del cultivo. La composición 

antioxidante de las especies silvestres S. habrochaites (#LA407) y S. pimpinellifolium 

(#4739) difirió claramente de la cuantificada para las accesiones de S. lycopersicum (Fig. 

1 y 3). Las divergencias genéticas entre estas especies han sido bien establecidas (96) y 

estudios previos han reportado diferencias metabólicas entre estas especies (97) (98). 

Además, se encontró una diversidad importante para la composición de antioxidantes 

entre las accesiones de S. lycopersicum (Figs. 1 y 3). Esta diversidad de antioxidantes 
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podría estar jugando un papel importante en la supervivencia y la adaptabilidad al 

entorno cambiante. Por ejemplo, los metabolitos fenólicos antioxidantes son actores 

clave para proteger las frutas contra la radiación solar (99). Aunque para este estudio 

todas las accesiones se cultivaron en el mismo ambiente (Mendoza, 700 metros sobre el 

nivel del mar), el mayor contenido de antioxidantes observado en las accesiones del 

noroeste, podría estar relacionado con una respuesta genética adaptada a las condiciones 

ambientales (regiones con alturas superiores a 2000 metros sobre el nivel del mar). 

Los antioxidantes pueden generar un efecto protector contra las enfermedades humanas 

crónicas al activar diferentes mecanismos para neutralizar la producción de EROs y 

contribuir así a las propiedades nutracéuticas de los alimentos. Un desafío actual es 

identificar las propiedades nutracéuticas de los alimentos y medir su capacidad para 

revertir los procesos oxidativos. Para este propósito, aquí demostramos que las 

potenciales propiedades nutracéuticas de las frutas de tomate pueden caracterizarse 

fácilmente por un método basado en la termotolerancia mostrada por C. elegans cuando 

se incuba con extractos de tomate. De este modo identificamos ocho accesiones de 

tomate (especies silvestres S. habrochaites #LA407 y S. pimpinellifolium # 4739 y 

accesiones de variedades locales, # 557, # 4750, # 552, # 560, # 565 y # 3815, y accesiones 

comerciales # 4735, # 4742, # 3806) con el mayor impacto en la tolerancia a estrés 

térmico. Esta actividad se correlacionó significativamente con algunos metabolitos 

antioxidantes. Los principales compuestos asociados con la resistencia al térmico en C. 

elegans fueron ácido ferúlico-O-hexósido, ácido trihidroxicinamoilquínico y ACG. La rutina 

y el ACG se probaron puros con dosis equivalentes a las encontradas en los frutos; ambos 

compuestos mostraron actividad significativa de termotolerancia en C. elegans (Fig. 10). 

Sin embargo, la actividad de termotolerancia de la mezcla rutina/ACG fue fuertemente 

dependiente de su relación molar (Fig. 10). Este resultado expuso como las propiedades 

nutracéuticas de los compuestos naturales bioactivos, pueden variar dependiendo de la 

interacción que puede existir entre ellos, cuando se encuentran en una matriz alimentaria 

compleja. La selección y mejoramiento de nuevas variedades de tomate con alto 

contenido de ACG podría contribuir a desarrollar nuevos alimentos con propiedades 

mejoradas para la salud humana. Sin embargo, en las estrategias para mejorar el 
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contenido en ácidos fenólicos (100) se deben considerar las interacciones entre los 

diferentes ácidos fenólicos individuales. 

 

3.10.2. - Conclusión 

La composición y concentración de compuestos antioxidantes en las especies silvestres y 

variedades locales fue significativamente diferente. Las actividades antioxidantes in vitro 

e in vivo cuantificadas fueron significativamente diferentes entre las accesiones. Las 

actividades antioxidantes se asociaron significativamente a metabolitos antioxidantes 

específicos como los ácidos cafeoilquínicos, y ácido ferúlico-O-hexósido. Se observó 

también que sus actividades están sujetas a las proporciones en las que se encuentren 

respecto a otros compuestos antioxidantes presentes en los frutos.  
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CAPÍTULO IV: MECANISMOS DE ACCIÓN DEL ÁCIDO CLOROGÉNICO 

 

4.1. - Introducción 

Con el objetivo de investigar las posibles interacciones de los CNB antioxidantes de 

tomate con las vías de señalización relacionadas con el estrés térmico, en este capítulo 

se estudian los mecanismos de acción y las vías de señalización moduladas por el ácido 

Clorogénico (ACG) para conferir tolerancia al estrés térmico en el nematodo C. elegans. 

 
 
 
 
 
 
 
     Figura 1: Ácido Clorogénico. 
 

El ACG (Figura 1) es un éster del ácido Caféico y el ácido Quínico. Es uno de los 

polifenoles más abundantes en la dieta humana ya que se encuentra en numerosos 

alimentos como por ejemplo café, frutas y vegetales y se ha reportado que su consumo 

genera efectos beneficiosos en la salud (101). 

El ACG inhibe la carcinogénesis en el sistema gastrointestinal, protege contra el estrés 

oxidativo in vivo; modula enzimas implicadas en el metabolismo de la glucosa (102) y 

reduce el riesgo cardiovascular por disminución de la LDL y el colesterol total (103) (104). 

Este ácido al igual que otros hidroxicinámicos, tienen propiedades antioxidantes, 

representadas por su habilidad de eliminar radicales libres. El ACG genera beneficios 

sobre la enfermedad de Alzheimer (105), infartos (106) y sobre la presión sanguínea y la 

función endotelial (107) (108). Además, el ACG es capaz de revertir los efectos pro-

oxidantes de drogas como el paraquat (109). 

En C. elegans el ACG mejora la resistencia al estrés térmico por mecanismos que aún no 

habían sido explorados. En este trabajo nos propusimos evaluar las vías de señalización 

y mecanismos moleculares que podrían estar involucradas en la termotolerancia 

inducida por ACG.  
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4.2. - Vías de señalización, mecanismos y factores de transcripción de interés 

 

4.2.1. - Vía del receptor de insulina Daf-2 

La vía de señalización insulina/IGF-1 (insulin/insulin-like signaling (IIS)) conecta el nivel 

de nutrientes con el metabolismo celular, crecimiento, desarrollo, longevidad y 

comportamiento en C. elegans. Esta vía fundamental es regulada por ligandos peptídicos 

similares a la insulina que se unen al ortólogo del receptor transmembrana de 

insulina/IGF-1 (IGFR), DAF-2.  

DAF-2/IGFR controla la actividad de una cascada de proteínas quinasas altamente 

conservada (PI3K/AKT) que culmina en la regulación del factor de transcripción DAF-

16/FoxO, quien gobierna la mayoría de las funciones en esta vía. La entrada al estadio 

de supervivencia dauer, la longevidad y reproducción en cada individuo, son 

determinadas por la integración de información acerca de la disponibilidad de 

nutrientes, tamaño de la población (competencia) y temperatura ambiente. Todas estas 

variables pueden ser interpretadas como predictores de la supervivencia futura y las 

condiciones de reproducción. Muchas de las respuestas sistémicas de C. elegans a los 

factores ambientales, están mediadas a través de IIS y su interacción con otras vías de 

señalización. Los mutantes de DAF-2/IGFR se caracterizan por la formación de dauers 

constitutivos y una longevidad incrementada en comparación con la cepa silvestre, y 

además son resistentes a diversos tipos de estrés, incluyendo calor (110) (111) (112) 

(113) (114) (115), estrés oxidativo (116), hipoxia (117), estrés osmótico (118), toxicidad 

por metales pesados (119), radiación ultravioleta (120), y proteotoxicidad (115) (121); 

(122); (123); (124); (125).  

La cepa mutante de daf-16/FoxO pierde las resistencias otorgadas por la alteración del 

receptor de insulina, sugiriendo que los fenotipos resistentes son una consecuencia de 

un incremento en la actividad de DAF-16/FoxO (126). Esta vía de señalización mediada 

por DAF-16 resulta de interés como un posible blanco para la resistencia térmica o 

termotolerancia inducida por los CNB de tomate. 
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4.2.2. - HIF-1 (Factor de transcripción inducido por hipoxia 1) 

HIF-1α está involucrado con la respuesta a hipoxia (127) (128). Cuando los niveles de 

oxígeno son altos, los residuos específicos de prolina de HIF-1α se hidroxilan mediante 

enzimas pertenecientes a la superfamilia EGL-9/PH de dioxigenasas dependientes de 

oxígeno y 2-oxoglutarato (129) (130). La hidroxilación de las prolinas en HIF-1α aumenta 

su afinidad por la proteína supresora de tumores de Von Hippel-Lindau (VHL), que es 

parte de un complejo E3 ubiquitina-ligasa que dirige a las proteínas para la degradación 

por proteasoma. Por lo tanto, cuando las concentraciones de oxígeno decaen (situación 

de hipoxia), las oxigenasas no trabajan con normalidad y HIF-1 no se degrada, se 

acumula y puede ingresar al núcleo celular para ejercer su actividad de factor de 

transcripción (Figura 1). 

Las células en mamíferos responden a la hipoxia implementando cambios en la 

expresión génica para aumentar la producción de energía anaeróbica, proteger las 

células del estrés, regular la supervivencia celular y aumentar la angiogénesis local. 

Dichos cambios están mediados mayoritariamente por HIF-1 (131) (132). 

C. elegans ha demostrado ser un sistema modelo con importantes homologías con 

modelos animales superiores, lo que permite estudiar la respuesta frente a hipoxia. El 

homólogo de C. elegans de la subunidad HIF-1α es HIF-1, y la ruta HIF-1 / EGL-9 / VHL se 

conserva evolutivamente (129), (133). En este organismo HIF-1 establece una conexión 

en las redes reguladoras que vinculan la homeostasis de oxígeno, respuesta al estrés y 

envejecimiento (Figura 1). 

En C. elegans, la disponibilidad del Fe (II), condiciones de hipoxia, al igual que las 

especies reactivas de oxígeno provenientes de una inhibición de la cadena respiratoria 

mitocondrial, promueven la activación del factor de transcripción HIF-1. El aumento de 

HIF-1 induce mayor longevidad y expectativa de vida en C. elegans (134) (135) (136) 

(137) (138).  
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Figura 1: Funciones principales de HIF-1 en las células. En el gráfico se aprecian también los estímulos que 
llevan a la estabilización del factor de transcripción y su siguiente translocación al núcleo. Imagen 
adaptada de Arthritis Research & therapy (2009). 
 
 

4.2.3. - Autofagia   

Múltiples estudios que se han llevado a cabo en C. elegans, han mostrado que la 

autofagia es un mecanismo que está íntimamente involucrado con las variaciones de la 

longevidad (139). La autofagia es un proceso celular ubicuo responsable de la 

degradación masiva de los componentes citoplasmáticos a través de una vía 

autofagosomal-lisosómica. Las principales funciones fisiológicas conocidas de la 

autofagia incluyen: 1- suministro de nutrientes durante el catabolismo, 2- generación de 

ATP en células estresadas o hambrientas, 3- generación de señales para la eliminación 

de residuos apoptóticos, 4- degradación de proteínas mal plegadas, 5- eliminación de 

orgánulos sobrantes o dañados, y 6- preservación de la estabilidad genómica.  

La autofagia tiene un papel esencial en el desarrollo de C. elegans ya que está 

involucrada en supervivencia y muerte celular, desarrollo normal, desarrollo en 

condiciones adversas, longevidad, eliminación de proteínas tóxicas o agregadas y tráfico 

de receptores de superficie celular. En C. elegans los diferentes pasos en la secuencia de 
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formación de autofagosomas (Figura 2) se encuentran conservados en relación a 

modelos mamíferos, lo que facilita su análisis y posterior extrapolación en modelos 

superiores. 

 
Figura 2: Diagrama esquemático del proceso de autofagia: La autofagia comienza con la formación del 
fagóforo o membrana de aislamiento (etapa de nucleación de vesículas). Se cree que las proteínas de la 
maquinaria central en el sitio de ensamblaje del fagóforo (SEF) conducen a la expansión del fagóforo a un 
autofagosoma (alargamiento de la vesícula). El autofagosoma puede engullir el citoplasma a granel de 
forma inespecífica, incluidos orgánulos completos o cargas objetivo específicamente. Cuando la 
membrana externa del autofagosoma se fusiona con un endosoma (formando un anfisoma antes de 
fusionarse con el lisosoma) o directamente con un lisosoma (pasos de acoplamiento y fusión), forma un 
autofagolisosoma. Finalmente, el material secuestrado se degrada dentro del autofagolisosoma 
(descomposición y degradación de las vesículas) y se recicla. Imagen adaptada de Alicia Meléndez. 
Wormbook (2009) 

 
Se presume que en C. elegans, la autofagia ocurre a niveles basales en la mayoría de los 

tejidos durante condiciones normales de crecimiento, pero se regula rápidamente en 

respuesta a ciertos tipos de estreses ambientales. La autofagia puede ser inducida por 

una serie de estímulos, incluidos los períodos de escasez de alimento, hormonas, 

hipoxia, altas temperaturas, y diversas señales de desarrollo (140); (141).  

