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ACRONIMS
ACRONIMS
ROS Espécies reactives d’oxigen
RNS Espécies reactives de nitrogen
NO Oxid Nitric
NOS Sintasa d’oxid nitric
EO Estres oxidatiu
HAT Transferencia d’atoms d’hidrogen
SET Transferencia d’electrons
ORAC Assaig de capacitat d’absorbancia de radicals d’oxigen (Oxygen radical absorbance
capacity)
TRAP Assaig del parametre dels antioxidants de captacié total de radicals (Total radical-
trapping antioxidant parameter)
FRAP Assaig del poder antioxidant reductor de ferro (Ferric reducing antioxidant power)
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
F-C Folin-Ciocalteu
CAA Assaig d’activitat antioxidant cel-lular
ZF Peix zebra
hpf Hores post-fecundacio
dpf Dies post-fecundacié
FET Assaig amb embrions de peix (Fish embryo test)
OECD Organitzacid per a la cooperacié economica i el desenvolupament
ARE Factor de transcripcid, element de resposta antioxidant
NRF2 Factor nuclear (erythroid-derived 2)-like 2
KEAP1 Proteina Kelch-like ECH-associated protein 1
ECVAM Centre europeu per a la validacié de métodes alternatius
EST Test amb cél-lules mares embrionaries
MM Test Micromass
WEC Cultiu d’embrions sencers de rata in vitro
ISO Organitzacio internacional per a I’estandarditzacié
TCHQ Tetraclorohidroquinona
LPS Lipopolisacarid I'Escherichia coli 0111:B4
6-OHDA Hidroclorur de 6-hidroxidopamina
L-NAME Hidroclorur de Nw-Nitro L-arginina metil éster
BSO DL-butionina sulfoximina
Vit. E ()-a-tocoferol
Acid lipoic (+)-a-acid lipoic
Quercetina Hidrat de quercetina
tBOOH tert- butil hidroperoxid
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ACRONIMS
NAC N-acetil-L-cisteina
DEM Dietil maleat
DMSO Dimetil sulfoxid
LCso Concentracio letal 50
ECsq Concentracié efectiva 50
ACE Acetilcolinesterasa
DTNB Acid 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoic)
TNB 2-nitro-5-tiobenzoat
ADNCc ADN complementari
gapdh Gliceraldehid-3-fosfat deshidrogenasa
gpxla Glutatid peroxidasa 1 a
cat Catalasa
gclc y-glutamil cisteina sintetasa
gstpl Glutatié-S-transferasa pi 1
PCRq PCR quantitativa
Cq Cicle de quantificacio
TH Tirosina hidroxilasa
CcMT Concentracié Maxima Tolerable

HPLC-LTQ-Orbitrap-MS  Cromatografia liquida d’alta resolucié associada a una trampa linear d’ions i a un
espectrometre de masses Orbitrap

HPLC Cromatografia liquida d’alta resolucio

PDA Detector fotodiode-array

LTQ Trampa linear d’ions

ESI Font d’ionitzacié en electroesprai

m/z Massa/carrega

AGC Control automatic del guany

MS Analisi en una fase

MSn Analisi en multiples fases

MS/MS Analisi en dues fases

DMEM Medi Dulbecco modificat Eagle

EGF Factor de creixement epidermal

FGF Factor de creixement de fibroblasts humans recombinant
PDL Poli-D-lisina

CTB Cell Titer Blue

HRMS Tecnica d’espectrometria de masses d’alta resolucié
Nsf < 3 mesos Neuroesferes de menys de tres mesos

Nsf >3 mesos Neuroesferes de més de tres mesos
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RESUMS

RESUMS

L'estrés oxidatiu és el resultat del desequilibri entre la produccié d’especies reactives i I'activitat dels
sistemes de defensa antioxidant i ha estat relacionat amb diferents patologies. Les defenses
antioxidants endogenes i exogenes protegeixen les cél-lules enfront el dany oxidatiu causat pels
productes radicalaris. En els darrers anys ha augmentat l'interés per I’estudi dels efectes protectors dels
antioxidants naturals presents en els aliments, essent els polifenols els més abundants en una dieta
saludable. Fins el moment, no es disposa d'un assaig especific per a l'avaluacié de la capacitat
antioxidant dels compostos presents en els aliments, ja que les estratégies quimiques i cultius cel-lulars
utilitzats habitualment per a I'avaluacié de I'activitat antioxidant, generalment no tenen la capacitat de
predir la seva eficacia in vivo, ni tampoc de determinar els mecanismes d’accié pels quals actuen. En
aquest sentit, 'embrid de peix zebra és un model animal que ha estat utilitzat per a I'estudi
d’alteracions i malalties relacionades amb processos oxidatius, ja que presenta gens i enzims
antioxidants analegs als sistemes dels mamifers.

