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Lakimanta pachapuni llogsinayki,

Kay aswan kallpayoq kalppayoq nanaymanta
fak’ariyniyki sapallanmanta pasapullanqan
Ama yuyatchu fAishuta fakariyniykitaga.
Astawan yuyay llank’asqaykipi,

nak’ariyniyki sapallanmanta pasapullangan.
llapa ruwaykiykinuna kanki ganmi.

Llalliypuni, jganllapin kashian!

Ama qongaychu, khunanmanta

munagtiykiga qallariy.

Pagariypaq kawsayniyki, khunan ruwasgayeki.
Aprende a surgir desde las penas,

sé mas fuerte que el mas fuerte de los dolores,
y tus problemas sin ahuyentarlos se alejaran.
No pienses mucho en tus fracasos,

cavila mas en lo que obras,

y tus problemas sin ahuyentarlos se alejaran.
el resultado de tus obras eres tu.

debes vencer, jde ti depende!

No olvides, que ahora mismo puedes empezar
causa de tu porvenir sera tu presente.

Anodnimo



APAZA ZELA, Herbert Jests. EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE GRANOS DE QUINUA (Chenopodium Quinoa Willd) SOBRE EL
COMPORTAMIENTO, DESENVOLVIMIENTO Y ESTRES OXIDATIVO EN EL
ORGANISMO MODELO Caenorhabditis Elegans. 2022. 53. Proyecto de Conclusion
de Curso (Graduacion en Biotecnologia) — Universidad Federal de la Integracion

Latinoamericana, Foz de Iguazu, 2022.

RESUMEN

La quinua es un pseudocereal muy conocido por su alto valor nutricional debido a
sus aminoacidos, caracterizados como esenciales. No obstante, los fitoquimicos
también demostraron efectos beneficiosos para la reduccion de riesgos de
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo. Los antioxidantes son de gran
envergadura para la prevencion de la actuacion de los radicales libres sobre nuestro
organismo y el estrés oxidativo es el resultado de un desequilibrio. Este estudio
utilizé el nematodo Caenorhaditis elegans cepa N2 (tipo salvaje) como organismo
modelo para probar el efecto antioxidante, el comportamiento y el desenvolvimiento
reproductivo del extracto etandlico de granos de quinua (Chenopodium quinoa Willd)
(EECQ) obtenido a través del método Soxlhet. Para ello se hizo un tratamiento al C.
elegans con extracto a 100,200,400 y 800 pg/ml con un vehiculo de 1% etanol en
medio buffer M9 durante 1 h en la etapa de adulto joven del nematodo para evaluar
los efectos sobre el comportamiento, desarrollo y pardametros de crecimiento
reproductivo. Para investigar los efectos antioxidantes del extracto se utilizé H202a
200 mM como agente oxidante en los gusanos pre-tratados con EECQ y se evaluo
la tasa de supervivencia bajo estrés oxidativo. El analisis estadistico se hizo
mediante el sofware GraphPad Prism 9. El estudio tuvo resultados significativos
encontrando un aumento de 27.8 % en latidos faringeos y 16.4% en flexion de
cuerpo del tratamiento a 400 y 800 pg/ml con respecto al control. Para el desarrollo
reproductivo, no se encontraron cambios en los grupos con el tratamiento EECQ.
En relacidn al estrés oxidativo se destacé la sobrevivencia de 57.3% a diferencia del
grupo control que tuvo una estimativa menor a 20% de supervivencia. En
conclusién, se mostrd que el extracto presenta actividad antioxidante in vivo en el
modelo estudiado.

Palabras clave: estrés oxidativo, producto natural, C elegans, extracto vegetal, C.
quinua.
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APAZA ZELA, Herbert Jesis. AVALIACAO DOS EFEITOS DO EXTRATO
ETANOICO DE GRAOS DE QUINOA (Chenopodium Quinoa Willd) SOBRE O
COMPORTAMENTO, DESENVOLVIMENTO E ESTRESSE OXIDATIVO NO
ORGANISMO MODELO Caenorhabditis Elegans. 2022. 53. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduacao em Biotecnologia) — Universidade Federal da Integracéo Latino-

Americana, Foz de Iguazu, 2022.

RESUMO

A quinoa é um pseudocereal bastante conhecido por seu alto valor nutricional devido
aos seus aminoacidos, caracterizados como essenciais. No entanto, os fitoquimicos
também demonstraram efeitos benéficos na redugdo do risco de doencgas
relacionadas ao estresse oxidativo. Os antioxidantes sdo de grande importancia na
prevencdo da acdo dos radicais livres em nosso corpo e o estresse oxidativo é
resultado de um desequilibrio. Este estudo utilizou o nematédeo Caenorhaditis
elegans cepa N2 (tipo selvagem) como organismo modelo para testar o efeito
antioxidante, o comportamento e o desenvolvimento reprodutivo do extrato etandlico
de graos de quinoa (Chenopodium quinoa Willd) (EECQ) obtido pelo método Soxlhet.
Para isso, foi feito um tratamento para C. elegans com extrato a 100.200.400 e 800
pg/ml com veiculo etanol 1% em meio tampao M9 por 1 h na fase adulta jovem do
nematoide para avaliar os efeitos no comportamento, desenvolvimento e nos
parametros de crescimento reprodutivo. Para investigar os efeitos antioxidantes do
extrato, 200 mM H202 foi usado como agente oxidante nos vermes pré-tratados com
EECQ e a taxa de sobrevivéncia sob estresse oxidativo foi avaliada. A analise
estatistica foi feita com o software GraphPad Prism 9. O estudo teve resultados
significativos, encontrando um aumento de 27,8% nos batimentos faringeos e 16,4%
na flexdo corporal do tratamento a 400 e 800 pug/ml em relagdo ao controle. Para o
desenvolvimento reprodutivo, ndo foram encontradas alteragées nos grupos com o
tratamento EECQ. Em relagdo ao estresse oxidativo, destacou-se a sobrevida de
57,3%, ao contrario do grupo controle que teve estimativa de sobrevida inferior a 20%.
Em conclusao, foi demonstrado que o extrato apresenta atividade antioxidante para
o modelo estudado.

Palavras-chave: estresse oxidativo, produto natural, C. elegans, extrato vegetal,

C. quinoa.
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APAZA ZELA, Herbert Jesus. EVALUATION OF THE EFFECTS OF THE ETHANOL
EXTRACT OF QUINOA GRAINS (Chenopodium Quinoa Willd) ON THE
BEHAVIOR, DEVELOPMENT AND OXIDATIVE STRESS IN THE MODEL
ORGANISM Caenorhabditis Elegans. 2022. 53. Course Completion Project
(Graduation in Biotechnology) — Federal University of Latin American Integration, Foz
de lguazu, 2022.