La evidencia científica sugiere que la autofagia puede ser inducida en múltiples tejidos 

de C. elegans posterior a ser sometidos a estrés térmico o luego de sufrir una 

sobreexpresión de HSF-1 (142), por lo que la evaluación de la autofagia será una 

herramienta muy útil en el análisis de la respuesta del nematodo, posterior a la 

incubación con los compuestos de interés y antes de ingresar a la situación de estrés. 

 

4.2.4. - Proteínas de shock térmico    

En modelos de C. elegans se observó también que la longevidad requiere del Factor de 

Transcripción de shock térmico (HSF-1) (143).  
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La respuesta al shock térmico (HSR, por sus siglas en inglés Heat Shock Response), 

involucra un conjunto de respuestas que se dan como consecuencia del estrés oxidativo 

y fisiológico, relacionado con cambios en la temperatura, pH y concentración del calcio 

intracelular. Esta respuesta es mediada por la familia de factores de shock térmico (HSF) 

que se compone de seis factores de transcripción dentro de los cuales HSF-1 es el más 

relevante (HSF-1) (143). En modelos de C. elegans se observó que el incremento de la 

longevidad, también requiere de HSF-1. En condiciones basales, HSF-1 se encuentra en 

el citoplasma unido a su complejo inhibidor formado por las proteínas chaperonas 

HSP40, 70 y 90. A pesar de que no se conoce con exactitud el mecanismo de activación 

de HSF-1, se cree que está relacionado con modificaciones en el complejo inhibidor. En 

condiciones de estrés, HSF-1 es liberado de su proteína inhibidora e ingresa al núcleo, 

las unidades se asocian formando un trímero activo, el cual se une a regiones 

conservadas en el genoma denominadas elementos de shock térmico (HSE), activando 

la transcripción de genes blanco inducidos por estrés (144). Cuando HSF-1 se sobre-

expresa, extiende la expectativa de vida por una vía dependiente de DAF-16/FoxO (115) 

y retrasa la agregación de proteínas en animales (145) (115). HSF-1 y DAF-16/FoxO 

promueven la longevidad por unión al elemento de shock térmico (HSEs) y de unión a 

Daf-16/FoxO (DBEs), promoviendo la expresión de genes que codifican proteínas de 

shock térmico pequeñas (115).  

 
En este punto podemos observar como la respuesta frente al estrés, es un evento que 

incluye múltiples vías de señalización, y que estas pueden actuar individualmente o 

correlacionadas entre ellas, por lo que es necesario hacer un estudio integral que incluya 

todas las vías mencionadas.  

  

 

4.3. - Identificación de los factores o vías de señalización involucrados en la 

termotolerancia conferida por ACG  
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4.3.1. - Importancia del Factor de transcripción HIF-1 y la vía DAF-2/DAF-16 para la 

termotolerancia inducida por ACG  

Para evaluar si ACG confiere tolerancia al estrés térmico en C. elegans, gusanos jóvenes 

adultos (L4) fueron expuestos a ACG y luego sometidos a temperatura letal (37 °C) 

siguiendo el protocolo de estrés térmico que fue detallado en el capítulo II de materiales 

y métodos (página 30).  

Para este ensayo, se utilizó una concentración de 1.4 µM de ACG (146). Los gusanos 

expuestos a ACG mostraron una sobrevida significativamente mayor en relación a los 

gusanos expuestos al vehículo control. 

Numerosos trabajos reportaron que ACG puede extender la expectativa de vida de C. 

elegans mayormente mediante el factor de transcripción DAF-16 en la vía de 

señalización del receptor de insulina/IGF-1 (147).  

Para analizar la participación de la vía DAF-2/DAF-16 en la termotolerancia inducida por 

ACG, gusanos mutantes daf-2 (cepa CB1370) y mutantes daf-16 (cepa CF1038) en 

estadio L4 fueron expuestos a ACG (1.4 µM) y posteriormente a la misma temperatura 

letal.  

Anteriormente, en el trabajo de Treinin y col. (63) se estableció que adicionalmente a 

los conocidos roles de HIF-1 relacionados con la sensibilidad al oxígeno, este factor de 

transcripción también es indispensable para que C. elegans logre una adaptación al calor 

a largo plazo. Para evaluar la participación del factor de transcripción HIF-1 en la 

bioactividad del ACG, se sumó al ensayo una población de gusanos mutantes hif-1 (cepa 

ZG31), los cuales poseen una deleción de 1,231 pb en los exones 2, 3 y 4 en el gen hif-1 

generando una pérdida de función (133). El procedimiento experimental fue detallado 

en el capítulo II de materiales y métodos, pág. 30. 
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Figura 3: Efecto del ACG sobre la sobrevida frente al estrés térmico en las cepas, N2 silvestre, y los 

mutantes daf-2 (e1370), daf-16 (mu86) I y hif-1 (ia4) V. (*) Diferencias significativas para los resultados de 

las muestras respecto al control correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 

 

Como se observa en la Figura 3, ambas cepas mutantes (daf-2 y daf-16) expuestas a ACG, 

desarrollaron una supervivencia significativamente superior en comparación con sus 

propios controles (gusanos CB1370 y CF1038 respectivamente) incubados con DMSO. 

En el caso de los mutantes de hif-1, esta cepa no mostró una diferencia significativa en 

la supervivencia en relación con su propio control (gusanos ZG31) en ausencia de ACG. 

Estos resultados sugirieron que la ausencia del receptor de insulina y el factor de 

transcripción DAF-16 no alteran la respuesta de termotolerancia inducida por ACG. Por 

lo tanto, la respuesta al ACG es independiente de la vía DAF2/DAF16. Sin embargo, la 

ausencia de respuesta al ACG en la cepa mutante de hif-1 nos indicó la existe una 

relación entre este factor de transcripción y la respuesta de termotolerancia. 

Para validar posteriormente la ausencia de termotolerancia inducida por ACG en los 

mutantes de hif-1, se utilizaron dos cepas distintas: 

i) la cepa ZG596, la cual posee una mutación puntual en el gen de HIF-1 lo que produce 

una proteína truncada sin dominio de activación (148) y  
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ii) gusanos cepa silvestre N2 depletados de HIF-1 mediante el uso de ARNi (la técnica se 

desarrolla en la página 32 del capítulo II, materiales y métodos).  

 
 

Figura 4: Efecto del ACG sobre la sobrevida de gusanos sin modificaciones (N2), gusanos mutantes con 
expresión defectiva de hif-1 (hif-1(ia4) V y hif-1(ia7) V) y gusanos N2 depletados de hif-1 mediante el uso 
de ARNi. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control 
correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 
 

Los resultados observados en la Figura 4 confirmaron lo que se observó anteriormente 

con la cepa ZG31. Los dos modelos experimentales mostraron la misma ausencia de 

respuesta cuando fueron sometidos a estrés térmico. Confirmando a HIF-1 como un 

mediador del mecanismo de termotolerancia.  

Para evaluar si la ausencia de respuesta estaba condicionada por las concentraciones 

utilizadas en el ensayo, se evaluó también la actividad de termotolerancia, aplicando 

diferentes dosis de ACG en gusanos silvestres y mutantes de hif-1 (cepa ZG31) (Figura 

5).  

0

0,5

1

1,5

2

CGA - + - + - + - +

So
b

re
vi

d
a

re
la

ti
va

al
 c

o
n

tr
o

l

* 

Genotipo      N2               hif-1            hif-1           hif-1                                                                            
(ia4)V             (ia7)V             RNAi 

ACG 



 

            - Bioq. Andrea del Valle Carranza -  

74 Capítulo IV: Mecanismos de acción del ácido clorogénico 

 

Figura 5: Respuesta sobrevida relativa sobre gusanos N2 silvestre y los mutantes hif-1 (ia4) V con 

diferentes dosis de ACG µM (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al 

control correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher).  

 

Se observó un incremento en la sobrevida post estrés de los gusanos silvestres 

expuestos a dosis de ACG desde 0.14 a 14.0 µM (Figura 5) en comparación a los gusanos 

control. Sin embargo, ninguna de las dosis ensayadas indujo termotolerancia en los 

gusanos mutantes comparados con su propio control (cepa ZG31) incubados con DMSO, 

evidenciando que la ausencia de respuesta no es debida a una sensibilidad diferenciada 

por el ACG.  

Estos resultados confirmaron entonces que la termotolerancia inducida por ACG, 

necesita de un HIF-1 funcional. 

 

4.3.2. - Efecto de ACG sobre la expresión de HIF-1. 

El siguiente paso fue estudiar el efecto de ACG sobre la expresión de HIF-1. El nivel 

proteico de HIF-1 fue cuantificado en gusanos L4 de acuerdo a lo descripto en el capítulo 

II de materiales y métodos, página 33.  
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Luego de una incubación con ACG 1.4 µM por 18 h, los niveles proteicos de HIF-1 fueron 

significativamente mayores comparados con el tratamiento control (Figura 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Análisis western blot de HIF-1 y los niveles relativos de HIF-1 en gusanos incubados con ACG (1.4 
µM) o DMSO. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control 
correspondiente sin agregado de ACG (p <0.05 LSD Fisher). 

 
 
Con el propósito de evaluar la actividad del HIF-1 inducido por ACG, se evaluó la 

expresión de genes bajo la regulación de dicho factor de transcripción. Para ello se 

evaluó la expresión de k10h10.2. 

Se pudo observar que los nematodos incubados con ACG mostraron un incremento 

significativo de la expresión de ARNm (casi unas 70 veces) en comparación al control con 

DMSO (Figura 7). 
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Figura 7: Niveles relativos de ARN de K10H10.2 en gusanos expuestos a ACG (1.4 µM) o DMSO. (*) 

Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control correspondiente sin 

agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 

 

Para corroborar si la inducción de HIF-1 era suficiente para conferir termotolerancia en 

C. elegans, se analizaron gusanos L4 que fueron previamente sometidos a aclimatación 

al calor (25 °C) o a 100 µM de CoCl2 (inductor de HIF-1 por medio de hipoxia química). 

En ambos tratamientos, los niveles de proteína hif-1 fueron significativamente 

incrementados en relación al control (Figura 8a). Además, al igual que la incubación con 

ACG, la aclimatación a temperaturas elevadas y el tratamiento con CoCl2, incrementaron 

la sobrevida de la población de C. elegans sometidos a temperatura letal, mostrando 

que el incremento de HIF-1, es suficiente para inducir termotolerancia (Figura 8b).  
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Figura 8: Efectos del ACG, CoCl2, y aclimatación a temperaturas elevadas sobre HIF-1 y termotolerancia. 
A) Análisis de western blot de hif-1 y sus niveles en gusanos incubados a 20 °C con ACG, o DMSO, o en 
condiciones inductoras de HIF-1 (CoCl2 a 20°C y aclimatación 25 °C). B) sobrevidas relativas de gusanos 
incubados con ACG o tratados con las condiciones inductoras de HIF-1, luego de ser sometidos a 
condiciones de estrés térmico. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto 
al control correspondiente (DMSO a 20 °C) (p < 0.05 LSD Fisher). 
 

4.3.3. - Evaluación de los niveles de EROs y el estado antioxidante durante la exposición 

con ACG 

Múltiples trabajos indican que los niveles de las EROs influencian la expectativa de vida 

del C. elegans, actuando más como una molécula de señalización que como un agente 
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nocivo (149). De la misma manera, se ha sugerido que, en ciertas concentraciones, los 

compuestos antioxidantes pueden actuar como pro-oxidantes (150), incrementando las 

concentraciones internas de las EROs, e induciendo los sistemas de detoxificación y 

resistencia al estrés. Para analizar esta posibilidad, fue necesario evaluar el estado 

oxidativo del nematodo posterior a la incubación con ACG. Para evaluar las especies 

reactivas de oxígeno, se utilizó la cepa N2 con la sonda fluorescente CM-H2DCFDA, la 

cual permite analizar las concentraciones de EROs de manera proporcional a la 

fluorescencia observada en los nematodos. Luego de 3 horas de incubación con la sonda, 

los gusanos se observaron bajo microscopio de fluorescencia (FV1200 Laser Scanning 

Microscopes) y se tomaron fotografías para comparar los valores totales de 

fluorescencia por cada individuo. Los gusanos incubados durante 18 h con ACG 

mostraron un incremento significativo de la fluorescencia en relación al control (el cual 

fue incubado con el solvente vehículo) (Figura 9).  

 
Figura 9: Cuantificación de EROs en gusanos N2, incubados por 18 h con ACG, relativo al control incubado 
con DMSO. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control 
correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 

 

Luego de observar que la incubación con el ACG generaba cambios en el estado 

oxidativo de los gusanos, se procedió a evaluar, si el efecto era el mismo en todas las 

cepas de C. elegans, incluyendo las cepas mutantes que tienen afectadas las vías de 

señalización relacionadas a la resistencia al estrés.  
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Los niveles de las EROs fueron medidos en una población silvestre (N2) y en las cepas de 

gusanos mutantes (daf-16, hif-1) incubados con ACG o vehículo a 20 °C por 18 h (Figura 

10). En este caso por el mayor número de cepas utilizadas, la lectura de fluorescencia se 

llevó a cabo utilizando un lector multiplaca Biotek, con un número de individuos por 

pocillo de 150 gusanos aproximadamente.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figura 10: Niveles de EROs relativos en nematodos N2 y las mutantes hif-1(ia4) V y daf-16(mu86) I 
incubados con ACG. Los resultados fueron relativizados con sus propios controles incubados con DMSO. 
(*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control correspondiente sin 
agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 

 
La cepa silvestre y los gusanos mutantes daf-16 mostraron un incremento significativo 

en los niveles de EROs después de una incubación de 18 h con ACG con respecto a los 

niveles del control incubado con DMSO. Sin embargo, la cepa mutante de hif-1 (ZG31) 

no mostró cambios significativos en relación al control luego de la incubación con ACG. 