Per aquests motiu els objectius de la present tesi doctoral han inclos el desenvolupament d’un model
d’estrés oxidatiu basat en I'embrié de peix zebra per a I'avaluacié de I'activitat antioxidant de diferents
compostos, aixi com I'avaluacié de I'efecte antioxidant in vivo i I'efecte neuroprotector de compostos
polifenolics presents en el vi negre, mitjancant el model d’estres oxidatiu establert. Aixi mateix, s’han
estudiat els efectes de I'estrés oxidatiu i d’alguns antioxidants en el model de neuroesferes humanes.

e Model d’estrés oxidatiu en embrid de peix zebra

Per a establir el model d’estrés oxidatiu en embrid de peix zebra, primerament s’han caracteritzat els
efectes de diferents compostos inductors d’estres oxidatiu (tert-butil hidroperoxid, tBOOH,;
tetraclorohidroquinona, TCHQ; lipopolisacarid d’Escherichia coli, LPS i 6-hidroxidopamina, 6-OHDA) en el
creixement i el desenvolupament embrionari del peix zebra i s’han calculat les corbes concentracio-
resposta per letalitat i per anormalitats morfologiques de cada inductor.

Per tal de comprovar el mecanisme oxidatiu dels efectes observats en I'exposicié dels embrions als
inductors d’estrés oxidatiu, s’ha portat a terme una estrategia de modulacié de la resposta a estrés
oxidatiu. Els embrions s’han pre-exposat a compostos que poden augmentar I'estatus antioxidant (N-
acetil-L-cisteina, NAC i N,-Nitro L-arginina metil ester, L-NAME), o bé disminuir les reserves antioxidants
(dietil maleat, DEM i DL-butionina sulfoximina, BSO), seguidament s’han exposat als inductors d’estrés
oxidatiu i s’Than comparat les corbes concentracid-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques
amb les corbes obtingudes en I'exposicié Unica als inductors d’estrés oxidatiu. Si el compost estudiat
actua per un mecanisme d’estrés oxidatiu, s'observen diferéncies estadisticament significatives en la
comparacié de les corbes concentracid-resposta. Els efectes produits en I'exposicié dels embrions a
tBOOH, TCHQ i 6-OHDA han estat deguts a un mecanisme d’estres oxidatiu. El tBOOH s’ha establert com
I'inductor d’estres oxidatiu a utilitzar per a I'avaluacid dels efectes antioxidants in vivo i la 6-OHDA per a
I’estudi dels efectes neuroprotectors d’antioxidants naturals.

La verificacié de la capacitat del model d’estrés oxidatiu per a detectar efectes antioxidants s’ha portat a
terme amb diferents compostos amb activitat antioxidant ben establerta (quercetina, acid lipoic i
vitamina E). S’han pre-exposat els embrions a aquests compostos, seguidament s’han exposat a tBOOH i
s’han comparat les corbes concentracié-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques obtingudes
amb les de I'exposicié Unica a tBOOH. L'observacié de diferéencies estadisticament significatives en la
comparacio de les corbes concentracié-resposta en tots els casos, confirmen I'efecte antioxidant dels
compostos estudiats i la capacitat del model d’estres oxidatiu establert per a identificar efectes
antioxidants in vivo.
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e Efectes neuroprotectors dels polifenols del vi negre

La identificacid dels compostos polifenclics presents en una mostra de vi negre a la que previament se i
ha eliminat I'alcohol i en una mostra d’homogenat d’embrions de peix zebra que havien estat exposats a
la mostra de vi negre s’ha realitzat mitjancant la técnica de cromatografia liquida d’alta resolucio
associada a una trampa linear d’ions i a un espectrometre de masses Orbitrap (HPLC-LTQ-Orbitrap-MS).
Els compostos polifenolics identificats amb més intensitat en la mostra de vi negre han estat:
guercetina, quercetina 3-B-D-glucosid, kaempferol 3-glucosid, peonidina 3-glucosid i malvidina 3-
glucosid. La identificacié de compostos polifendlics en la mostra d’homogenat d’embrions de peix zebra,
ha confirmat que aquests poden ser absorbits pels embrions i realitzar funcions antioxidants.