ABSTRACT

Quinoa is a pseudocereal well known for its high nutritional value due to its amino
acids, characterized as essential. However, the phytochemicals also demonstrated
beneficial effects in reducing the risk of diseases related to oxidative stress.
Antioxidants are of great importance in preventing the action of free radicals on our
body and oxidative stress is the result of an imbalance. This study used the nematode
Caenorhaditis elegans strain N2 (wild type) as a model organism to test the
antioxidant effect, behavior and reproductive development of the ethanolic extract of
quinoa (Chenopodium quinoa Willd) grains (EECQ) obtained through the Soxlhet
method. For this, a treatment was made to C. elegans with extract at 100,200,400 and
800 pg/ml with a 1% ethanol vehicle in M9 buffer medium for 1 h in the young adult
stage of the nematode to evaluate the effects on behavior, development and
reproductive growth parameters. To investigate the antioxidant effects of the extract,
200 mM H202 was used as an oxidizing agent in the worms pre-treated with EECQ
and the survival rate under oxidative stress was evaluated. The statistical analysis
was done using the GraphPad Prism 9 software. The study had significant results,
finding an increase of 27.8% in pharyngeal beats and 16.4% in body flexion of the
treatment at 400 and 800 pg/ml with respect to the control. For reproductive
development, no changes were found in the groups with the EECQ treatment. In
relation to oxidative stress, the survival of 57.3% stood out, unlike the control group
that had an estimate of less than 20% survival. In conclusion, it was shown that the
extract presents antioxidant activity in vivo in the studied model.

Keywords: oxidative stress, natural product, C elegans, plant extract, C. quinoa.

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



12

LISTADE FIGURAS
Figura 1 - Morfologia del grano de qUINUA ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 20

Figura 2 - Vista lateral (lado izquierdo) anatémica de un adulto Caenorhabditis

elegans hermafrodita..............uuiiii i 24
Figura 3 - Ciclo de vida de C. elegans............ccccoiiieeiiiiieiiiiiie e e e 25
Figura 4 - Sincronizacion de C. €/8gans................uuuuuuuuuuuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeaes 32

Figura 5 - Evaluacion del comportamiento de latidos faringeos en gusanos salvajes
expuestos a EECQ durante Th horaa 20°C..........coooiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeee e, 37

Figura 6 - Efectos de EECQ sobre la locomocién corporal de C. eleganstipo salvaje
N2 en estadio joven adulto en 1 h @ 20°C ..........uiiiiiiiiiiiiiiie 38

Figura 7 - Comportamiento reproductivo del nematodo C. elegans después de la
exposicion de 24 horas al EECQ.........ccooooiiiiiiiiieee 39

Figura 8 - Efecto de diferentes concentraciones de EECQ sobre la tasa de

supervivencia bajo estrés oxidativo inducido por H202 en vermes de tipo salvaje

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



13

LISTA DE TABLAS
Tabla 1 - Especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno
L1 AN OSSP 22
Tabla 2 - Lista de reactivos y procedimiento para el Nematode Growth Medium
(NGIM) ettt e e e ettt e e e et e e e e e nsee e e e e e nseeeeeeannnneeeeaannneeaeans 29
Tabla 3 - Lista de reactivos y procedimiento para el Medio Luria Bertani el cual se
utiliza en el mantenimiento y crecimiento de la E. coli OP50 ...........cccccooeeiiinienns 30
Tabla 4 - Lista de reactivos y procedimiento para el M9 Buffer.............c.cccoonne.e.. 31
Tabla 5 - Lista de reactivos de la solucidén Bleaching...........cccccceiiiiiiiiiiiiiinnnn. 31

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



14

LISTA DE ABREVIATURAS

°C - grados centrigrados

C - Cotiledones

CEUA - Formacion de Comités de Etica para el uso de Animales

CONCEA - Consejo Nacional para el Control de la Experimentacion Animal

DAF-16 - Ortélogo de FOXO em C. elegans

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DPPH - 1,1-difenil-2-picril-hidrazil

EAG — Equivalente al acido galico

EECQ - Extracto etanolico del grano Chenopodium Quinoa

EN - Endosperma

ERN - Espécies reativas de nitrogénio

ERO - Espécies reativas de oxigénio

f - funiculo

H - Hipocotilo

H202 — Perdxido de Hidrogénio

PM- Peso Molecular

L1, L2, L3, L4 - Fases de crecimiento do nematoide C. elegans

NGM - Medio de crecimiento para nematodos, de inglés “Nematode Growth
Medium”

O:2 - Radical superoéxido

OH- - Radical hidroxila

P - Perisperma

PE- Pericarpio

R - Radicula

rpm — Revoluciones por minuto

SA - Apice del meristemo

Sc - Cubierta de la semilla

Versdo Final Honol ogada
17/ 01/ 2023 13: 48



Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48

15

] SUMARIO

. INTRODUGCCION... ... e e e r e e e e e enn e eeees 17
1.1. QUINUA: ORIGEN Y DISTRIBUCION..........ceovieeeeeeeeeee e 17
1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA ........oovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 18
1.3. CARACTERISTICAS FENOLOGICAS Y MORFOLOGICAS............... 18
1.4. PROPIEDADES MORFOLOGICAS DEL GRANO DE LA QUINUA..... 19
1.5. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL GRANO DE QUINUA .......... 20
1.6. ANTIOXIDANTES ..ot e e e e enaeeees 21
1.6.1. Especies Reactivas De Oxigeno 21

1.6.2. EStrés OXidatiVO ..........uuviiiiiiiiiiiieiiieeee e 22

1.7. MODELO EXPERIMENTAL Caenorhabditis elegans........................... 23
1.7.1. ASPECTOS GENERALES ........cooiiiiieie e 23

1.7.2. ANATOMIA ..ot e e 24

1.7.3. CICLODE VIDA ...t 25

1.7.4. Caenorhabditis elegans COMO ORGANISMO MODELO ..... 26

c OBIETIVO. . et e e e 28
2.1. OBJETIVO GENERAL .....ooiiie e 28
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS......coovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28

. METODOLOGIA . ..t e e e e e eana e eeees 29
3.1. CRECIMIENTO Y MANUTENCION DE CEPAS DEL C. elegans........ 29
3.2. SINCRONIZACION DEL C. elegans.........cccccoeeeeiiirieiiiiiiieeeeeeeeeeeiiinnnnn 30
3.3. EXTRACTO DE GRANO Chenopodium Quinoa Willd......................... 32
3.4. ENSAYOS BIOLOGICOS ..o 32



Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48

16

3.4.1. TRATAMIENTO CON EL EXTRACTO ETANOLICO DEL

GRANO DE Chenopodium Quinoa Willd.............cccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeeen, 32
3.4.2. PRUEBA DE LATIDO FARINGEO ......ccccooiiiiieiiiieeiiiee e 33
3.4.3. PRUEBA DE BODY BENDS........ccccoiiiiieeiie e 33
3.4.4. PRUEBA DE CRECIEMINTO REPRODUCTIVO .................. 34

3.4.5. PRUEBA DE RESISTENCIA AL ESTRES OXIDATIVO ...........
.................................................................................................................... 34
3.4.6. PRUEBA DE DESENVOLVIMIENTO Y DESARROLLO....... 34

3.4.7. ANALISIS ESTADISTICO......eeiiieeeiiiiee e 34
4. RESULTADOS ..ottt e e e eeaaans 35
5. DISCUSION ...cuii et e e e e e e e e e e aaans 41
4. CONCLUSION ...t e e e e e e e e e e ennans 44
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 45



17

1. INTRODUCCION

1.1. QUINUA: ORIGEN Y DISTRIBUCION

En los Andes encontramos una diversidad de civilizaciones las
cuales segun la historia son artifices de fortificantes productos alimenticios. Uno de
ellos es la quinua, considerada como un alimento mitico y sagrado por la cultura
inca. La quinua constituye uno de los principales componentes de la dieta
alimentariade la familia de los Andes, fue base nutricional en las principales culturas

americanas.