Para evaluar si el incremento de las especies reactivas de oxígeno ocurrió por una 

perturbación en el funcionamiento de las enzimas de detoxificación, se procedió a  

evaluar el estado oxidativo de una población silvestre incubada con ACG midiendo las 

actividades de las enzimas Superóxido Dismutasa (SOD) y Catalasa (CAT) (Figura 11).  
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Figura 11: Actividades de SOD y Catalasa relativas en gusanos silvestres N2. Los gusanos fueron expuestos 
a ACG o DMSO durante 18h. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al 
control correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 
 

Se observó que la actividad de SOD en la población incubada con ACG, fue 

significativamente menor respecto al control, mientras que la actividad de la enzima 

catalasa no mostró cambios estadísticamente significativos. Estos resultados sugieren 

que ACG incrementa la resistencia al estrés térmico mediante un aumento de las EROs, 

modificando la actividad de la enzima SOD y que este incremento de las especies 

reactivas de oxígeno, estaría mediado por HIF-1, ya que en ausencia de este factor de 

transcripción no se observan cambios en las concentraciones cuantificadas. 

 

4.3.4. - La termotolerancia inducida por ACG, y su relación con los procesos de autofagia 

y la vía del factor de choque térmico 

Trabajos previos han incluido a la autofagia entre los mecanismos que confieren 

termotolerancia a C. elegans (68) (151).  

Para evaluar si existía alguna relación entre la autofagia y el desarrollo de la resistencia 

al estrés térmico generado por ACG, se evaluó el efecto que este compuesto tiene sobre 

una población deficiente en el desarrollo de procesos autofágicos (152) (Figura 12).  
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Figura 12: Sobrevida relativa post estrés térmico de nematodos FX569 incubados con AGC (1.4 µM) o 
DMSO durante 18 h. (*) Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control 
correspondiente sin agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 
 

Como se observa en la Figura 12 donde se compara la sobrevida post estrés térmico de 

la placa tratada con ACG en relación a la placa control, no se evidenció diferencia 

significativa. Este resultado sugiere que probablemente el incremento de la resistencia 

térmica observada en C. elegans está siendo mediada por la autofagia, o al menos 

necesita de condiciones normales de autofagia en el organismo.   

Para explorar la relación que existe entre autofagia y la respuesta frente al ACG, se 

realizó una comparación con las condiciones de hormesis térmica, (gusanos incubados 

a 36 °C durante 1 h) donde los nematodos experimentan termotolerancia vía una 

inducción de la autofagia (153). Para ello, la autofagia fue monitoreada en las seam cells 

de una cepa de C. elegans que expresa un reportero lgg-1-fusionado a GFP (cepa 

DA2123), la cual permite visualizar la formación de autofagosomas como un punteado 

fluorescente.  

Lgg-1 es el ortólogo en C. elegans del LC3 de mamíferos. LC3 es una de las proteínas 

relacionadas a autofagia más importantes, ya que ayuda a elongar la membrana del 

autofagosoma y reclutar al cargo. Su forma lipidada (LC3-II) se encuentra en ambas 

superficies del autofagosoma (externa e interna) donde se degrada con su cargo cuando 

el autofagosoma se fusiona con el lisosoma. 
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En condiciones normales, los gusanos presentan un número bajo de autofagosomas, 

(154) (155) pero ante un estímulo que induzca el proceso de autofagia, el número de 

autofagosomas se incrementa significativamente. Los gusanos fueron expuestos a ACG 

durante 18 h a 20 °C, y posteriormente se cuantificó el punteado fluorescente por 

microscopia confocal de fluorescencia. Los valores obtenidos fueron comparados con 

los correspondientes al control negativo (DMSO) y también con los valores obtenidos 

para los gusanos expuestos a 36 °C por 1 h (hormesis térmica o control positivo) (Figura 

13). Se analizaron 10 gusanos por tratamiento, y se cuantificó el punteado de al menos 

tres seam cell en cada individuo. 

  
Figura 13: Análisis de autofagia en C. elegans DA2123. Se muestra una seam cell por tratamiento. Las 
flechas indican el punteado autofágico GFP::LGG-1. Célula control incubada con DMSO, célula de gusano 
incubado con ACG y célula del control positivo expuesto a la condición de hormesis térmica (36 °C 1h).  

 
Los resultados mostraron un incremento significativo en el número de autofagosomas 

tanto en los gusanos que sufrieron tratamiento de hormesis térmica como los que 

fueron incubados con ACG, comparados con el control (DMSO).  
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Para evaluar la participación de HIF-1 en el proceso autofágico, se evaluó la autofagia en 

gusanos tratados con ARNi para hif-1. Se adicionaron al ensayo, un control negativo, 

conformado por gusanos tratados con ARNi para Bec-1 (ortólogo de Beclina un 

regulador clave en la formación de autofagosomas) y un control positivo utilizando la 

condición de hormesis térmica (Figura 14). Para cada grupo de gusanos se realizó la 

incubación con ACG 1.4 µM por 18 h. 

Figura 14: Promedio relativo de punteados por seam cell de gusanos DA2123 depletados de bec-1, hif-1, 

hsf-1, hsp-70, y hsp-16 mediante el uso de ARNi expuestos a ACG (1.4 µM), DMSO o a 36 ºC. (*) Diferencias 

significativas para los resultados de las muestras respecto al control correspondiente incubado con DMSO 

(p <0.05 LSD Fisher). 

 

El ensayo realizado con los gusanos silenciados para Bec-1, suprimió tanto la autofagia 

inducida por ACG como por hormesis térmica. Sin embargo, cuando los gusanos 

silenciados para hif-1 fueron evaluados, también se observó una supresión en el 

incremento de los autofagosomas inducidos por ACG, pero en dicha población el 

incremento de autofagosomas producido por hormesis térmica no se vio modificado 

(Figura 14).  
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Además, decidimos evaluar el Factor de Shock Térmico 1 (HSF-1) ya que es un 

reconocido como un efector en el mecanismo de termotolerancia a C. elegans a partir 

de la activación de la autofagia (68) (153).  Por lo tanto, se evaluó la contribución del 

HSF-1 y las proteínas de shock térmico HSP-70 y HSP-16 en la autofagia inducida por 

ACG, y se comparó con la condición de hormesis térmica. Notablemente, los gusanos 

silenciados para hsf-1, hsp-70 y hsp16 por ARNi, incubados con ACG, mostraron un 

descenso significativo en el conteo de autofagosomas en comparación con sus controles 

incubados con DMSO. La autofagia inducida por hormesis térmica por otro lado, fue 

fuertemente reducida en los gusanos depletados de hsf-1 y hsp-70 con respecto a sus 

controles que permanecieron a 20 °C. Por otro lado, los gusanos tratados con ARNi para 

hsp-16 mostraron un incremento significativo de los autofagosomas cuando son 

incubados a 36 °C.  

Además, se evaluó la sobrevida post estrés térmico de las mismas cepas tratadas con 

ARNi, previamente incubados con ACG 1.4 µM durante 18 h (Figura 15).  

Figura 15: Tasa de sobrevida relativa de gusanos DA2123 depletados de bec-1, hif-1, hsf-1, hsp-70, and 
hsp-16 mediante el uso de ARNi expuestos a ACG (1.4 µM) o DMSO sometidos a estrés térmico. (*) 
Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control correspondiente sin el 
agregado de ACG (p < 0.05 LSD Fisher). 
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Como se observa en el gráfico, luego de la incubación con ACG sólo los gusanos que 

incorporaron el vector vacío (control) mostraron un incremento significativo en la 

sobrevida post estrés. Ninguna de las poblaciones restantes mostró un incremento en 

la sobrevida en relación a su propio control, evidenciando la participación de los genes 

en estudio, en la termotolerancia inducida por ACG.  

 

4.4. - Discusión y conclusión 

 

4.4.1. - Discusión 

Estudios previos reportaron que ACG es capaz de extender la expectativa de vida de C. 

elegans en dosis que van desde los 50 a los 2000 µM. Además, la concentración de 50 

µM fue descripta como la dosis más activa y capaz de generar un efecto de 

termotolerancia sobre el modelo (147). También se reportó que ACG fue el mayor 

compuesto bioactivo presente en los frutos de tomate responsable de conferir 

termotolerancia en C. elegans (146) y que la dosis activa de ACG se encuentra en un 

amplio rango de concentraciones que van desde 0.14 a 14 µM. 

Zheng y col (2017) (147) demostraron que la extensión de la expectativa de vida 

generada por ACG ocurría a través de la activación de DAF-2/DAF-16. 

La vía de señalización del receptor de insulina DAF-2, es considerada una de las vías 

principales que participa en el incremento de la resistencia al estrés y produce una 

extensión de la vida (156). Aquí se evaluó si la vía DAF2/DAF16 también contribuía a 

mejorar la termotolerancia inducida por ACG. Los resultados mostraron que ACG 

incrementó la sobrevida posterior a estrés térmico en gusanos mutantes DAF-2 y DAF-

16, evidenciando que la termotolerancia no es dependiente de esas vías. En el mismo 

trabajo de Zheng y col (2017) (147) también fue reportado que la extensión de vida 

mediada por ACG podría ser en parte dependiente de HIF-1. Aquí encontramos que 

evidentemente HIF-1 es requerido para obtener la termotolerancia inducida por ACG, 

ya que este compuesto no fue capaz de inducir termotolerancia en una población de 

gusanos deficientes de HIF-1.  
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Por otro lado, encontramos que la incubación con ACG, antes de someter la población a 

estrés térmico, incrementa los niveles proteicos de HIF-1 y su actividad como factor de 

transcripción. Además, se observó que el incremento en los niveles de HIF-1 por 

aclimatación al calor o Cloruro de Cobalto (64) fue suficiente estímulo para aumentar la 

tolerancia al estrés térmico. Esto es consistente con un reporte previo que revela que la 

aclimatación al calor en C. elegans no solo incrementa la termotolerancia a través de la 

actividad de HIF-1 sino que también, puede ser inducida por la tolerancia a metales 

pesados (cadmio) y la hipoxia química (63). Por lo tanto, podemos concluir que HIF-1 es 

requerido en C. elegans para desarrollar la termotolerancia inducida por ACG.  

Adicional de lo anteriormente descripto, nuestro interés se enfocó en conocer como 

HIF-1 estaba siendo regulado por ACG. HIF-1 es un factor de transcripción que es 

estabilizado bajo condiciones de hipoxia (157). Las mitocondrias censan la hipoxia y 

generan EROs, las cuales se presupone, participan en la estabilización de la proteína HIF-

1 (158).  En C. elegans se ha reportado que la inhibición en la cadena transportadora de 

electrones, incrementa las EROs, HIF-1 y la expectativa de vida de los gusanos (159). 

También se ha reportado que dosis definidas de ACG inducen la producción de EROs en 

células (160) (161). Por lo tanto, es posible que ACG incremente las concentraciones de 

HIF-1 a través de un aumento de EROs. En este trabajo observamos que en los gusanos 

incubados con ACG a 20 °C por 18 h se produjo un leve incremento en los niveles de 

EROs. En estos resultados no hay una participación de DAF-16, y de esta manera se 

postula que la actividad de ACG no requiere de esta vía. Se evidencia que ACG podría 

estar induciendo EROs y explicar el incremento de HIF-1. Lo cual podría ser explicado, ya 

que los niveles de EROs en mutantes de HIF-1 no se incrementaron con la incubación 

con ACG, sugiriendo que la generación de EROs podría ser mediada vía HIF-1. Un efecto 

similar fue reportado por Hwang y col (2014) (161), donde el incremento del EROs total 

y los niveles de peróxido de hidrogeno en los nematodos silvestres producido por bajas 

dosis de paraquat (un inhibidor de respiración mitocondrial) fueron abolidos en los 

mutantes de HIF-1. En este trabajo se encontró que algunas cepas que poseen niveles 

constitutivos de HIF-1 elevados, también exhiben un nivel elevado de EROs, pero no de 

todas las especies (no peróxido de hidrógeno), evidenciando que HIF-1 podría estar 

modulando solo algunas de las especies que componen las EROs. Los autores 
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propusieron que HIF-1 contribuye a la amplificación de EROs mediante la regulación de 

expresión de genes relacionados con la homeostasis del hierro.  