El model d’estrés oxidatiu amb tBOOH s’ha aplicat a cadascun dels compostos polifenolics identificats
amb major intensitat en la mostra de vi negre per a I'avaluacid in vivo dels seus efectes antioxidants. En
tots els casos estudiats, la pre-exposicio dels embrions als compostos polifenolics, seguida de I'exposicio
a tBOOH ha produit una disminucid significativa de la letalitat i de la produccié d’anormalitats
morfologiques, al comparar-ho amb I'exposicié Unica a tBOOH, indicant un efecte antioxidant in vivo
d’aquests compostos.

L'avaluacid dels efectes neuroprotectors dels compostos polifenolics del vi negre s’ha portat a terme
amb el model d’estrés oxidatiu amb 6-OHDA. S’han pre-exposat els embrions de peix zebra als
compostos polifenolics, seguidament s’han exposat a la 6-OHDA i s’ha realitzat I'avaluacié de la distancia
total recorreguda i I'analisi de les neurones dopaminergiques. En tots els casos estudiats, la pre-
exposicid dels embrions als compostos polifenodlics ha produit un augment significatiu de la distancia
total recorreguda i un augment significatiu del nombre de neurones dopaminérgiques, al comparar-los
amb els embrions Unicament exposats a 6-OHDA. Aquests resultats indiquen un efecte neuroprotector
dels compostos polifenolics identificats amb major intensitat en una mostra de vi negre enfront dels
efectes de la 6-OHDA en embrions de peix zebra.

e Model de neuroesferes humanes

Els efectes de la TCHQ com a inductor d’estrés oxidatiu s’han estudiat en neuroesferes humanes i s’ha
observat una disminucid significativa de la viabilitat i de la diferenciacié a neurones. Aixi mateix s’han
avaluat els efectes dels antioxidants hesperetina i kaempferol i Unicament s’han observat efectes
significatius en les neuroesferes a les concentracions més altes. La teoria de ’hormesi s’ha aplicat en les
neuroesferes i s’"ha observat que la pre-exposicié d’aquestes a una concentracid baixa de TCHQ, seguida
de I'exposicié a un rang de concentracions més elevades de TCHQ, protegeix enfront als efectes oxidants
d’aquesta en la viabilitat i la diferenciacié a neurones.

Aquesta teoria s’ha aplicat en el model d’embrié de peix zebra. S’han pre-exposat els embrions a una
concentracié baixa de TCHQ, seguidament s’han exposat a les concentracions de treball de TCHQ i s’han
calculat les corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques. Al comparar
les corbes obtingudes amb les corresponents a I'exposicidé Unica a TCHQ s’observa un desplacament
significatiu d’aquestes cap a concentracions majors de TCHQ. Els resultats obtinguts en aquest estudi
indiquen un efecte protector hormetic antioxidant d’una concentracié baixa de TCHQ enfront als efectes
oxidants d’aquest compost en els embrions de peix zebra.

En resum, mitjancant la integracié i combinacié de diferents procediments experimentals, s’ha establert
un model d’estrés oxidatiu en embrié de peix zebra que permet l'avaluacié in vivo dels efectes
antioxidants dels compostos i d’altres estratégies antioxidants. El model establert s’ha aplicat a
I'avaluacio dels efectes antioxidants i neuroprotectors de compostos polifenolics del vi negre.
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RESUMEN

El estrés oxidativo es el resultado del desequilibrio entre la produccion de especies reactivas y la
actividad de los sistemas de defensa antioxidantes y se ha relacionado con diferentes patologias. Las
defensas antioxidantes enddgenas y exdgenas protegen a las células del dafio oxidativo causado por los
productos radicalarios. En los ultimos afios ha aumentado el interés por el estudio de los efectos
protectores de los antioxidantes naturales presentes en los alimentos, siendo los polifenoles los mas
abundantes en una dieta saludable. Hasta el momento no se dispone de un ensayo especifico para la
evaluacion de la capacidad antioxidante de los compuestos presentes en los alimentos, ya que las
estrategias quimicas y cultivos celulares utilizadas habitualmente para la evaluacién de la actividad
antioxidante, generalmente no tienen la capacidad de predecir su eficacia in vivo, ni tampoco de
determinar los mecanismos de accidén por los que actdan. En este sentido, el embrién de pez cebra es un
modelo animal que ha sido utilizado para el estudio de alteraciones y enfermedades relacionadas con
los procesos oxidativos, ya que presenta genes y enzimas antioxidantes analogos a los sistemas de
mamiferos.