La quinua al menos tiene 500 anos de antigliedad. Sin embargo,
varios autores que se basan en los principios de Vavilov, indican que la quinua
(Chenopodium Quinoa Will) tiene un origen en el altiplano andino entre los paises
de Pert y Bolivia (MUJICA et al.,2002).

Su distribucién se extiende desde el sur de Peru, atraviesa el
altiplano de Bolivia, el norte de Chile y el noroeste de Argentina hasta la provincia
de Mendoza, ocupando una faja latitudinal entre los 142 y 322 40°'Sur (MARTINEZ
CARRETERO., 1995).

1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun varios autores indican que es un cereal y es perteneciente
a la familia Chenopodiaceas. Se estima que el género Chenopodium es el principal

y por el cual se tiene amplia distribucion mundial, con 250 especies (GIUSTI.,1970).

La quinua pertenece a la siguiente clasificacion taxonémica segun
Giusti, 1970:

Reino : Vegetal

Sub reino : Phanerogamae

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



18

Division : Angiospermae
Clase : Dicotyledoneae

Sub clase : Archychlamydeae
Orden : Centrospermales
Familia : Chenopodiaceae
Género : Chenopodium
Seccién : Chenopodia

Especie : Chenopodium quinoa Willdenow

1.3. CARACTERISTICAS FENOLOGICAS Y MORFOLOGICAS

El contenido de materia de los granos de quinua depende de la
variedad de la planta, las condiciones climaticas durante el periodo de cultivo,
recoleccion y condiciones de almacenamiento. (REPO, C. et al., 2011). Segun Repo
y Carrasco (2008), citado por Glorio., et al. (2003) indica que la quinua esuna
planta anual de tamafio entre 1 y 3,5 metros. La panoja tiene entre 15 y 70cmy
puede llegar a un rendimiento de 200 g de granos por panoja. Las semillas pueden
ser blancas, cafés, amarillas, grises, rosadas, rojas o negras y se clasifican segun
su tamano en grandes (2,2-2,6mm), medianas (1,8-2,1mm) y 1 pequefias (menos
de 1,8mm).

Algunos factores como las diferencias en las condiciones de secado
y almacenamiento, tiempo de cosecha y fertilizacion, vegetacion, estructura del
suelo, el clima y el riego también afectan el contenido nutricional.Por otro lado,
en casos donde la tierra se mezcla con los granos durante lacosecha y

procesamiento, el contenido nutricional puede ser mayor. (UKE O et al., 2017)
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Muchos  autores indicaron que  existian diferencias
estadisticamente significativas entre las diferentes variedades de quinua en
términos de contenido de nutrientes, este es correlacionado por factores
fenologicos. (AYASAN., 2020) sin embargo, diferentes estudios demostraron que la
especie Chenopium Quinoa Willd. Se encuentra en un rango de por lo que se podria

decir que es parcialmente estandarizada.

El grano de quinua es libre de gluten, es compuesto por proteinas
de alto valor biolégico que se encuentran entre 12 - 21%, grasa 4 - 8%, carbohidratos
55-78% vy fibra 4-10%. Adicionalmente, se destaca el contenido de omega 3 y
omega 6, niacina, riboflavina vitamina B6, acido folico, fosforo, potasio, calcio,

manganeso, hierro y selenio.

El grano de quinua presenta un rico contenido en compuestos
fendlicos, betalainas, camperol, acido benzoico y saponinas. Segun Repo Carrasco
(2010) encontré que los compuestos fendlicos (71,7 mgEAG.100 g-1 del extracto)
son superiores en comparacion con otros cereales andinos como Kaniwa

(Chenopodium pallidicaule), Kiwicha (Amaranthus caudatus).

1.4.PROPIEDADES MORFOLOGICAS DEL GRANO DE LA QUINUA.

El fruto de la quinua es un aquenio mas conocido como el grano
de la quinua que es derivado de un ovario supero unilocular y de simetria
dorsiventral, tiene un cilindro lenticular (GALLARDO et al., 1997). El fruto esta
cubierto por completo por el perigonio que cubre una sola semilla, esta consta de
dos capas (episperma exterior y perisperma interior) definidas y de diferentes
colores segun su variedad, con un diametro aproximado de 1,5 a 4 mm. Asimismo,
el perigonio es sencillo de retirar con el vapor o cuando se encuentra seco (TAPIA,
2007). El perisperma es facilmente reconocido por cuatro partes definidas. Una capa
externa que contiene una superficie rugosa, que contiene saponina (CHIPANA,

1992). La segunda capa contrasta con otro tipo de color. En la tercera
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capa consta de una membrana delgada de color amarrillo y la cuarta capa

contiene gran cantidad de células que protegen el embrion (Figura 1).

Figura.l Morfologia del grano de quinua: PE: Pericarpio EN: Endosperma;Sc:

Cubierta de la semilla; C: Cotiledones; H: Hipocotilo; SA: Apice del meristemo; R: Radicula; P:

Perisperma f: funiculo.

Fuente: MUJICA et al., 2001

1.5 PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL GRANO DE QUINUA

Chenopodium quinoa Willd. se considera un alimento con grandes
propiedades funcionales porque contiene compuestos que estan asociados con
varios beneficios para la salud. En diferentes cereales existen gran cantidad de
sustancias bioactivas naturales procedentes de metabolitos secundarios, como
alcaloides, glucésidos, acidos grasos, terpenoides y polifenoles (BIAZOTTO et al.,
2019). Segun Lee (2004) indica que estos fitoquimicos naturales actuan como
antioxidantes al inhibir o retrasar la oxidacién de otras moléculas mediante la
inhibicibn de la propagacién de la reaccion de oxidacion. Las propiedades
beneficiosas de diferentes frutos autéctonos andinos estan asociadas a sus

componentes quimicos que realizan actividades biologicas relevantes, tales como,
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antimicrobiano (CARDOSO et al., 2010), antiproliferativo (ALVES et al., 2019),
antiinflamatorio (LEUNG et al., 2008) y antioxidante (SCHIASSI et al., 2018).

Los granos de quinoa dotan de compuestos con estructura fendlica
de gran potencial benéfico para la salud entre ellos destacan la acidos fendlicos
(acidos p-hidroxibenzoico, 3-4-dihidroxibenzoico, vanillico y protocatéquico) y

flavonoides (quercetina y canfero). (HIROSE et al., 2010).