Para continuar el estudio, se evaluó el estado antioxidante de los gusanos expuestos a 

ACG mediante el análisis de la actividad de enzimas antioxidantes como catalasa y 

superóxido dismutasa. Se encontró que ACG no altera la actividad de la enzima catalasa, 

pero modifica la actividad de SOD. Tomando en cuenta estos resultados, y los resultados 

reportados por Hwang y col. (2014) (161), podemos pensar que es posible que ACG 

induzca la actividad de HIF-1 mediante un mecanismo similar al utilizado por paraquat. 

De este mecanismo podemos proponer que HIF-1 contribuye a la amplificación de EROs 

mediante una reducción de la actividad de SOD (mediante un incremento de las especies 

superóxido). Respecto a esto, Du y col. (2017) (160) propuso que la producción de EROs 

inducida por ACG, es generada por un incremento de la actividad de NADPH oxidasa en 

las células endoteliales, y también contribuiría a la generación de anión superóxido. 

Otros estudios serían requeridos para entender mejor como HIF-1 es inducido por ACG 

y como contribuye a la generación de EROs.  

De la misma manera, nos propusimos evaluar los efectores río-abajo de HIF-1 inducidos 

por ACG. La autofagia, es un proceso de degradación lisosomal que genera un 

mecanismo citoprotectivo el cual juega un papel esencial en la homeostasis celular. 

Kumsta y col. (2017) (151) reportaron que la hormesis térmica en C. elegans extiende la 

expectativa de vida, incrementa la termotolerancia y la autofagia a través del factor de 

shock térmico (HSF-1). A su vez, HIF-1 también participa en la aclimatación al calor (63) 

y extensión de sobrevida (148). Por lo tanto, nos propusimos estudiar si el incremento 

de HIF-1 inducido por ACG también esta interconectado con HSF-1 y autofagia. 

Encontramos que los gusanos expuestos a ACG a 20 °C incrementaron notoriamente el 

número de autofagosomas en condiciones de hormesis térmica. Sin embargo, los 

gusanos depletados de HIF-1 y HSF-1 expuestos a ACG mostraron una reducción del 

número de autofagosomas en relación al control sin ACG. Estos resultados evidenciaron 

que existe una dependencia entre la autofagia inducida por ACG y los factores de 

transcripción HIF-1 y HSF-1.  

Adicionalmente, en condiciones de hormesis térmica los gusanos depletados de HSF-1 

mostraron una reducción en el número de autofagosomas, mientras que los gusanos 
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depletados de HIF-1, bajo las mismas condiciones mostraron un incremento en los 

autofagosomas respecto a los controles a 20 °C. Estos resultados indicaron que la 

autofagia inducida por hormesis térmica requiere de HSF-1, de acuerdo con lo reportado 

por Kumsta y col (2017) (151), pero no requiere del factor HIF-1.  

Luego examinamos el rol de los efectores de HSF-1: HSP-70 y HSP-16, sobre la autofagia 

inducida tanto por ACG como por hormesis térmica. Notablemente, los gusanos 

depletados de HSP-70 expuestos a ambos tratamientos, mostraron en ambos casos, una 

reducción en el número de autofagosomas, mientras que los gusanos depletados de 

HSP-16 mostraron que el número de autofagosomas fue reducido en la incubación con 

ACG, pero fue incrementado en condiciones de hormesis térmica. Estos resultados 

indican que la autofagia inducida por hormesis y ACG requiere tanto de HSP-70 como de 

HSF-1. Por otro lado, HSP-16 es requerido para que ACG induzca autofagia, pero no para 

que la autofagia sea inducida por hormesis térmica. Estos resultados evidencian 

regulaciones diferenciadas de HSF-1 para HSP-70 y de HIF-1 para HSP-16 en la inducción 

de autofagia. Finalmente encontramos que bloqueando la autofagia por la alteración 

del gen bec-1, se produce una pérdida la termotolerancia conferida por ACG. El mismo 

efecto fue observado en gusanos con autofagia reducida por HIF-1, HSF-1, HSP-16 o HSP-

70, lo que revela la contribución imprescindible de la autofagia a la resistencia al estrés 

térmico. 

 

4.4.2. - Conclusión 

El ACG es un compuesto natural bioactivo fuertemente asociado con el desarrollo de 

termotolerancia en C. elegans.  

Los estudios mecanísticos desarrollados, evidenciaron un posible modo de acción del 

ACG para conferir termotolerancia en C. elegans. La incubación con ACG previa a 

ingresar al estrés térmico, genera en los nematodos una inducción en la actividad del 

factor de transcripción HIF-1. La activación de HIF-1 es requerida para obtener una 

tolerancia incrementada frente al estrés térmico. La incubación con ACG también 

genera un incremento en los niveles de EROs y altera la actividad de SOD, lo que podría 

estar causando la inducción de HIF-1. Por debajo de HIF-1, se observó que posterior a la 

incubación con ACG, la autofagia es activada por un mecanismo similar al reportado por 
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las condiciones de hormesis térmica (68). Sin embargo, aquí la autofagia es activada por 

HIF-1 mediante HSP-70/HSP-16 a diferencia de lo que sucede con la hormesis. 

Finalmente, se definió que la inducción de autofagia es requerida para conferir 

termotolerancia, probablemente incrementando en C. elegans la habilidad de 

contrarrestar el daño producido por el estrés térmico.  
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CAPÍTULO V: COMPUESTOS ELECTROFILOS 

 

5.1. - Introducción 

En la segunda parte de este trabajo doctoral, nos enfocamos en la búsqueda de 

compuestos electrófilos presentes en el fruto del tomate y en determinar sus 

actividades biológicas.  

Un electrófilo es un reactivo químico atraído hacia zonas ricas en electrones que 

participa en una reacción química aceptando un par de electrones formando un enlace 

con un nucleófilo (molécula rica en electrones). En los sistemas biológicos aquellas 

moléculas ricas en átomo de O, N, o S se considerarán nucleófilas y es por ello que las 

proteínas son blancos frecuentes de ataque electrófilos, sobre todo las que poseen 

aminoácidos como lisina, histidina, cisteína y metionina (162) (163) (164).  

Los electrófilos pueden formarse endógenamente, por ejemplo a través de vías de 

peroxidación lipídica, tanto enzimáticas como no enzimáticas (165), o de nitración de 

ácidos nucleicos y lípidos (166) (167). Existen diferentes tipos de electrófilos los cuales 

tienen diferentes reactividades con los nucleófilos, debido a la forma y energía de sus 

orbitales externos. Los electrófilos suaves, tienden a reaccionar con nucleófilos suaves 

(grupos tioles en cisteínas y grupos aminos primarios o secundarios de lisina e histidina) 

y por el contrario los electrófilos duros reaccionan con los nucleófilos duros (por 

ejemplo, una molécula de ADN). La “suavidad” de un nucleófilo está dada por la 

polarizabilidad de los electrones de valencia.  

La interacción de compuestos electrófilos con grupos tioles de las proteínas puede 

modular vías de señalización celular que participan en procesos de control de la 

homeostasis celular. Estas proteínas sensibles a electrófilos están involucradas en un 

gran número de procesos celulares fisiológicos y patológicos, sobre todo relacionadas 

con el control de la expresión de enzimas de detoxificación, las cuales son vitales cuando 

el organismo se enfrenta a situaciones de estrés. Un ejemplo de ello se ha observado 

con los nitrolípidos, compuestos electrófilos que reaccionan con grupos tioles de la 

proteína Keap1 e inducen la señalización de Nrf2, activan la expresión génica de 
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respuesta al estrés térmico e inhiben la señalización mediada por NF-Ƙβ, induciendo una 

respuesta antiinflamatoria y protectora de tejidos (168).  

Siguiendo el mismo esquema de análisis de la primera parte de la tesis, se optimizó un 

método para medir la actividad electrofílica en extractos de frutos de una población de 

tomate y se analizó su composición de compuestos lipofílicos. Posteriormente, los 

compuestos electrófilos fueron detectados e identificados por HPLC-EM y fraccionados 

para el análisis de su bioactividad. 

Para estudiar la bioactividad, se propuso analizar el efecto en conferir termotolerancia 

en C. elegans y evaluar la/s vía/s de señalización que podrían estar siendo moduladas 

por los electrófilos. 

Con este estudio se logró: a) destacar compuestos naturales bioactivos adicionales a los 

antioxidantes convencionales, que serían un aporte de importancia en el estudio de las 

propiedades nutraceúticas del tomate, y b) hacer un aporte al entendimiento de su 

mecanismo de acción.  

 

5.2. - Cuantificación de actividad electrofílica   

Para poder avanzar en este objetivo, fue necesario adaptar y mejorar una metodología 

de cuantificación para obtener un ensayo lo suficientemente sencillo, rápido y confiable 

para ser utilizado en el laboratorio y que brinde información acerca de la actividad 

electrofílica presente en los extractos de tomate.  

A partir del trabajo de Chipinda, 2010 (57) se desarrolló un ensayo cinético 

espectrofotométrico que involucra la reactividad de un electrófilo con el p-

nitrobencenotiol (NBT) (Figura 1).  

Este tipo de estudio cinético se fundamentó en el hecho de que un nucleófilo (el grupo 

tiol del NBT) puede atacar un centro deficiente de electrones presente en un compuesto 

electrófilo, causando una sustitución. En condiciones normales, el NBT presenta su 

máxima absortividad a 412 nm [mayor coeficiente de absortividad molar (ε)] pero 
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cuando su grupo tiol está comprometido químicamente, su máxima absortividad 

presenta un corrimiento a 314 nm, lo cual permite monitorear la reacción.  

 
 
 
 
Figura 1: p- nitrobencenotiol. (Chipinda et.al 2017, Chem 
Res Toxicol) 
 
 

 
Para evaluar el funcionamiento de este método se utilizó el dinitroclorobenceno (CDNB) 

(Figura 2) como electrófilo de referencia.  El CDNB es un reconocido electrófilo suave 

que se une irreversiblemente a proteínas como la albumina sérica humana, a 

citoqueratina y a la cofilina (169). Cuando CDNB reacciona con el 

NBT mediante un mecanismo de sustitución, el tiol presente en 

el NBT ataca el anillo de benceno del CDNB, y esta pérdida de tiol 

libre se expresa como una disminución en la coloración del 

reactivo.          

 

       Figura 2: dinitroclorobenceno (Chipinda et.al 2017, Chem Res Toxicol) 

El CDNB fue utilizado para ajustar y optimizar las condiciones del ensayo y realizar las 

curvas de calibración. Las actividades electrofílicas finalmente pudieron ser expresadas 

como equivalentes mM de CDNB y posteriormente las actividades cuantificadas en las 

muestras de tomate se expresaron como equivalentes mM de CDNB/g tomate.  

 

5.2.1. - Parámetros óptimos de cuantificación 

La concentración del reactivo NBT fue elegida a partir de los valores de absorbancia 

inicial y las pendientes de decaimiento cuando se enfrentaba con el testigo de 

referencia. La concentración 0.2 mM de NBT nos garantizó una absorbancia inicial 

aceptable lo suficientemente alta para evidenciar un decaimiento, y que estaba incluida 

en el rango de linealidad del espectrofotómetro. Se determinó que la reacción mostraba 

un patrón lineal hasta los 60 minutos, y por razones de practicidad se eligió llevar a cabo 
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una reacción de 30 minutos (Figura 3 a).  En estas condiciones, la curva dosis respuesta 

con CDNB presentó una respuesta lineal en un rango de concentraciones entre 0.03 y 1 

mM (Figura 3 b). 

 

 

 

 

 
 
Figura 3: a) Decaimiento de la Abs de la muestra a lo largo del tiempo, utilizando concentraciones 
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diferentes de CDNB. b) Curva de calibración, se grafica la cinética de reacción (decaimiento de la 
absorbancia vs tiempo) resultante de la reacción entre NBT 0,2 mM y diferentes concentraciones de 
CDNB. 

Luego de establecer los parámetros óptimos del método para llevar a cabo las 

determinaciones, se realizó la cuantificación de las actividades electrofílicas en los 

extractos de tomate. 

 

5.2.2. - Cuantificación de actividad electrofílica en extractos hidrofílicos y lipofílicos  

A modo de prueba se evaluó la actividad electrofílica en extractos hidrofílicos y lipofílicos 

de algunos cultivares disponibles analizados en el capítulo 3 y se obtuvieron los 

siguientes resultados (Tabla I).  

Cultivar Actividad Electrofílica hidrofílico 
Actividad Electrofílica 

lipofílico 

3837 no detectado 0,6104 

3818 no detectado 0,4576 

3831 no detectado 0,4396 

3842 no detectado 0,2341 

553 no detectado 0,5467 

572 no detectado 2,3268 

 
Tabla I: Valores de actividad electrofílica en mM CDNB/g tomate fresco, para ambos extractos obtenidos 
a partir de diferentes cultivares de tomate. 

 
Las determinaciones realizadas en las fracciones hidrofílicos no arrojaron valores de 

actividad electrofílica cuantificables mediante nuestro método, incluso cuando las 

muestras tenían actividad antioxidante significativa (resultados no incluidos). Por otro 

lado, las fracciones lipofílicas presentaron diferentes actividades electrofílicas entre los 

cultivares. Estos primeros resultados muestran que la fracción lipofílica del tomate 

presenta la mayor proporción de electrófilos (Tabla 1).   