Por estos motivo los objetivos de la presente tesis doctoral han incluido el desarrollo de un modelo de
estrés oxidativo basado en el embridn de pez cebra para la evaluacién de la actividad antioxidante de
diferentes compuestos, asi como la evaluacién del efecto antioxidante in vivo y el efecto neuroprotector
de compuestos polifendlicos presentes en el vino tinto, mediante el modelo de estrés oxidativo
establecido. Asi mismo, se han estudiado los efectos del estrés oxidativo y de algunos antioxidantes en
el modelo de neuroesferas humanas.

e Modelo de estrés oxidativo en embridn de pez cebra

Para establecer el modelo de estrés oxidativo en embridn de pez cebra, primeramente se han
caracterizado los efectos de diferentes compuestos inductores de estrés oxidativo (tert-butil
hidroperdxido, tBOOH; tetraclorohidroquinona, TCHQ; lipopolisacarido de Escherichia coli, LPS y 6-
hidroxidopamina, 6-OHDA) en el crecimiento y el desarrollo embrionario del pez cebra y se han
calculado las curvas concentracidén-respuesta para letalidad y para anormalidades morfoldgicas de cada
inductor.

Para comprobar el mecanismo oxidativo de los efectos observados en la exposicidon de los embriones a
los inductores de estrés oxidativo, se ha llevado a cabo una estrategia de modulacién de la respuesta a
estrés oxidativo. Los embriones se han pre-expuesto a compuestos que pueden aumentar el estatus
antioxidante (N-acetil-L-cisteina, NAC y N,-Nitro L-arginina metil éster, L-NAME), o bien disminuir las
reservas antioxidantes (dietil maleato, DEM y DL-butionina sulfoximina, BSO), seguidamente se han
expuesto a los inductores de estrés oxidativo y se han comparado las curvas concentracién-respuesta de
letalidad y anormalidades morfolégicas con las curvas obtenidas en la exposicidn Unica a los inductores
de estrés oxidativo. Si el compuesto estudiado actla por un mecanismo oxidativo, se observan
diferencias estadisticamente significativas en la comparacién de las curvas concentracién-respuesta. Los
efectos producidos en la exposicion de los embriones a tBOOH, TCHQ y 6-OHDA han sido debidos a un
mecanismo de estrés oxidativo. El tBOOH se ha establecido como el inductor de estrés oxidativo a
utilizar para la evaluacion de los efectos antioxidantes in vivo y la 6-OHDA para el estudio de los efectos
neuroprotectores de los antioxidantes naturales.

La verificacién de la capacidad del modelo de estrés oxidativo para detectar efectos antioxidantes se ha
llevado a cabo con diferentes compuestos con actividad antioxidante bien establecida (quercetina, acido
lipoico y vitamina E). Se han pre-expuesto los embriones a estos compuestos, seguidamente se han
expuesto a tBOOH y se han comparado las curvas concentracidn-respuesta de letalidad y de
anormalidades morfoldgicas obtenidas con las de la exposiciéon Unica a tBOOH. La observacion de
diferencias estadisticamente significativas en la comparacion de las curvas concentracidén-respuesta en
todos los casos, confirman el efecto antioxidante de los compuestos estudiados y la capacidad del
modelo de estrés oxidativo establecido para identificar efectos antioxidantes in vivo.

17




Un model d'estrées oxidatiu en embrid de peix zebra. Aplicacid per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

RESUMS

e Efectos neuroprotectores de los polifenoles del vino tinto

La identificacion de los compuestos polifendlicos presentes en una muestra de vino tinto a la que
previamente se le ha eliminado el alcohol y en una muestra de homogenado de embriones de pez cebra
qgue habian sido expuestos a la muestra de vino tinto se ha realizado mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion asociada a una trampa linear de iones y a un espectrémetro de
masas Orbitrap (HPLC-LTQ-Orbitrap-MS). Los compuestos polifendlicos identificados con mas intensidad
en la muestra de vino tinto han sido: quercetina, quercetina 3-B-D-glucdsido, kaempferol 3-glucdsido,
peonidina 3-glucdsido y malvidina 3-glucdsido. La identificacion de compuestos polifendlicos en la
muestra de homogenado de embriones de pez cebra, ha confirmado que éstos pueden ser absorbidos
por los embriones y realizar funciones antioxidantes.