1.6. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son moléculas capaces de prevenir o retardar la
oxidacion de moléculas biolégicas como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Son
de vital importancia para la prevencion de la actuacion de los radicales libres sobre
el organismo; disminuyendo los procesos oxidativos, retardando el proceso de

envejecimiento y previniendo el desarrollo de diversas enfermedades.
1.6.1. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Especies reactivas de oxigeno tiene como definicidn un conjuntode
metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos que poseen una fuerte capacidad
oxidante en concentraciones altas. Sin embargo, en concentraciones bajas estas
cumplen una serie de funciones de senalizacion complejas. (SCHMIDT et al.,
2015).

Su funcion se centra en un conjunto de moléculas mensajeras que
regulan una amplia variedad de procesos fisiologicos celulares incluyendo la
proliferacion, la diferenciacion y la apoptosis. Ademas, los ROS son observados
como reguladores fisiologicos de vias o cascadas de sefalizacion intracelulares
activadas por factores de crecimiento. (CHIARUGI et al., 2003). Cualquier cambio
temporal en el estado redox de la célula se alteran las vias de sefnalizacion.(OTTUM
et al., 2015).
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En el ROS se constituyen dos especies mas representantes entre
especies radicales y no radicales al igual que en las especies reactivas de nitrégeno
(RNS), las cuales poseen moléculas que son denominadas por radicaleslibres.
(Tabla. 1). Asimismo, disponen de atomos o grupo de atomos con electrones

desapareados en la ultima capa de valencia. (HALLIWELL, 2007).

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno (ERO) y especies reactivas de nitrégeno
(ERN)

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Radicales

Superoéxido O~ Radical alcoxido RO’
Hidroxilo "OH Radical peroxido ROO’
No radicales

Peroxido de hidrogeno | H20:2 Ozono O3
Oxigeno singuelente 102 Peroxido organico ROOH
Acido hipocloroso HOCL Acido hipobromoso HOBr
Especies reactivas de nitrégeno (ERN)

Radicales

Oxido nitrico NO* Didéxido de nitrogeno NO2"

No radicales

Peroxinitrito ONOOr Cation nitrosonio NO*
Triéxido de dinitrogeno | N203 Anion nitroxilo NO-
Tetradxido de | N20O4 Acido peroxinitroso ONOOH
dinitrogeno

Acido nitroso HNO2 Peroxinitrilos alquilicos ROONO

Fuente: PHANIENDRA ET AL., 2015; BISWAS, S. 2016

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



23

1.6.2. ESTRES OXIDATIVO

El estrés oxidativo es una condicion biolégica en desequilibrio
causado por la produccién de especies reactivas al oxigeno y su capacidad de

neutralizar por un sistema de defensas antioxidantes. (JIANG et al., 2016)

El mecanismo de ataque al ERO se fundamenta en un sistema de
defensa antioxidante que tiene por finalidad mantener el proceso oxidativo dentro
de los pardametros fisiologicos y sujetos a regulacion. Asimismo, se impide que el
dafo oxidativo se aumente y consecuentemente causen un perjuicio sistematico ir
reparable. (KUNDU & SURH, 2010)

Segun Finkel (2000) indica que las especies reactivas de oxigeno
se pueden generar de forma endogena durante el metabolismo celular, o de forma
exdgena, como por exposicion a farmacos y alimentos (xenobidticos). Estos
radicales dafan importantes macromoléculas celulares como ADN, lipidos,

carbohidratos y proteinas.

1.7. MODELO EXPERIMENTAL Caenorhabditis elegans

1.7.1. ASPECTOS GENERALES

El Caenorhabditis elegans es una especie de gusano saprofito que
vive en la tierra, usualmente encontrado en un amplio rango de temperaturas que
pueden ser templados o humedos (BARRIERE & FELIX, 2005) y se alimenta de
microorganismos tales como Escherichia coli . Este nhematodo perteneciente a la
familia Rhabditida, fue caracterizada en 1900 y fue el primer organismo multicelular
del cual se obtuvo la secuencia completa de su genoma (HODGKIN & HERMAN,
1998). En muchas investigaciones utilizan la cepa Bristol N2, que actualmente es la

cepa considerada como selvagem o silvestre (ALTUN et al., 2012).

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



24

1.7.2. ANATOMIA

El nematodo tiene un comprimento de 1,3 mm aproximadamente y
80 um de diametro. El adulto presenta una estructura bilateral simétrica, vermiforme,
con un cuerpo cilindrico tubular (ALTUN et al., 2012). Su estructura esta formada
por una boca, faringe, intestino, gdénadas y una cuticula de colageno. En el extremo
anterior de la cabeza se presenta el orificio bucal, el cual permite ingerir las bacterias
con las que se alimenta. En la parte posterior, se ubica el ano (Figura 2). El
nematodo consta de dos sexos, macho y hermafrodita. Estudios demostraron que
existe gran cantidad de hermafroditas a comparacion de machos.Es decir, en
condiciones naturales el porcentaje de ocurrencia de especimenes masculinos es

menos del 0,05% del total.

Figura 2. Vista lateral (lado izquierdo)anatomica de un adulto

Caenorhabditis elegans hermafrodita.
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Fuente: Schroeder K.D. (2010)

C. elegans posee 5 cromosomas somaticos diploides (1, II, 1lI, 1V,
V) y un cromosoma sexual. Este ultimo determina el sexo; en hermafroditas es
diploide (XX) y en machos es haploide (XO) (Hodgkin et al., 1979). El hermafrodita

adulto tiene 959 células somaticas y el macho 1031.
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1.7.3. CICLO DE VIDA

El ciclo de vida completo del nematodo C. elegans hasta la
formacion del individuo adulto, dura aproximadamente 3 a 5 dias a 20 °C y contiene
un estado embrionario y 4 estados larvarios (L1-L2-L3-L4) (BRENNER, 1974).
Varios estudios indicaron que al presentar variaciones de temperatura pueden llegar
a acelerar o retrasar su desarrollo, pasando a completarse el ciclo en 3 dias a 25
°Cy en 6 dias a 10 °C (BYERLY et al., 1976). Sin embargo, varios autores
optimizaron su temperatura a 20°C siendo la temperatura mas adecuada para
trabajar en un laboratorio (GONZALEZ et al., 2013).

Su ciclo de vida del nematodo C. elegans inicia de una sola célula,
la cual va originando varias células a través de divisiones celulares repetidas
llegando a 558 células aproximadamente. Después de la eclosion, las divisiones dan
como resultado el crecimiento y maduracién sexual del gusano. Posteriormente de
la muda final, el gusano hermafrodita adulto comienza a producir sus propios
huevos. Cabe destacar que, a condiciones adversas al estrés oxidativo o escasez
de alimentos, la larva L1 del C. elegans puede entrar en una etapa alternativa de
diapausa. En este estado, los animales se vuelven hipometabdlicos y muy
resistentes al estrés, el cual es capaz de sobrevivir durantelargos periodos de varias
semanas a meses. (EISENMANN et al., 2015)

El ciclo de vida del animal consiste en un periodo de desarrollo
embrionario dentro del huevo, cuatro estadios larvarios y finalmente el adulto. El

gusano adulto llega a medir un milimetro de largo.
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Figura 3. Ciclo de vida de C. elegans a 22 °C. Se indica en azul el tiempo entre

cada muda larval y la longitud corporal (um) para cada etapa de desarrollo.
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Fuente: ALTUN et al.,2012.