En base a estos resultados, se propuso abordar el estudio de la actividad electrofílica en 

el extracto lipofílico del fruto de tomate. Por no disponer de frutos de la población de 

tomates andinos analizada previamente, se propuso emplear una población de tomates 

originadas de materiales contrastantes de color, forma y tamaño detallada en el capítulo 

II de materiales y métodos (página 18). 

Los resultados del análisis de la actividad electrofílica de extractos lipofílicos de la 

población se presentan en la Figura 4.   
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Figura 4: Actividades electrofílicas cuantificadas como eq. mM de CDNB por gramos de tomate liofilizado. 
(*) Diferencias significativas para los resultados entre las muestras (p < 0.05 LSD Fisher).  

  

Los resultados muestran actividades electrofílicas en la población, que van desde 1.9 

hasta más de 16.3 eq mM de CDNB por g de tomate liofilizado, evidenciando diferencias 

entre los cultivares. 

 

5.3. - Cuantificación e identificación de pigmentos 

Posteriormente, se propuso analizar los pigmentos en los frutos de la población en 

estudio. Las determinaciones para cuantificar y determinar la composición de pigmentos 

de los frutos se realizaron por cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC) según el 

procedimiento desarrollado en el capítulo II de materiales y métodos (páginas 25 y 26). 
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Figura 5: Cromatograma obtenido a 440 nm donde se aprecian los 23 picos obtenidos al inyectar las 

muestras lipofílicos. 

 

Los criterios de identificación de los compuestos individuales fueron los tiempos de 

retención y la comparación con los espectros de absorción uv-visibles de cada pico con 

datos bibliográficos o con los espectros producidos cuando se utilizaban estándares 

comerciales (en el caso de que estuvieran disponibles) (ANEXO I, pág 126). Para 

continuar con los análisis estadísticos se etiquetó a cada pico con un número 

consecutivo de acuerdo al orden de elución (Figura 5). 

La cuantificación se realizó en función del área de cada pico y se eligió una unidad 

arbitraria para realizar la comparación entre cultivares (ANEXO I, Tabla 2, pág. 160). 

Se cuantificaron 23 picos provenientes de los extractos lipofílicos de tomate. De los 23 

picos sólo pudieron identificarse 11, los cuales son: 1= luteína, 11= di-hidroxilicopeno, 

13= licoxantina, 14= licopeno-1,2,1,2-diepóxido, 15= cis-violaxantina, 16= prolicopeno, 

19= (ε)-5,6,5’,8’-diepoxi-5,5,5’,8’-tetrahidro-β-β-caroteno, 20= licopeno, 21= 

neurosporeno, 22= trans-γ-caroteno, 23= trans-β-caroteno. 

Los resultados obtenidos a partir de la cuantificación de pigmentos de la población de 

tomate en estudio, se muestra en la Figura 6. 
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Cuantificación de compuestos lipofílicos 

Figura 6- continúa en la siguiente página - 
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Figura 6- continúa en la siguiente página - 
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Figura 6: Concentración de los 23 compuestos identificados por cromatografía, para cada una de las 
accesiones analizadas. A cada compuesto se le asignó un número de acuerdo al orden de elución de la 
corrida cromatográfica. Los picos identificados corresponden a: 1= luteína, 11= di-hidroxilicopeno, 13= 
licoxantina, 14= licopeno-1,2,1,2-diepóxido, 15= cis-violaxantina, 16= prolicopeno, 19= (ε)-5,6,5’,8’-
diepoxi-5,5,5’,8’-tetrahidro-β-β-caroteno, 20= licopeno, 21= neurosporeno, 22= trans-γ-caroteno, 23= 
trans-β-caroteno. 

 
Entre los cultivares se observan diferencias significativas en el contenido y composición 

de pigmentos. Con excepción de luteína, licopeno y β-caroteno que están presentes en 

todos los cultivares a diferentes concentraciones, el resto de los compuestos están 
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presentes en solo algunas de las muestras. Estos resultados nos indican que existe una 

amplia variabilidad de compuestos en las muestras, que podría ser la causante de las 

diferencias en la actividad electrofílica anteriormente cuantificada.  

 

5.4. - Relación entre actividad electrofílica y pigmentos identificados 

Con los datos previamente obtenidos, se realizó un análisis de correlaciones canónicas, 

con el fin de comprender mejor las asociaciones existentes entre actividad electrofílica 

y composición de pigmentos.  

El análisis de correlaciones canónicas mostró una correlación positiva y significativa (r= 

0.95, p= 0.03) entre el conjunto de metabolitos derivados de pigmentos y la actividad 

electrofílica (Figura 7 A)). La contribución de cada metabolito a esta asociación puede 

observarse en la Figura 7 B), donde los compuestos licopeno (C20) y β-caroteno (C23) 

muestran valores elevados que los relacionan positivamente con la actividad 

cuantificada (coeficiente de correlación mayor a 0.5). Por el contrario, algunos 

compuestos como el C21, mostraron coeficientes de correlación negativos indicando 

que su presencia se relaciona inversamente con la actividad electrofílica observada para 

este conjunto de muestras. 

 

A) 
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B)

 

Figura 7: Correlaciones halladas entre los 23 compuestos presentes en las muestras analizadas y las 
actividades electrofílicas cuantificadas. Las diferencias significativas entre muestras (p <0.05, Scott y Knott 
test) se representan con barras de diferente color.  

  

Para corroborar estas asociaciones e identificar los compuestos responsables, se 

procedió a evaluar la actividad electrofílica en fracciones provenientes de un extracto 

lipofílico obtenidas en el análisis de pigmentos por HPLC. Para realizar el 

fraccionamiento se eligió la muestra 131-2, la cual poseía un valor medio de actividad 

de electrófilos. Para ello, se colectaron fracciones cada 5 minutos de elución, 

obteniendo 7 fracciones que incluyen todos los compuestos cuantificados en el análisis 

(Figura 8). 
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Figura 8: Diagrama de las fracciones colectadas. En la imagen se pueden observar que picos quedaron 
incluidos en cada una de las fracciones. 

 

Las 7 fracciones obtenidas fueron secadas en corriente de Nitrógeno gaseoso y 

reconstituidas en DMSO para la cuantificación de la actividad electrofílica. De esta 

manera se intentó identificar y aislar el conjunto de compuestos responsables de la 

actividad electrofílica observada en el extracto.  

 

Figura 9: Actividad electrofílica correspondientes a las 7 fracciones y al extracto puro sin fraccionar. Los 
valores de actividad se expresan como eq. mM de CDNB. * significa diferencias significativas (p<0,05). 
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Los resultados de la actividad electrofílica de cada fracción están representados en la 

Figura 9. Se observa que solo las fracciones 1, 2, 5, 6 y 7 mostraron una actividad 

electrofílica superior al límite de detección, pero solo las fracciones 1, 2 y 6 mostraron 

una actividad superior al límite de cuantificación del método.   

El análisis de correlación mostró a los compuestos licopeno, β-caroteno y C19 poseían 

los valores más positivos de correlación. Teniendo en cuenta este análisis, licopeno y C 

19 podrían ser los responsables de la actividad detectada en la fracción 6. Sin embargo, 

en la fracción 7 donde eluye β-caroteno no se cuantificó actividad electrofílica. Por otro 

lado, en la fracción 2, donde observamos el mayor valor de actividad, solamente eluye 

luteína (con detección a 440 nm) la cual no mostró una asociación significativa con la 

actividad electrofílica en el análisis de correlaciones. Finalmente, en la fracción 1, donde 

se observa una buena actividad electrofílica, no se registró ningún pico a 440 nm.  

Estos resultados ponen en evidencia que la actividad electrofílica está siendo generada 

por compuestos no detectados en nuestro sistema de análisis. Por lo tanto, para su 

correcta detección, fue necesario desarrollar una estrategia de análisis diferente.  

 

5.4.1. - Identificación de compuestos electrófilos por espectrometría de masas 

Para llevar a cabo esta identificación, se propuso un estudio dirigido a los compuestos 

que reaccionen con el NBT. Empleando el mismo sistema de análisis de pigmentos, pero 

acoplado a un detector de espectrometría de masas (QTOF) y se procedió a analizar la 

desaparición o reducción de compuestos producto de la reacción con el NBT. Para ello 

se inyectó un extracto lipofílico, y se comparó posteriormente con el mismo extracto 

reaccionado con NBT durante 1 hora.  

Para la identificación de los compuestos electrófilos, se utilizaron dos estrategias:  

1. Identificación a partir de una búsqueda bibliográfica de compuestos electrófilos 

derivados de pigmentos. Se conformó una lista de compuestos que posteriormente 

fueron buscados en todos los tratamientos. 

2. Búsqueda no dirigida de compuestos mediante el uso de programas de análisis, como 

MzMine y Matlab. De esta forma se obtiene el total de iones con sus respectivas áreas 

registradas en la corrida y con ello la detección de todos los picos que generaban 
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diferencias significativas entre el extracto antes y después de reaccionar con el NBT. La 

potencial identificación de estos iones fue realizada por la masa exacta en librerías de 

espectros de masas (bases de datos de metabolómica 

www.metabolomicsworkbench.org, www.nist.gov). 

Del análisis anterior se obtuvieron 15 compuestos, que disminuyeron o redujeron 

significativamente su área luego de la adición del NBT, indicando reactividad con el NBT 

(Tabla II). 

Metabolitos que disminuyen luego de reaccionar con NBT 

Fracción ion Nombre del compuesto Grupo funcional 
% de 

reducción 
del área 

1 415.26 ε-apo-8'-lutenial Aldehído 54.61 

1 536.28 No identificado No identificado 79.27 

1/2 551.35 
[M+H-18]+diepoxi-β-caroteno/semi-

β-carotenona Cetona 57.96 

2 313.27 β-apo-14-carotenal Aldehído 67.16 

2 419.24 8'-apo-β-carotenol/al Aldehído 42.35 

2 427.29 apo-10'-licopenal Aldehído 58.33 

2 453.32 (3R)-3-hidroxi-8'-apo-β-carotenal Aldehído 62.96 

2 549.31 
3'-hidroxi-ε,ε-caroten-3-ona [M+H-

H2O]+ Cetona 39.39 

2 259.20 
13-apo-β-carotenona/apo-13-

licopenona Cetona 23.08 

2 379.27 10'-apo-α-caroten-10´-ol Alcohol 41.18 

2 381.27 No identificado No identificado 20.00 

2 455.33 No identificado No identificado 26.47 

2 425.31 6'-apo-β-carotenal Aldehído 28.57 

2/3 439.33 No identificado No identificado 28.57 

3 455.33 No identificado No identificado 21.88 
Tabla II: Compuestos identificados mediante la reacción con NBT, que generaron diferencias significativas 
entre los picos generados a 0 y 60 minutos de la reacción con NBT.  
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De los 15 compuestos encontrados, sólo 10 compuestos pudieron ser tentativamente 

identificados y clasificados por sus grupos químicos funcionales. Como el procedimiento 

de separación fue el mismo que para el análisis de pigmentos, conociendo el tiempo de 

retención (Rt) de dichos compuestos, se pudo determinar en cuál de las 7 fracciones 

estudiadas eluían estos compuestos.  

 

 

Figura 10: Clasificación de los compuestos identificados mediante búsqueda bibliográfica, según su 
naturaleza química.   

 
En la Figura 10 se grafica el número de compuestos que eluyen en cada fracción por 

grupo funcional. De esta manera pudimos observar que la totalidad de los compuestos 

que se modifican posteriormente a la adición del NBT, se encuentran en las primeras 3 

fracciones, siendo la fracción 2 la que más compuestos contiene. Estos resultados ponen 

en evidencia la presencia de ciertos compuestos no detectados por espectrofotometría 

a 440 nm, que son potenciales electrófilos por su interacción con NBT. La mayoría de los 

compuestos identificados (Tabla II), son derivados oxigenados de carotenos, lo cual 

explicaría la correlación hallada entre estos compuestos y la actividad electrofílica 

cuantificada en la población.    

El porcentaje de reducción de área para cada compuesto, nos da una idea de la magnitud 

de la reactividad con el NBT. Teniendo en cuenta este parámetro, se puede observar 

que la reactividad de los compuestos es mayor en la fracción 1, seguida de la fracción 2 

y por último los de menor reactividad se observan en la fracción 3. La diferencia en 
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reactividad de los compuestos presentes en las diferentes fracciones, estaría 

correlacionándose con las actividades electrofílicas cuantificadas previamente, ya que 

no solo la cantidad de compuestos en cada fracción otorgaría actividad, sino que dicha 

actividad varía dependiendo de la intensidad con que estos compuestos reaccionan con 

el reactivo NBT. 

 

5.5. - Determinación de la actividad biológica 

En el segundo objetivo específico propuesto (página 13) se buscó demostrar el efecto 

biológico de los compuestos electrófilos identificados en el extracto de tomate. En 

primera instancia se propuso evaluar si un compuesto electrófilo puede generar 

tolerancia al estrés térmico en nematodos C. elegans. Para esto, se usaron diferentes 

concentraciones de CDNB adicionadas al agar de la placa de ensayo donde 

posteriormente se expuso a los gusanos, previo a ingresar al estrés térmico tal y como 

se describe en materiales y métodos del capítulo II (página 30). Los resultados de 

sobrevida de este ensayo se presentan en la Figura 11. 

 

 

Figura 11: Curva dosis respuesta del CNDB sobre la sobrevida frente al estrés térmico en la cepa N2 (*)  
Diferencias significativas para los resultados de las muestras respecto al control sin agregado de CDNB (p 
< 0.05 LSD Fisher).Se utilizó ACG como control positivo. 
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Las concentraciones entre 0.01 y 0.001 µM de CDNB mostraron un aumento significativo 

de la sobrevida post estrés respecto al control. Estos resultados ponen en manifiesto 

que un compuesto electrófilo en determinadas dosis puede producir un incremento en 

la tolerancia al estrés térmico en C. elegans.  

 

5.5.1. - Estudio de la actividad de termotolerancia en el extracto lipofílico y sus fracciones 

obtenidas por HPLC 

Para analizar la actividad de termotolerancia en C. elegans de los compuestos 

electrófilos, se utilizó el mismo extracto lipofílico analizado por HPLC, obtenido a partir 

de la muestra 131-2. Este extracto fue secado bajo flujo de N2 gaseoso, se resuspendió 

en DMSO y se realizaron diluciones seriadas (1/10). Las diluciones fueron incorporadas 

a la bacteria inactivada por calor y adicionadas a los gusanos 18 h antes de realizar el 

estrés térmico, como se describió en el capítulo II de materiales y métodos (página 31). 

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12.  

 

Figura 12: Curva dosis respuesta del extracto obtenido de la accesión 131-2 sobre la sobrevida frente al 
estrés térmico en la cepa N2. (*) Diferencias significativas para los resultados de los tratamientos respecto 
al control incubado con DMSO (p < 0.05 LSD Fisher). Se utilizó ACG como control positivo. 

 
Como se puede observar en la Figura 12, sólo la quinta dilución utilizada fue la que 
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Para estimar cual es el aporte de cada fracción en la actividad de termotolerancia 

observada en el extracto completo, las fracciones obtenidas por HPLC fueron procesadas 

de la misma forma que el extracto hasta la dilución activa del extracto completo (quinta 

dilución). Con esta dilución se llevó a cabo el ensayo de estrés térmico.  

 

Figura 13: Efecto de las fracciones provenientes del extracto 131-2 sobre la sobrevida frente al estrés 
térmico en la cepas N2. (*) Diferencias significativas para los resultados de los tratamientos respecto al 
control incubado con DMSO (p < 0.05 LSD Fisher).Se utilizó ACG como control positivo. 
 

Los resultados de sobrevida de la población de C. elegans incubada con las fracciones y 

luego sometido a un estrés mortal, se representan en la Figura 13. Las fracciones, 1, 2 y 

6 generaron efecto de termotolerancia. 

La medición de la actividad electrofílica de las fracciones diluidas no superó el límite de 

cuantificación (0.03 mM equivalentes de CDNB). Teniendo en cuenta los datos de 

actividad electrofílica obtenidos en las fracciones (Figura 10), los valores calculados para 

la dilución oscilan entre 0.48 hasta 0.73 nM (eq. de CDNB). Este rango de dosis es 20 

veces inferior a las dosis activas de CDNB.  

 

5.6. - Vías de señalización relacionadas con la resistencia al estrés.  

Keap1/Nrf2 

En mamíferos, el complejo Keap1/Nrf2 participa en la activación transcripcional de los 

genes de fase II y actúa como el mayor regulador de la respuesta protectora celular a 

estrés inducido por las EROs o compuestos electrófilos. Nrf2 un factor de transcripción 

que se une al elemento de respuesta antioxidante sobre el ADN. Keap1 es el regulador 

de Nrf2 (proteína asociada a ECH tipo kelch), es una proteína electrófilo-sensible (170) 

que contiene entre 25 y 27 residuos cisteínas, y hasta 10 de ellos pueden interactuar 

con electrófilos debido a su orientación y su carga positiva. En condiciones basales Nrf2 

está unido a Keap1 en el citoplasma y éste a su vez está anclado al esqueleto de actina. 

En estas condiciones, Nrf2 se mantiene en concentraciones citosólicas bajas, debido a 

su inhibidor Keap-1 facilita su degradación a partir de Ubiquitin/Proteasome System 

(UPS), sirviendo de complejo adaptador para este sistema de degradación (Figura 14). 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

So
b

re
vi

d
a 

re
la

ti
va

 a
l c

o
n

tr
o

l

fracciones

gusanos N2

* * * 

* 



 

- Bioq. Andrea del Valle Carranza - 

112      Capítulo V: Compuestos electrófilos 

La formación de aductos entre electrófilos y por ende la oxidación de cisteínas de Keap-

1 alteran el ensamblaje Keap1-Nrf2-Cul3 debido a un cambio conformacional, lo que 

culmina rompiendo la interacción de baja afinidad de Nrf2 aumentando su movilidad y 

su vida media, ya que en esta nueva posición es imposible ubiquitinarla (171).  En 

condiciones de estrés o en presencia de compuestos que tienen como diana la activación 

de Nrf2, la degradación se suprime, lo que permite la translocación de Nrf2 al núcleo 

donde el factor de transcripción puede combinarse con pequeñas proteínas MAF, 

permite la unión con el elemento de respuesta en la región de los genes de fase II y 

acelera su transcripción (Figura 15). Estos genes incluyen enzimas detoxificantes de fase 

II como NAD(P)H quinona oxidoreductasa I (NQO-1) y glutatión S transferasa. Las 

enzimas detoxificantes de fase II pueden catalizar la reducción o conjugación de 

xenobióticos reactivos, produciendo metabolitos menos tóxicos y más fáciles de 

excretar por el organismo. Nrf2 puede mantenerse activado durante el período de 

tiempo que dure el estímulo.  

En C. elegans existe un sistema equivalente de respuesta antioxidante, donde Keap1 es 

representado por WDR-23 y Nfr2 por SKN-1. SKN-1 regula genes claves de detoxificación 

de fase II a través de mecanismos constitutivos y otros inducibles por estrés, en las 

neuronas ASI y en el intestino del gusano (172).  

 

Figura 14: Esquema del secuestro del factor de transcripción skn-1 en células de C. elegans. Imagen 
adaptada del trabajo de Choe y col. (2009). (173) 
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SKN-1 ingresa constitutivamente en el núcleo de células no estresadas donde WDR-23 

lo recluta conjuntamente con el complejo CUL4/DDB-1 ubiquitin ligasa, para 

direccionarlo hacia la degradación proteasomal. 

 

Figura 15: Esquema del ingreso al núcleo del factor de transcripción SKN-1, ante la presencia de estímulos, 
en células de C. elegans. Imagen adaptada del trabajo de Choe y col. (2009). (173) 
 

 
En células expuestas a oxidantes o xenobióticos, WDR-23 es inhibido por los 

xenobióticos, permitiendo la acumulación de SKN-1 y activación de la transcripción de 

sus genes blanco (ej: GST4, GST30 y SOD) (Figura 15).   

El factor de transcripción SKN-1 de C. elegans es un importante componente de la 

respuesta de los organismos frente al estrés oxidativo y es requerido para la extensión 

de la expectativa de vida, cuando hay restricción dietaria o inhibición de las vías de 

TORc1 o TORc2 (174) (175) (176). El factor de transcripción SKN-1 regula genes que 

defienden al organismo contra estrés oxidativo o estrés por xenobióticos, junto con 

importantes genes involucrados en la homeostasis de proteínas y metabolismo (177) 

(178) (179) (180). Al igual que HSF-1, SKN-1 contribuye a la extensión de la expectativa 

de vida en animales con una actividad reducida de IIS (181).  

Como WDR23 es una proteína sensible a electrófilos, será nuestra herramienta principal 

de evaluación de las vías de señalización modificadas por los derivados carotenoides 

lipofílicos frente a la respuesta a estrés térmico. 
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5.6.1. - Cuantificación de SKN-1   

En condiciones normales, SKN-1 se encuentra mayoritariamente en la cabeza del 

nematodo, pero al enfrentarse a condiciones adversas, como situaciones de estrés 

oxidativo, comienza a concentrarse a nivel intestinal, esta localización particular hace 

que sea más fácil el seguimiento de la expresión del factor de transcripción. 

Para esta parte del ensayo utilizamos la cepa LG331, la cual tiene un transgén de la 

proteína SKN-1 fusionado con una proteína fluorescente verde (GFP), lo que nos 

permitió evaluar por fluorescencia la expresión de este factor de transcripción. Es de 

esperarse que los compuestos electrófilos presentes en los extractos de tomate, 

interactúen con WDR-23, incrementando las concentraciones de SKN-1 y por lo tanto la 

fluorescencia.  

Para evaluar la fluorescencia de los nematodos, previamente los gusanos fueron 

incubados con las fracciones de los extractos de la misma manera que se llevó a cabo 

para el estrés térmico. Una vez terminada la incubación, los gusanos fueron observados 

bajo microscopio de fluorescencia como se describió en el capítulo II de materiales y 

métodos, pág. 37. La fluorescencia total de las imágenes fue cuantificada por 

densitometría por el software imageJ. El compuesto paraquat (0.2 mM) fue empleado 

como control positivo ya que es un conocido inductor de SKN-1.  
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Figura 16: Imágenes obtenidas a partir de microscopia de fluorescencia sobre la cepa LG331. Se observa, 
control (DMSO,) el control (+) con paraquat 0.2 mM y las 7 fracciones obtenidas a partir del extracto 131-
2.  

 
En la Figura 16, se pueden observar las imágenes registradas para los gusanos incubados 

por las distintas fracciones y sus controles: positivo (paraquat) y negativo (DMSO). En la 

Figura 17, se muestra la intensidad de fluorescencia media por gusano respecto al 

control (la cuantificación de fluorescencia se realizó sobre 10 individuos para cada 

tratamiento). Como era de esperarse el control con paraquat produjo un incremento de 

SKN-1, de la misma manera, se observó un aumento de la fluorescencia en las fracciones, 

1, 2 y 6. Estos resultados evidencian que las fracciones que han presentado actividad 
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electrofílica in vitro, también poseen actividad biológica, induciendo la termotolerancia 

e incrementando los niveles de SKN-1 en C. elegans.  

Figura 17: Cuantificación de la intensidad de fluorescencia total generada por cada fracción (F1-F7) 

obtenidas a partir de un extracto de tomate, sobre la cepa LG331. Se compara cada tratamiento con el 

grupo control tratado con DMSO. (*) Diferencias significativas para las medias de los tratamientos (n=10) 

respecto al control incubado con DMSO (p <0.05 LSD Fisher). Se utilizó paraquat (par) como control 

positivo. 

 
 
 

5.7. - Discusión y conclusión 

 

5.7.1. - Discusión 

La relación de los efectos beneficiosos de los alimentos y sus compuestos antioxidantes 

está ampliamente demostrada. Metodologías que valoran la actividad antioxidante de 

un alimento, permiten predecir su potencial efecto benéfico. De este mismo modo, en 

esta tesis se propuso desarrollar un método novedoso para valorar la actividad 

electrofílica de un alimento, en este caso tomate, con el fin de poder predecir su 

potencial actividad beneficiosa. Nuestra metodología se basó en evaluar 

espectrofotométricamente la capacidad de compuestos de tomate en reaccionar con 

*         *         *                                          *              

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

control par (+) 1 2 3 4 5 6 7

In
te

n
si

d
ad

 d
e

 f
lu

o
re

sc
e

n
ci

a 
re

la
ti

va
 a

l c
o

n
tr

o
l

fracciones

SKN-1

* * * 

* 



 

- Bioq. Andrea del Valle Carranza - 

117 Capítulo V: Compuestos electrófilos 

grupos tioles del sustrato p-nitrobencentiol. Los resultados demostraron que mayor 

actividad electrofílica predomina en la fracción lipofílica del tomate.  

En la actualidad, los métodos propuestos para evaluar electrófilos en alimentos son 

escasos. Gijsbers y col. (42) propusieron una metodología para evaluar la actividad 

electrofílica en tomate empleando celulas hepáticas tumorales transfectadas con un 

vector de expresión de luciferasa que tenían como promotor a un elemento de 

respuesta antioxidante (ERA). En ese estudio se evaluó la capacidad de extractos de 

tomate en inducir el factor de transcripción Nrf-2 y por su intermedio al sistema 

reportero de luciferasa. A diferencia de nuestro estudio, en el ensayo de luciferasa por 

el método de Gijsbers, se evaluaron extractos hidrofílicos, y se propusieron 

principalmente a los compuestos fenólicos como los responsables de esta actividad. 

Notoriamente, los compuestos obtenidos en la fracción hidrofílica analizados por 

nuestro método no mostraron capacidad de reaccionar con los grupos tioles del NBT. Si 

bien el sistema reportero mostró una activación de Nrf-2, se conoce que la inducción de 

este factor de transcripción puede producirse no solo por acción de compuestos 

electrófilos sino también por compuestos con propiedades antioxidantes (182), y este 

sistema no permitiría dilucidar cuál es el mecanismo por el cual se activa Nrf-2. 