1.7.4. Caenorhabditis elegans COMO ORGANISMO MODELO

Este gusano fue empleado por primera vez por Brenner,
descubriendo la muerte celular programada y su respectivo linaje celular. Como
consecuencia de su importante labor gané el premio Nobel del 2002, lo queacaparo
gran expectativa de varios investigadores. Consecuentemente el uso fue mas
frecuente ya que por su simplicidad, manejo, reproduccion y similaridad es trazado
como un organismo experimental adecuado para multiples estudios principalmente

genéticos y nerviosos.

Varios estudios demostraron que se han identificado gran similitud

entre C. elegans y los mamiferos, tanto a nivel celular como molecular.
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Aproximadamente el 60-80% de los genes homodlogos a humanos (KALETTA,
2006).

Hoy en dia muchas investigaciones lograron desarrollar
innumerables avances en campos como la biologia celular, neurofisiologia y
envejecimiento (CORSI et al., 2015). Sin embargo, el avance de la ciencia hace que
se abran nuevas areas que colocan al gusano como un modelo eje llegando asi a

tener varias publicaciones.

Es por ello que el nematodo Caenorhabditis elegans es un
excelente modelo para la identificacion rapida de compuestos con caracteristicas
biologica. En comparacion con el cultivo celular, tiene grandes beneficios porque es
un organismo multicelular y puede evaluar sistematicamente los efectos de los
compuestos en el organismo. Asimismo, en comparacion con ratones u otros
modelos de mamiferos, el cultivo y los experimentos con este organismo son mucho
mas economicos. Esto se debe principalmente a que, en lo que respecta a C.
elegans, no existe restriccion en la demanda de animales, ya que crece rapidamente
en un sistema simple, econémico y puede producir miles de animales en pocos dias.
Ademas, se conoce su genoma, Yy la disponibilidad de la mayoria de sus mutantes
genéticos, es por ello que C. elegans, permite estudiar facilmente el mecanismo de

respuesta al estrés oxidativo in vivo.

Cabe indicar que para su uso de Caenorhabditis elegans la
legislacion reguladora del uso de animales para fines cientificos no dificulta
distinguiéndose en complejidad y extension por ser un invertebrado. Asi mismo, no
necesita la aprobacion del Consejo Nacional para el Control de la Experimentacion
Animal (CONCEA) y la Formaciéon de Comités de Etica para el uso de Animales

(CEUA), normativas que rigen en Brasil.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos del extracto etanolico de granos de quinua (Chenopium
guinoa Willd) sobre el comportamiento, desenvolvimiento y estrés oxidativo

en el organismo modelo Caenorhabditis elegans

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir el extracto extracto etanolico del grano (Chenopodium quinoa
willd.).

e Evaluar los efectos del extracto etanolico del grano (Chenopodium quinoa
willd.) en la locomocion de C. elegans bajo condiciones normales.

e Evaluar los efectos del extracto etanolico del grano (Chenopodium quinoa
willd.) sobre el desenvolvimiento reproductivo de C. elegans

e Evaluar los efectos del tratamiento dosis-respuesta de extracto de
Chenopodium quinoa sobre la supervivencia de C. elegans en
condiciones y de estrés oxidativo

e Determinar las concentraciones optimas del extracto de Chenopodium

guinoa, para las cuales se obtiene una mayor sobrevida en C. elegans.
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3. METODOLOGIA

3.7.CRECIMIENTO Y MANUTENCION DE CEPAS DEL C. elegans

Para el crecimiento y manutencién se utilizé el método de Brenner
(1974), el cual se obtuvo cepas donadas por la Universidad Federal de Santa Maria

— UFSM. Se utilizé la cepa de tipo selvagem N2 Bristol y la bacteria E. coli OP50.

Esta cepa fue mantenida y cultivada en Placas Petri de 9 cm que
contenian el medio de agar NGM (Nematode Growth Medium) en un estado soélido
a una temperatura de 20 °C (Tabla 2). La mezcla se esterilizd en un autoclave

durante 15 min a 1 atm.

Para su alimentacién fue cultivado la bacteria E. coli OP50 en un
medio liquido de agar Luria Bertani a 37°C por 24 horas y luego guardado en la
refrigeradora para su posterior uso (Tabla 3). Cabe destacar que la E.coli OP50

muestra un crecimiento desacelerado por ser una cepa auxotrofa de uracilo.

Tabla 2. Lista de reactivos y procedimiento para el Nematode Growth Medium

(NGM) el cual se utiliza en el mantenimiento y crecimiento del nematodo.

Reactivo Cantidad
NaCl(g) 3

Agar (g) 17
Peptona (g) 2,5

H20d (ml) 1000
Autoclavar

Colesterol (ml) 1

MgSO4 1M (ml) 1
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CaClz2 1M (ml) 1
Tampon PO4 (ml) 25
Nistatina (Ul) 12500
Estreptomicina(ml) 1
Total (ml) 500

Fonte: EISENMANN et al., 2015.

Tabla 3. Lista de reactivos y procedimiento para el Medio Luria Bertani el cual se

utiliza en el mantenimiento y crecimiento de la E. coli OP50.

Reactivo Cantidad
NaCl(g) 0,25
Extracto de levadura (g) 0,25
Triptona (g) 0,5

H20d (ml) 50
Autoclavar

Sulfato de estreptomicina(ul) | 50

Fuente: EISENMANN et al., 2015.

3.2.SINCRONIZACION DEL C. elegans

Con la finalidad de obtener una uniformidad los vermes en mismo
estadio larvario fueron sincronizadas. Para lo cual se llevo la seleccion de la placa
con alto numero de nematodos en su edad fértil. Los vermes fueron recogidos con
la ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo Falcon con buffer M9 (Tabla 4). Luego se
dejoé decantar los vermes por 3 minutos y se procedié a retirar el sobrenadante hasta
llegar a 2ml. Luego se agrega Buffer M9 y se centrifugo el tubo Falcon durante 45

segundos a bajas revoluciones para que los huevos de los vermes
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decanten. Culminado la centrifugacion se extrae el sobrenadante a través de una

pipeta Pasteur.

Luego se agrego 5 ml de solucion de Bleaching (Tabla 5) con el
objetivo de destruir a todas las larvas vy liberar los huevos. Para conseguirlo fue
necesario agitar durante 3 min en un agitador Vortex. Para verificar se utilizdé un
microscopio 6ptico a 3x. Luego de verificar se agrego solucién buffer M9 hasta llenar
el tubo Falcon y se centrifugd durante 3 min a 3000 rpm y 20°C. Esteproceso

fue repetido tres veces.

Finalmente, se retird el sobrenadante hasta 2ml y se almaceno a
20°C en una placa Petri de 9 cm por 24 horas. Cabe resaltar que teniendo estas
condiciones 6ptimas los huevos eclosionaran en 1 dia a larva L1, su siguiente fase

del C. elegans hasta que reciban alimentacion.