Varios electrófilos fitonutrientes han demostrado que inducen el elemento de respuesta 

antioxidante/electrófilo mediante una disrupción en la actividad de Keap-1 sobre Nrf2. 

Dentro de este grupo de compuestos se pueden mencionar al sulforafano presente en 

vegetales crucíferos como brócoli (183), el 6-metilsulfinil hexilo, un análogo sulforano 

en el wasabi japonés y la curcumina, componente activo del polvo de cúrcuma. Uno de 

los rasgos estructurales de estos compuestos fue la presencia de grupos isotiocianatos 

o carbonilos α, β insaturados que le otorgan propiedades de electrófilos a moléculas 

como los lipoalquenos y carotenoides. 

En nuestros resultados, el análisis de correlación entre la actividad electrofílica de los 

extractos de tomate y su contenido de pigmentos analizado por HPLC-UV, asoció la 

actividad cuantificada con el contenido de licopeno y β-caroteno, los carotenoides 

mayoritarios en el fruto. Sin embargo, en el estudio de HPLC-EM, ninguno de estos 

compuestos mostró una reactividad significativa con el sustrato NBT, evidenciando que 

no se comportan como electrófilos. Este resultado coincide con un estudio de análisis 
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estructural de licopeno donde se demostró que el carotenoide no poseía capacidad de 

comportarse como electrófilo (184). 

Por otro lado, en ese mismo estudio se demostró que los productos de oxidación del 

licopeno presentaban una estructura química con una energía de ionización y energía 

de afinidad por electrones, que predecía un comportamiento de electrófilos. Dada la 

estructura altamente insaturada que poseen carotenos, estos compuestos pueden 

oxidarse fácilmente ya sea por autoxidación, por presencia de oxidantes o por actividad 

enzimática (185). Los productos de la oxidación son diversos en tamaño y en grupos 

funcionales, donde podemos encontrar compuestos de tipo aldehídos, alcoholes, 

epóxidos, cetonas y ácidos (184). Varios de estos compuestos han sido identificados en 

nuestro estudio por poseer la capacidad de reaccionar con el grupo tiol del NBT. Esta 

reactividad de los productos de oxidación de carotenos ha sido evaluada en células 

humanas de próstata y mama transfectadas con el vector de expresión de luciferasa que 

tiene como promotor a un elemento de respuesta antioxidante (ERA) (184). En ese 

estudio se evaluó la capacidad del licopeno, β-caroteno y derivados oxidados, de inducir 

el factor de transcripción Nrf-2 y por lo tanto al sistema reportero. Allí se demostró que 

licopeno y β-caroteno no eran capaces de activar este sistema, pero si lo eran sus 

productos de oxidación, donde carotenales, aldehídos derivados de estos carotenoides 

fueron las moléculas más activas. En nuestro estudio por HPLC-EM detectamos 

compuestos aldehídos derivados de carotenos que reaccionaron con NBT en las 

fracciones 1 y 2 del extracto lipofílico de tomate. Estas fracciones a su vez demostraron 

tener capacidad de inducir el sistema de transcripción del elemento de respuesta a 

electrófilos/antioxidantes y su factor de transcripción SKN-1 (ortólogo de Nrf-2) y 

además generar termotolerancia en C. elegans. Estos aldehídos presentaron una 

estructura con cadena de 8 a 13 carbonos y aquellos de mayor polaridad de elución 

mostraron una mayor reactividad con el NBT. Coincidiendo con nuestros resultados, 

Linnewiel y col. (184) evaluaron las diferentes estructuras químicas de los carotenoides 

y su capacidad de inducir Nrf-2 y llegaron a la conclusión de que los aldehídos de 12 

carbonos y la posición más alejada del grupo metileno próximo al grupo aldehído 

terminal generaban las mayores actividades. Además de identificar aldehídos derivados 

de carotenos, se detectaron compuestos cuyas masas no pudieron identificarse con los 
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carotenoides conocidos y que mostraron una significativa reactividad con NBT. Estos 

compuestos también estuvieron presentes en las fracciones 1 y 2 e indujeron el factor 

de transcripción SKN-1. Estos resultados permiten postular a compuestos presentes en 

el tomate, que aún no han sido estudiados en profundidad, como electrófilos de interés 

biológico. Es necesario realizar estudios posteriores sobre la identidad de estos 

compuestos que permitirán conocer su naturaleza química y determinar su probable 

mecanismo de acción. 

La fracción 6 proveniente del extracto de tomate también generó un efecto de 

termotolerancia y una inducción del factor de transcripción SKN-1. Si bien en esta 

fracción no se detectaron compuestos que reaccionaran significativamente con el NBT, 

en esta fracción se encuentra el licopeno, el pigmento más abundante en el fruto. Por la 

concentración que posee este compuesto en dicha fracción, existe una alta probabilidad 

de que sea el responsable o al menos el precursor de los compuestos que general las 

actividades biológicas observadas. Como el licopeno no posee características de 

electrófilo, existen posibles explicaciones para las actividades observadas; la primera es 

la formación de productos de oxidación en el período de incubación en el medio de 

cultivo durante el tiempo que dura el ensayo, tal y como fue observado por Linnewiel y 

col (184) en los cultivos con células, estos productos de oxidación podrían ser los 

responsable de las actividades observadas. Otra posible explicación es que licopeno esté 

actuando mediante un mecanismo no electrofílico para inducir SKN-1 (186). La última 

hipótesis posible a la actividad observada en esta fracción es la presencia de compuestos 

que no han sido detectados por nuestro sistema. Se conoce que determinados 

compuestos carotenoides tienen dificultad de ionizar en fuentes de ionización por 

electro-pulverización (ESI) como la que fue empleada en este estudio (187). Estudios 

posteriores deberán llevarse a cabo para esclarecer la causa y los mecanismos por los 

cuales esta fracción genera actividad biológica. 

 

5.7.2. - Conclusión 

En el desarrollo de este capítulo se obtuvo un método eficiente y rápido para medir la 

actividad electrofílica de los extractos de tomate y con potenciales aplicaciones a otros 

alimentos. Con este método se pudo cuantificar la actividad electrofílica en las 
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fracciones lipofílicas, pero no se detectó una actividad significativa en las fracciones 

hidrofílicas. 

Para la identificación de los compuestos electrófilos de tomate, se llevó a cabo una 

asociación entre la actividad electrofílica con la composición de pigmentos y una 

identificación de compuestos capaces de reaccionar con NBT mediante HPLC-EM. 

Ambas estrategias nos permitieron determinar que los compuestos electrófilos de la 

fracción lipofílica del tomate son derivados de carotenos. Se detectaron 15 compuestos 

electrófilos capaces de reaccionar con NBT, y se realizó la identificación tentativa de 10 

de ellos. Estos metabolitos resultaron ser principalmente carotenales, derivados 

oxidados de carotenos. Las actividades biológicas observadas en las fracciones que 

contienen estos compuestos electrófilos nos permiten proponer que el efecto de 

termotolerancia sobre C. elegans estaría siendo mediado por la reactividad de los 

electrófilos sobre los tioles de la proteína WDR-23, quienes generan la liberación de SKN-

1 y el incremento de la actividad citoprotectora del gusano.  

Adicionalmente, se puede destacar que, en el ensayo de estrés térmico, se observó que 

concentraciones muy bajas de los compuestos identificados (en comparación con las 

concentraciones utilizadas de CDNB), fueron suficientes para producir un incremento en 

la resistencia al estrés. 
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CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES GENERALES 

 
A continuación, se detallan las principales actividades y conclusiones obtenidas de 

acuerdo a los objetivos específicos planteados al principio de este trabajo de tesis. 

• En la primera parte de la tesis se propuso estudiar el aporte de los compuestos 

antioxidante hidrofílicos sobre las propiedades nutraceúticas de tomate y su 

modo de acción. Para estimar las potenciales propiedades nutraceúticas en 

frutos de tomate, se desarrolló un estudio in vivo con C. elegans que evalúa la 

actividad de extractos de tomate cuantificando el incremento en la sobrevida de 

una población de gusanos expuestos a un estrés térmico letal. 

A partir de la diversidad genética de una población de tomate se pudo encontrar 

diferencias metabólicas en los frutos que se tradujeron en diferencias en su actividad 

antioxidante y en su actividad biológica de conferir termotolerancia en C. elegans. 

La asociación estadística de la composición y contenido de metabolitos antioxidantes y 

las actividades antioxidante y biológica de la población de tomates, permitieron 

identificar al ácido clorogénico como uno de los principales responsables de estas 

actividades. 

El estudio de termotolerancia con el ácido clorogénico puro, demostró que el 

compuesto es activo en el rango de concentraciones encontradas en los cultivares 

corroborando las correlaciones encontradas. Sin embargo, su actividad es dependiente 

de la presencia de otros antioxidantes en el fruto, como ocurre con la rutina. 

El mecanismo de acción del ácido Clorogénico para conferir termotolerancia en C. 

elegans, se relacionó con su capacidad de inducir al factor de transcripción HIF-1 durante 

la exposición previa al estrés térmico y por su intermedio al factor HSF-1 y las proteínas 

chaperonas de respuesta al estrés por calor e inducir la autofagia como un mecanismo 

citoprotectivo.  

 

• En la segunda parte de la tesis se propuso estudiar el aporte de los compuestos 

electrófilos en las potenciales propiedades nutraceúticas y su modo de acción. 

Para abordar este estudio se desarrolló un método eficiente y rápido para llevar a cabo 

la cuantificación de la actividad electrofílica en fruto de tomate a partir de la reacción 
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electrofílica con un grupo tiol del reactivo NBT. Este método es una herramienta 

novedosa que permite clasificar a los extractos según su actividad, como una medida 

adicional de poder nutracéutico de los alimentos. 

Los extractos lipofílicos de tomate mostraron contener la mayor actividad electrofílica. 

Esta metodología permitió caracterizar una población de tomates con una gran 

diversidad genética que se tradujo en diferentes valores de composición y contenido de 

pigmentos y diferencias en su actividad electrofílica. 

La actividad de electrófilos se asoció estadísticamente al contenido de licopeno y β-

caroteno, sin embargo, ya que no poseen actividad electrofílica, se los identificó como 

los precursores de los compuestos electrófilos que generan la actividad. 

Basándonos en la reacción de los electrófilos con el grupo tiol del NBT, se detectaron 

por HPLC-EM 15 compuestos electrófilos de los cuales 10, pudieron ser tentativamente 

identificados. La mayoría de los compuestos identificados fueron aldehídos derivados 

de la oxidación de carotenos.  

Las fracciones que contienen estos compuestos electrófilos mostraron capacidad de 

generar termotolerancia en C. elegans. Estas fracciones además mostraron la capacidad 

de inducir el factor de transcripción SKN-1. 

Basado en estos resultados proponemos que los compuestos electrófilos detectados 

serían los responsables de generar termotolerancia en C elegans a partir de la formación 

de uniones con los grupos tiol de la proteína represora WDR-23, deteniendo la represión 

de SKN-1 y activando por su medio las vías citoprotectoras en C. elegans. 
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Fernando. 2016. Journal of Food Chemistry. Vol 206. 
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ANEXO I 

Contenido de compuestos fenólicos en las diferentes accesiones

 

Figura 1 -continúa en la siguiente página- 
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Figura 1: Concentraciones halladas para cada compuesto fenólico en todas las accesiones. Los compuestos 

fenólicos fueron expresados como mg por cada 100 g de tomate fresco. #LA407, #4739 son accesiones 

silvestres (S), #4735 Y #4742 son accesiones comerciales (C) y las demás muestras son accesiones autóctonas 

(A).  
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Cromatogramas para la cuantificación de compuestos fenólicos (extractos hidrofílicos) 
 
Detección de compuestos fenólicos, λ: 320 nm 

 
        Figura 2: En el cromatograma se observan los 16 cultivares analizados en el estudio, a 320 nm. 