Tabla 4. Lista de reactivos y procedimiento para el M9 Buffer.

Reactivo Cantidad
KH2PO:4 (g) 3
Na2HPOs (g) 6

NaCl (g) 5

H20d (ml) 1000
Autoclavar

MgSO4 1M (1ml) 1

Fuente: EISENMANN et al., 2015.
Tabla 5. Lista de reactivos de la solucién Bleaching.

Reactivo Cantidad
Hipoclorito de Sodio (ml) 1,5
NaOH 10M (ml) 0,25
H20d (ml) 3,25

Fuente: Autor, 2021.
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Figura 4. Sincronizacién de C. elegans. (A) Preparo de solucion Bleaching
y decantacién de vermes. (B) Destruccion de larvas y liberacion de huevos en
solucién Bleaching con ayuda de un Agitor Vortex (C) Proceso de centrifugacion a

3000 rpm x 3 min. (D) Huevos de C. elegans post-sincronizacion.

Fuente: Autor, 2021.
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3.3.EXTRACTO DE GRANO Chenopodium Quinoa Willd

La muestra de quinua se obtuvo a partir de una tienda de granos
“‘Mayerd Comercio e Industrias de Especerias EIRELI. Los granos fueron

procedentes por el grupo Ser Levi con el LOTE: 1435674 Cultivo marzo 2020.1

Para la extraccidon de compuestos bioactivos se utilizd6 granos de
Quinoa de una industria brasilera y para optimizar se procedié a desaponificar por
via humeda siguiendo los parametros de la AOAC (Association of Official Analytical
Chemists) que indica el valor definido de humedad final de 12%, el cual es necesaria
para evitar algun dafo por microorganismos. Luego se utilizdé un triturador marca

Black Decker con el fin de obtener la quinua molida.

Teniendo la quinua molida se procedi6 a realizar la extraccion por
Soxhlet por la metodologia de Nsimba et al., (2008) que fue adaptado por Souza
(2018), en el cual se utilizd un primer solvente apolar con 140 gramos de quinua
molida desaponificada con un tiempo de 2 horas y a una temperatura de 70°C.
Luego, la muestra fue extraida por un solvente polar por un tiempo de 3 horas a 60
°C. A continuacién, el extracto fue rotaevaporado a una temperatura controlada para
la eliminacién del disolvente y almacenado en etanol a una refrigeracion de - 4° C

hasta su uso.

3.4.ENSAYOS BIOLOGICOS

3.4.1. TRATAMIENTO CON EL EXTRACTO ETANOLICO DEL GRANO DE
Chenopodium quinoa Willd

Para el tratamiento con los extractos del grano de quinua se colocé
los nematodos sincronizados en estado larval L1 en placas con agar NGMe E. coli
OP50 vy se dejé por 48 horas a 20°C en la estufa para dejarlos crecer. El experimento
se realizo en el estadio adulto. Luego de las 48 horas se colecto las vermes de las
placas con agar NGM Y E.coli OP50 con tampdn buffer M9 en un
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tubo Falcon y se dejo decantar por 3 minutos. Posteriormente se retir6 y descarto
el sobrenadante. Este proceso se repitio por tres veces. En la ultima decantacion se
retird el sobrenadante y se procedié a contar los vermes colocando 10 pl de la
solucién en una lamina de microscopio. Teniendo en cuenta el numero de vermes

se procedid a calcular el volumen necesario para cada experimento.

Para el experimento se utilizé 15 tubos de eppendorfs esterilizados
de 1,5 ml. Se agrego 1000 nematodos en la etapa de adulto jovenpor eppendorfs
y se incubaron con EECQ en concentraciones de 100, 200, 400 y 800 pg/ml con un
vehiculo de 1% EtOH en medio buffer M9 y se dejé durante 1 h.a 20°C. En este
lapso del tiempo fue necesario mover continuamente para una mezcla

homogenizada.

Después de concluir el tiempo se lavo la solucién con la finalidad de
retirar la quinua dejando los eppendorfs en pie por 3 minutos y quitando 800 pl del
sobrenadante con ayuda de una pipeta y agregando 800 ul de tampdn buffer M9 en

el eppendorf. Este proceso se repitio 3 veces.

3.4.2. PRUEBA DE LATIDO FARINGEO

El ensayo siguié un protocolo basado en la literatura (Wang et al.,
2008). Se evalud el latido faringeo a 20 °C en 10 vermes por grupo expuestas al
EECQ en placas Petri con agar NGM y E. coli y un control. Para su adaptacion se
esperd 30 minutos y el numero de conteo de contracciones se observd a través de
un microscopio optico (Nikon modelo Eclipse E200) el bulbo faringeo posterior de
cada gusano durante un periodo de 10 segundos, por tres veces, y la media se
multiplicod por seis, lo que da como resultado el numero de contracciones/minuto.

Cabe resaltar que se analiz6 10 animales por grupo.

Versdo Final Honol ogada

17/ 01/ 2023

13: 48



35

3.4.3. PRUEBA DE BODY BENDS

El ensayo de locomocidon se baso en el protocolo de Nawa et al.,
2012. Se realizo transfiriendo 20 pl de gusanos en placas Petri con agar NGM sin
E.coli OP50 permitiéndoles aclimatar por 30 minutos y evaluando la locomocion. Se
conto el numero de ondas sinusoidales completas para adelante o para atras a cada
10 animales por tratamiento en un periodo de 20 segundos. El ensayo se repitid por
tres veces y la media se multiplico por tres, para dar como resultado el numero de

curvatura corporal completa/minuto.

3.4.4. PRUEBA DE DESENVOLVIMIENTO Y DESARROLLO

Para determinar si EECQ causa alteraciones en eldesenvolvimiento
del verme se utilizd el protocolo de Nawa et al., 2012, fueron monitoreados los
mismos vermes de la pruebadel latido faringeo, estas se guardaron en la incubadora
a 20 °C. La evaluacion se realiz6 después de 24 horas haciendo un conteo de
verificacion de huevos en el utero de los vermes de cada tratamiento usando 5ml de

solucion Bleaching y lavando por tres veces con tampon Buffer M9.

3.4.5. PRUEBA DE RESISTENCIA A LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para verificar si el EECQ protege contra la muerte causada por
estrés oxidativo inducido se realiz6 la prueba después del tratamiento con EECQ y
el lave para la retirada del extracto, se adicion6 100 ul de perdxido de hidrogeno con
una concentraciéon final de 200mM en todos los eppendorfs que anteriormente
fueron pretratados con EECQ y 800 pl de tampon buffer M9. Posteriormente se
agitd por 1 hora a 20°C envuelto en papel de aluminio para tener una mezcla
homogenizada. Pasado el tiempo se retird el perdxido de hidrogeno dejando reposar
por 3 minutos y quitando 800 pl de sobrenadante, luego se adicion6tampdn buffer
M9. Este proceso se repitio por 3 veces. Concluido el proceso se colocé 100 pl en
una placa Petri con agar NGM y E. coli OP50 para cada
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tratamiento y se dejé en la incubadora a 20°C por 24 horas. Después del tiempo
finalizado se contd la cantidad de vermes vivos y muertos. La concentracion del
H20:2 fue basado en referencia al DL50 encontrada en el estudio del extracto de L.
divaricata. (ARANTES, 2014).