 
Detección de compuestos fenólicos, λ: 280 nm 

 
        Figura 3: En el cromatograma se observan los 16 cultivares analizados en el estudio, a 280 nm. 
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3819_1_1-B,2_01_2124.d: UV Chromatogram, 320 nm 3842_1_1-A,2_01_1970.d: UV Chromatogram, 320 nm 4735_1_1-C,5_01_2139.d: UV Chromatogram, 320 nm
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GPEA_1_1-B,5_01_2128.d: UV Chromatogram, 320 nm
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LA407_1_1-C,5_01_1993.d: UV Chromatogram, 280 nm 552_1_1-A,2_01_2115.d: UV Chromatogram, 280 nm 557_1_1-B,5_01_1983.d: UV Chromatogram, 280 nm

560_1_1-A,5_01_2118.d: UV Chromatogram, 280 nm 565_1_1-A,5_01_1973.d: UV Chromatogram, 280 nm 571_1_1-A,8_01_2121.d: UV Chromatogram, 280 nm

572_1_1-B,2_01_1979.d: UV Chromatogram, 280 nm 3806_1_1-B,8_01_1986.d: UV Chromatogram, 280 nm 3815_1_1-C,2_01_2135.d: UV Chromatogram, 280 nm

3819_1_1-B,2_01_2124.d: UV Chromatogram, 280 nm 3842_1_1-A,2_01_1970.d: UV Chromatogram, 280 nm 4735_1_1-C,5_01_2139.d: UV Chromatogram, 280 nm

4739_1_1-C,2_01_1989.d: UV Chromatogram, 280 nm 4742_1_1-D,2_01_1999.d: UV Chromatogram, 280 nm 4750_1_1-B,8_01_2131.d: UV Chromatogram, 280 nm

GPEA_1_1-B,5_01_2128.d: UV Chromatogram, 280 nm
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Contenido de compuestos lipofílicos en las diferentes accesiones  
 

 
 
 
 
 
 
Figura 4 -continúa en la siguiente página- 
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Figura 4 -continúa en la siguiente página- 
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Figura 4: Concentraciones halladas para cada compuesto lipofílico en todas las accesiones analizadas. A cada 
compuesto se le asignó un número de acuerdo al orden de elución de la corrida cromatográfica. Los picos 
identificados corresponden a: 1= luteína, 11= di-hidroxilicopeno, 13= licoxantina, 14= licopeno-1,2,1,2-
diepóxido, 15= cis-violaxantina, 16= prolicopeno, 19= (ε)-5,6,5’,8’-diepoxi-5,5,5’,8’-tetrahidro-β-β-caroteno, 
20= licopeno, 21= neurosporeno, 22= trans-γ-caroteno, 23= trans-β-caroteno. 
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Cromatogramas para la cuantificación de compuestos lipofílicos (extractos lipofílicos) 
 
Detección de compuestos lipofílicos λ: 440 nm 

 
Figura 5: En el cromatograma se observan las accesiones 127-3, 131-114, y un extracto concentrado para 
identificar los picos de interés analizados a 440 nm. 

 
 
 
 
 
Detección de compuestos lipofílicos λ: 440 nm 

 
Figura 6: En el cromatograma se observan las accesiones 131-87, 131-5, 131-11, 131-71, y 99-2 analizados 
a 440 nm. 
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127-3_1-C,5_01_166.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-114_1-A,2_01_145.d: UV Chromatogram, 440 nm

ex_concentrado_1-C,1_01_223.d: UV Chromatogram, 440 nm
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131-87_1-B,3_01_185.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-11_1-B,3_01_155.d: UV Chromatogram, 440 nm 99-2_1-C,7_01_169.d: UV Chromatogram, 440 nm

131-5_1-A,8_01_211.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-71_1-A,5_01_208.d: UV Chromatogram, 440 nm
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Detección de compuestos lipofílicos λ: 440 nm 

 
Figura 7: En el cromatograma se observan las accesiones 131-30, 99-3, 131-3, 131-70, y 131-24 analizados 
a 440 nm. 

 
 
 
 
 
Detección de compuestos lipofílicos λ: 440 nm 

 
Figura 8: En el cromatograma se observan las accesiones 131-67, 131-12, 131-28, 131-1, y 99-1 analizados 
a 440 nm. 
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131-30_1-C,3_01_195.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-3_1-C,1_01_162.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-24_1-A,2_01_128.d: UV Chromatogram, 440 nm

99-3_1-D,1_01_202.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-70_1-A,4_01_130.d: UV Chromatogram, 440 nm
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131-67_1-B,1_01_213.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-28_1-B,6_01_142.d: UV Chromatogram, 440 nm 99-1_1-C,6_01_168.d: UV Chromatogram, 440 nm

131-12_1-A,3_01_206.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-1_1-C,9_01_201.d: UV Chromatogram, 440 nm
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Detección de compuestos lipofílicos λ: 440 nm 

 
Figura 9: En el cromatograma se observan las accesiones 131-64, 131-14, 127-4, 127-2, y 131-20 analizados 
a 440 nm. 
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131-64_1-B,1_01_153.d: UV Chromatogram, 440 nm 127-4_1-A,5_01_178.d: UV Chromatogram, 440 nm 131-20_1-B,2_01_138.d: UV Chromatogram, 440 nm

131-14_1-A,4_01_207.d: UV Chromatogram, 440 nm 27-2_1-B,9_01_192.d: UV Chromatogram, 440 nm
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Estándares utilizados en la identificación de compuestos fenólicos 

Compuesto Estructura química Fórmula molecular 

Ácido caféico 

 

C 9H8O4 

Ácido clorogénico 

 

C16H18O9 

Ácido ferúlico 

 

C10H10O4 

 

Ácido p-cumárico 

 

C9H8O3 

 

Kaempferol 

 

C16H10O8 

Miricetina 

 

C15H10O8 

Naringenina 

 

C15H12O5 

Naringina 

 

C27H32O14 

Rutina 

 

C27H30O16 

Tabla 1: Estándares utilizados en la identificación y cuantificación de compuestos fenólicos.  
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Cuantificación de compuestos lipofílicos utilizando el área bajo la curva 

espectrofotométrica. 

 

    compuestos     

accesiones 1 2 3 4 5 6 7 

127-2 585,14 101,61 24,14 0,00 62,36 0,00 0,00 

127-3 611,51 105,81 17,40 0,00 0,00 0,00 0,00 

127-4 478,88 86,26 28,60 0,00 0,00 0,00 0,00 

131-1 469,40 53,46 0,00 0,00 26,70 0,00 19,33 

131-11 262,26 46,94 0,00 0,00 29,66 21,82 0,00 

131-114 730,84 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

131-12 428,98 0,00 0,00 48,71 0,00 16,99 0,00 

131-14 509,15 0,00 0,00 0,00 73,06 0,00 0,00 

131-2 490,91 53,81 0,00 23,30 19,42 9,14 0,00 

131-20 306,82 33,63 0,00 14,56 12,14 5,71 0,00 

131-24 306,91 83,61 63,42 0,00 38,72 0,00 0,00 

131-26 324,07 43,91 0,00 0,00 24,78 21,63 0,00 

131-28 242,85 29,95 0,00 12,93 13,26 3,60 1,89 

131-28 242,85 29,95 0,00 12,93 13,26 3,60 1,89 

131-3 303,56 52,03 0,00 0,00 24,52 0,00 0,00 

131-30 294,34 0,00 109,76 0,00 0,00 0,00 0,00 

131-4 325,73 0,00 0,00 50,76 0,00 18,32 0,00 

131-5 270,19 0,00 0,00 55,14 0,00 11,78 0,00 

131-64 476,68 49,56 0,00 0,00 17,73 8,49 0,00 

131-67 351,03 0,00 0,00 67,69 0,00 25,08 0,00 

131-70 333,27 44,50 0,00 0,00 23,97 20,02 0,00 

131-71 283,29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

131-77 285,22 57,78 0,00 0,00 33,25 0,00 0,00 

131-87 185,83 33,56 0,00 0,00 36,30 0,00 0,00 

99-1 421,69 71,36 0,00 0,00 76,20 40,99 0,00 

99-2 267,60 68,26 0,00 0,00 30,07 32,66 0,00 

99-3 329,02 53,07 0,00 0,00 57,51 25,84 0,00 

 
Tabla 2 -continúa en la siguiente página- 
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    compuestos   

accesiones 8 9 10 11 12 13 14 

127-2 62,86 239,75 0,00 0,00 35,50 0,00 177,32 

127-3 82,45 198,04 0,00 0,00 50,07 0,00 250,04 

127-4 88,92 295,05 0,00 0,00 37,79 0,00 356,82 

131-1 0,00 0,00 0,00 74,78 0,00 0,00 0,00 

131-11 0,00 0,00 0,00 87,18 0,00 0,00 99,40 

131-114 0,00 0,00 74,83 284,50 56,87 0,00 398,77 

131-12 0,00 0,00 0,00 128,17 43,40 0,00 169,10 

131-14 0,00 0,00 0,00 12,35 47,86 0,00 76,19 

131-2 0,00 0,00 0,00 43,29 0,00 16,91 93,48 

131-20 0,00 0,00 0,00 27,05 0,00 10,57 58,42 

131-24 0,00 0,00 0,00 259,86 72,82 0,00 185,42 

131-26 0,00 0,00 79,21 0,00 31,06 0,00 85,07 

131-28 3,17 4,10 0,00 47,28 0,00 0,00 64,93 

131-28 3,17 4,10 0,00 47,28 0,00 0,00 64,93 

131-3 0,00 0,00 0,00 81,00 0,00 0,00 93,78 

131-30 70,28 0,00 0,00 148,42 116,52 0,00 159,90 

131-4 0,00 0,00 0,00 82,37 0,00 0,00 92,24 

131-5 0,00 0,00 0,00 109,79 48,54 0,00 161,43 

131-64 0,00 0,00 0,00 130,60 0,00 0,00 124,28 

131-67 0,00 0,00 0,00 207,97 53,10 0,00 170,44 

131-70 0,00 0,00 0,00 120,06 0,00 0,00 276,98 

131-71 0,00 0,00 0,00 112,76 0,00 0,00 138,75 

131-77 0,00 0,00 0,00 69,14 8,74 37,01 93,73 

131-87 0,00 0,00 0,00 14,62 29,20 141,22 182,78 

99-1 0,00 0,00 0,00 229,91 115,81 0,00 0,00 

99-2 0,00 160,44 0,00 175,17 0,00 0,00 223,30 

99-3 0,00 0,00 0,00 66,06 0,00 0,00 86,34 

 
Tabla 2 -continúa en la siguiente página-  
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    compuestos   

accesiones 15 16 17 18 19 20 21 

127-2 0,00 80,16 0,00 0,00 40,09 5376,80 0,00 

127-3 0,00 108,50 0,00 0,00 62,22 5121,96 0,00 

127-4 0,00 91,89 0,00 0,00 42,08 6576,24 0,00 

131-1 56,81 0,00 0,00 23,86 0,00 1891,36 0,00 

131-11 48,59 35,08 15,01 21,08 32,37 3023,02 0,00 

131-114 286,99 0,00 190,81 0,00 119,50 8836,11 0,00 

131-12 87,16 38,81 21,86 26,68 45,50 5142,73 0,00 

131-14 14,81 26,03 10,37 14,24 12,11 2218,88 77,21 

131-2 53,81 18,65 0,00 21,36 31,67 2300,60 79,53 

131-20 33,63 11,66 0,00 13,35 19,80 1437,87 49,71 

131-24 105,63 66,63 14,88 23,09 45,80 6626,80 54,53 

131-26 33,72 12,54 0,00 17,60 39,14 2832,05 46,09 

131-28 13,72 0,00 0,00 0,00 0,00 1570,24 22,44 

131-28 13,72 0,00 0,00 0,00 0,00 1570,24 22,44 

131-3 63,68 37,59 27,39 32,78 36,72 3166,44 43,41 

131-30 121,83 34,58 0,00 11,39 40,14 5323,46 63,75 

131-4 67,92 28,35 0,00 15,57 18,06 3658,79 13,70 

131-5 83,37 17,02 0,00 16,87 35,59 3551,01 72,33 

131-64 18,86 0,00 11,87 15,19 27,72 3121,38 53,42 

131-67 126,69 30,58 0,00 26,91 37,25 5306,95 56,76 

131-70 48,22 0,00 17,09 29,20 41,13 2908,79 25,11 

131-71 51,96 12,59 9,84 11,57 25,81 4149,02 54,83 

131-77 51,59 19,07 20,66 20,17 34,34 3094,09 50,58 

131-87 22,49 50,17 29,42 10,25 24,39 3371,08 41,88 

99-1 154,06 192,10 0,00 19,23 40,30 5817,95 0,00 

99-2 140,90 0,00 70,81 7,05 36,84 7626,22 0,00 

99-3 60,82 49,89 15,17 24,08 32,03 2038,02 0,00 
 
Tabla 2 -continúa en la siguiente página- 
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  Compuestos 

accesiones 22 23 

127-2 0,00 875,96 

127-3 79,22 643,44 

127-4 101,71 679,24 

131-1 75,38 618,29 

131-11 61,98 599,06 

131-114 183,67 1256,42 

131-12 65,08 660,74 

131-14 0,00 833,88 

131-2 58,99 572,82 

131-20 36,87 358,01 

131-24 99,72 544,53 

131-26 121,61 562,04 

131-28 12,11 231,43 

131-28 12,11 231,43 

131-3 101,47 515,05 

131-30 98,95 571,65 

131-4 74,17 573,10 

131-5 62,17 519,75 

131-64 65,81 744,62 

131-67 65,92 561,78 

131-70 117,60 761,65 

131-71 82,96 745,37 

131-77 0,00 584,89 

131-87 0,00 403,06 

99-1 0,00 892,91 

99-2 0,00 963,70 

99-3 0,00 803,14 
 
Tabla 2: Cuantificación de compuestos lipofílicos utilizando el área bajo los picos obtenidos 
espectrofotométricamente. Los compuestos se enumeran del 1 al 23 de acuerdo a su orden de elución en la 
corrida cromatográfica. 