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el software GraphPad
Prism 9.3 y Bioestat 5.3. Los datos se expresan como la media + error estandar de
la media (SEM). Las diferencias significativas entre los grupos se determinaron
utilizando la prueba t de Student para la comparacion entre dos grupos y elanalisis
de varianza de una via (ANOVA) mayor a 2 grupos, seguido del métodode
Bonferroni (post hoc). Se consideraron estadisticamente diferencias significativas a
partir de p < 0,05.

4. RESULTADOS

4.7.EVALUACION DEL EXTRACTO ETANOLICO Chenopodium quinoa Willd
EN EL LATIDO FARINGEO

Los resultados mostraron que los animales de tipo salvaje N2
tratados en estadio larval L4 joven adulto exhibieron un aumento significativo en
intensidad de latidos faringeos por minuto de los grupos (400 y 800 pl/ml) tratados
por EECQ, con una media de 224.3 + 6.993% y 213.5 £ 8.596% respectivamente en
comparacioén al control con una meda de 175.5 + 4.736%. Ademas de presentar
otra diferencia significativa en relacion al tratamiento con concentracion de (100 y
200 pl/ml). Por el contrario, se encontr6 que los nematodos expuestos a la
concentracion mas elevada (800 pl/ml) tuvieron una disminucién 4.9% en relacion a
el tratamiento con (400 pl/ml). Estos resultados mostraron que el tratamiento fue

capaz de aumentar la frecuencia de latidos faringeos en la verme.
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Figura 5. Evaluacion del comportamiento de latidos faringeos en gusanos
salvajes expuestos a EECQ durante 1h hora a 20°C. Se observaron los latidos
faringeos por minuto de los vermes. El tratamiento con EECQ (100, 200, 400 y 800
pl/ml) con vehiculo (1% EtOH) comenzé en la etapa larvaria L4 joven adulta y dur6
1hora hasta la etapa adulta cuando se determinaron los comportamientos. Se
encontraron diferencias significativas entre los gusanos tratados y el control.
(medias, SEM, n=10). Los experimentos se realizaron dos veces en dias diferentes.
La media * desviacion estandar. * p < 0,005 y **** p <0,0001 por la prueba de una
via ANOVA.

4.2.EVALUACION DEL EXTRACTO ETANOLICO Chenopodium quinoa Willd
EN EL COMPORTAMIENTO CORPORAL

El efecto del EECQ sobre la capacidad locomotora de los vermes,
representa un indicativo muy importante de toxicidad en estadios diferentes a lo
largo de su ciclo de vida. Los resultados mostraron un pequefio aumento deflexion
corporal en relacion al grupo de control en las diferentes concentracionesde forma
ascendente. En el estadio joven adulto, la frecuencia de flexiéon corporal por minuto

de los vermes en el grupo de control fue de 58.20 + 1.5621% mientras
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que de los vermes con tratamiento de EECQ fueron 60.60 + 2,088 (100 pg/mL),
66,60 + 2,272 (200 pg/mL), 67,80 + 3,80 (400 pg/mL) y 70,80 + 3,80 (800 pg/mL).
Respectivamente, estos resultados expresan un aumento de 4.12%, 14.4%, 16,4%

y 21,65% en el numero de flexiones corporales en comparacion con el grupo control.
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Figura 6. Efectos de EECQ sobre la locomocion corporal de C. elegans tipo
salvaje N2 en estadio joven adulto en 1 h a 20°C. Se observaron las flexiones
corporales por minuto de los vermes. El tratamiento con EECQ (100, 200, 400 y 800
pl/ml) con vehiculo (1% EtOH) en etapa joven adulta y durante 1h. Se encontrd
expresivas diferencias significativas entre los gusanos tratados con 800 y

400 pl/ml en relacién al control. (medias, SEM, n=10). Los experimentos se
realizaron dos veces en dias diferentes. Los valores son expresos como media +
SEM * p <0,05 en el teste de una via ANOVA cuando el grupo tratado fue comparado

con el grupo de control.
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4.3.EFECTOS DEL EXTRACTO ETANOLICO Chenopodium quinoa Willd EN
EL DESENVOLVIMIENTO DE HUEVOS EN EL UTERO

Evaluar el efecto de EECQ en el numero de huevos de
sobrevivientes de nematodos N2 es un indicador de toxicidad reproductiva. El
grafico muestra que ninguna de las concentraciones probadas de EECQ promovid
cambios en la descendencia sobreviviente o en el numero total de huevos
sobrevivientes. Estos resultados sugieren que el tratamiento con EECQ a diferentes
concentraciones no promueve efectos toxicos que interfieran con los patrones

fisioldgicos del desempefio reproductivo de los nematodos.
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Figura 7. Comportamiento reproductivo del nematodo C. elegans después de
la exposicion de 24 horas al EECQ. Produccién de ovos en el utero de C. elegans
tipo salvaje N2 en estadio adulto después de 24 h. a 20°C cultivados en placa Petri
con agar NGM y E. coli. Los resultados representan la media de huevos
encontrados en el interior del nematodo. Los valores son expresos como media *
DP, n=10 * p < 0,05 en el teste de una via ANOVA.
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4.4.EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE GRANO DE Chenopodium
quinoa Willd CONTRA EL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR

PEROXIDO DE HIDROGENO

En el ensayo de proteccion contra el estrés oxidativo, los

nematodos tratados con EECQ fueron resistentes a los efectos de los oxidantes

durante todo el periodo de evaluacion.

Solo el 18.67 % de los vermes sobrevivieron después de ser

tratados con peroxido de hidrogeno (H202) 200 mM. Sin embargo, el pretratamiento

de los vermes con extractos en vehiculo de EtOH al 1% (100, 200, 400 y 800 pg/ml)

mejoré significativamente las tasas de supervivencia. Entre las concentraciones

probadas, el extracto de 400 pg/ml mostrd el mayor porcentaje desupervivencia

(57,33 £ 4,17 %) en comparacion con el control de perdxido de hidrogeno (18,67 +

4,72 %).
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Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de EECQ sobre la tasa de

supervivencia bajo estrés oxidativo inducido por H202 en vermes de tipo

salvaje N2. La tasa de supervivencia aumento significativamente después del

tratamiento con extracto etanolico de grano de Chenopodium quinoa Willd. Los
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valores son la media + SEM de al menos 3 experimentos independientes
diferentes del control (**** p <0.001, * p <0.05).

5. DISCUSION

Actualmente debido a su alto valor nutricional el grano de quinua ha
adquirido una atencion considerable por sus beneficios potenciales para la salud.
Muchos estudios indicaron gran cantidad de fitoquimicos y antioxidantes naturales,

lo que conlleva como un potencial con fines terapéuticos.

Curiosamente, la quinua contiene todos los aminoacidos
esenciales, fibra, hierro, antioxidantes y bajos inhibidores de fitato y enzimasincluso
a 9 dias de su germinacién. Muchos estudios in vitro analizaron la cantidad de
fitoquimicos y la cantidad antioxidante indicando ser uno de los alimentos con gran

potencial antioxidante natural en todos.

Sin embargo, los efectos de los antioxidantes de las sustancias in
vitro no son directamente relacionados con su efectividad in vivo. Por lo tanto, es de
prioridad caracterizar e investigar los parametros de los compuestos fendlicos

totales, DPPH, AOL para tener un mejor parametro de comparacion.

Para evaluar los posibles efectos de EECQ en su comportamiento,
desenvolvimiento y estrés, utilizamos el C elegans. En el estudio actual, quedo
demostrado que la exposicion de C. elegans a una concentracién ascendente de
EECQ resulté un cambio significante de la dosis en la evaluacion de los latidos
faringeos (Figura 5), destacando la concentracion de 400 pg/mly 800 pug/ml respecto

a otros tratamientos indicando la mejor respuesta — adaptacion.

También se resolvié que utilizando concentraciones minimas y
acrecentando hasta 800 pug/ml de EECQ, la respuesta fue de manera proporcional
directa en cuanto a la evaluacion de la flexién del cuerpo, esto es un indicativo de
buena adaptacion y salud. Cabe mencionar que el bombeo faringeo y la flexion del

cuerpo estan regulados por redes neuronales y grupos musculares complejos, y
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los estados motores anormales podrian reflejar defectos de la funcion neuroldgica

o muscular.

Por otro lado, el resultado del comportamiento reproductivo
después del tratamiento con EECQ no altero la sobrevivencia y desarrollo de huevos
en el interior de los vermes, indicando que no interfieren en el desenvolvimiento
reproductivo o en el costo de reproduccion. Teniendo en cuenta que, en el proceso
de reproduccion, los animales movilizan sus reservas energéticas como forma de
supervivencia del organismo y mantenimiento de las actividades reproductivas, por
lo que este proceso fisiologico demanda un costo, que comunmente se conoce
como “costo de reproduccion” (AVERY, 2003).

En el presente estudio, se demostrd que el tratamiento de C.elegans
con EECQ aument6 su supervivencia bajo estrés oxidativo en condicionesnormales.
Si bien los antioxidantes pueden actuar directamente, ya que son capaces de
eliminar los radicales libres de las sustancias, o actuar indirectamente al modular
diferentes vias de sefializacidn que aumentan la resistencia al estrés oxidativo, este
trabajo también buscoé dilucidar la actividad protectora EECQ en C. elegans.
Teniendo en cuenta que diferentes articulos donde evaluaban al C. elegans,
mostraron gran significancia de resistencia al estrés oxidativo como el extracto de
Ginkgo biloba, complejo rico en glucésidos y terpenoides (KAMPKOTTER et al.,
2007), aumento la resistencia al estrés oxidativo en un 33% (WU et al., 2002).
Resveratrol, un polifenol abundante en la piel de la uva (BASS et al., 2007), vida util
prolongada de manera dependiente de la dosis (VISWANATHAN, 2005). La
guercetina, un flavonoide abundante en las plantas comestibles, aumentd la
resistencia al estrés oxidativo y la esperanza de vida media en un 18 % en C.
elegans (PIETSCH et al., 2009). La cantidad de fendlicos totales en el extracto de L.
divaricata que obtuvo resistencia del organismo completo al estrés e incluso
aumento el tono colinérgico y es un gran potencial de para varios trastornos de
salud (ARANTES et al., 2014). Las solanaceas son una fuente de carotenoides, las
rosaceas son una fuente de elagitaninos y antocianinas y las zingiberaceas
proporcionan compuestos derivados de fenilpropanoides exhibieron una respuesta

favorable promoviendo la
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salud y prolongando la vida en C. elegans, correspondientes a mejoras funcionales

en la movilidad.

Esta respuesta protectora puede explicarse no solo por las
propiedades de eliminacién de radicales libres de EECQ, sino también por un
mecanismo indirecto que activa las vias de sefnalizacion de desintoxicacion en

respuesta al estrés.

El factor de transcripcion DAF-16/FOXO esta regulado por la via de
sefalizacion de la insulina y se considera un regulador clave de muchos procesos
biolégicos importantes, incluida la vida util, el metabolismo y la respuestaal estrés.
En C. elegans, dos factores de transcripcion, DAF-16 y SKN-1, promueven la

expresion de enzimas antioxidantes o desintoxicantes.

De esta manera, sugerimos que EECQ puede interactuar con DAF-
16 y aumentar su actividad teniendo en cuenta que en estudios con extracto de hoja
de Caesalpinia mimosoides exhibieron la activacion de DAF-16 que da como
resultado la activacion de otros genes de respuesta al estrés. Por otro lado, también
se encontro que la expresion mas alta del factor transaccional DAF-16 se ubico en
la regidn intermedia de las células. Por lo tanto, se infirié que la extension de la vida
util y la activaciéon de la expresiéon de proteinas antioxidantes no depende
estrictamente de DAF-16 y que otras vias pueden estar relacionadas con la sinergia
de los constituyentes quimicos y sus respuestas bioldgicas. (LAURA, 2020).
Proponemos que EECQ regula la resistencia al estrés oxidativo a través de
mecanismos directos e indirectos. (MUKHOPADHYAY; OH; TISSENBAUM, 2006).

Es posible establecer que gracias al aumento de resistencia sobre
la condicién de estrés oxidativo podrian presentar un efecto de pro-longevidad,
esta correlacion fue observada por Pun et al. (2009), donde extractos como
Cratoxylum cochinchinense (hojas), Cortex magnoliae officinalis (cascara),
Curculigo orchioides Gaertn (rizoma), Glycyrrhiza uralensis Fisch (cascara),
Psoralea corylifolia L. (fruta) aumentaron la longevidad del verme. Otros estudios

verificaron que la activacién de las vias de senalizacion relacionadas al estrés
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interfiere en la patofisiologia de la enfermedad de Huntington. Nuestro estudio

destaca las propiedades antioxidantes del EECQ in vivo.

6. CONSIDERACIONES FINALES

El presente estudio mostro los efectos que EECQ presenta
actividad antioxidante in vivo. Indicando un aumento significativo en los latidos
faringeos. Asi como también una relacion proporcional directa como en las flexiones
del cuerpo. Ademas, la exposicibon a EECQ no altera al desarrollo y
desenvolvimiento del crecimiento reproductivo en el interior del verme. Por otro lado,

el tratamiento con EECQ no es toxico para el modelo C. elegans tipo salvaje N2.

Sin embargo, el mecanismo exacto por el que funciona el EECQ aun
siguen siendo esquivos. Existe una probabilidad de que las vias de sefalizacion del
factor de transcripcion DAF- 16 y SKN- 1 estén involucradas en respuesta ante el
estrés oxidativo. Se necesita mas trabajo para explorar estos mecanismos

complejos, que actualmente esta mas alla del alcance de esta investigacion.
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