El modelo de estrés oxidativo con tBOOH se ha aplicado a los compuestos polifendlicos identificados con
mayor intensidad en la muestra de vino tinto para la evaluacion in vivo de sus efectos antioxidantes. En
todos los casos estudiados, la pre-exposicion de los embriones a los compuestos polifendlicos seguida
de la exposicion a tBOOH ha producido una disminucién significativa de la letalidad y de la produccién
de anormalidades morfoldgicas respecto la exposicidn Unica a tBOOH, indicando un efecto antioxidante
in vivo de estos compuestos.

La evaluacion de los efectos neuroprotectores de los compuestos polifendlicos del vino tinto se ha
llevado a cabo con el modelo de estrés oxidativo con 6-OHDA. Se han pre-expuesto los embriones de
pez cebra a los compuestos polifendlicos, seguidamente se han expuesto a la 6-OHDA y se ha realizado
la evaluacién de la distancia total recorrida y el andlisis de las neuronas dopaminérgicas. En todos los
casos estudiados, la pre-exposicion de los embriones a los compuestos polifendlicos ha producido un
aumento significativo de la distancia total recorrida y de las neuronas dopaminérgicas, con respecto a la
exposicion unica a 6-OHDA. Estos resultados indican un efecto neuroprotector de los compuestos
polifendlicos identificados con mayor intensidad en una muestra de vino tinto frente a los efectos de la
6-OHDA en embriones de pez cebra.

e Modelo de neuroesferas humanas

Los efectos de la TCHQ como inductor de estrés oxidativo se han estudiado en neuroesferas humanas y
se ha observado una disminucién significativa de la viabilidad y de la diferenciacién a neuronas. Asi
mismo se han evaluado los efectos de los antioxidantes hesperetina y kaempferol y Unicamente se han
observado efectos significativos en las neuroesferas a las concentraciones mas altas. La teoria de la
hormesis se ha aplicado en las neuroesferas y se ha observado que la pre-exposicién de éstas a una
concentracién baja de TCHQ, seguida de la exposicidon a un rango de concentraciones mas elevadas de
TCHQ, protege frente a los efectos antioxidantes de este compuesto en la viabilidad y la diferenciacién a
neuronas.

Esta teoria se ha aplicado en el modelo de embrién de pez cebra. Se han pre-expuesto los embriones a
una concentracidon baja de TCHQ, seguidamente se han expuesto a las concentraciones de trabajo de
TCHQ y se han calculado las curvas concentracién-respuesta para la letalidad y para las anormalidades
morfoldgicas. Al comparar las curvas obtenidas con las correspondientes a la exposicion Unica a TCHQ se
observa un desplazamiento significativo de éstas hacia concentraciones mayores de TCHQ. Los
resultados obtenidos en este estudio indican un efecto protector hormético antioxidante de una
concentracién baja de TCHQ frente a los efectos oxidantes de ésta en los embriones de pez cebra.

En resumen, mediante la integracién y la combinacién de diferentes procedimientos experimentales, se
ha establecido un modelo de estrés oxidativo en embridn de pez cebra que permite la evaluacidn in vivo
de los efectos antioxidantes de los compuestos y de otras estrategias antioxidantes. El modelo
establecido se ha aplicado a la evaluacién de los efectos antioxidantes y neuroprotectores de
compuestos polifendlicos del vino tinto.
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SUMMARY

Oxidative stress is the result of an imbalance between the production of reactive species and the activity
of antioxidant defence systems and it has been related to different pathologies. Antioxidant defences
can be endogenous or exogenous and they protect cells against oxidative damaged caused by radical
products. During the last years, an increasing interest for the study of protective effects of natural
antioxidants present in food, being polyphenols the most abundant, has been observed.

Until the moment, there is not a specific assay for the evaluation of the antioxidant capacity of
compounds presents in food., because the chemical and in vitro cell culture assays usually used for the
evaluation of the antioxidant capacity, are not adequate to predict the protective effects of antioxidants
in vivo and they have little predictive power. In this sense, the zebrafish embryo is an animal model
which has been used for the study of alterations and diseases related to oxidative processes, because
zebrafish embryos present genes and enzymes which are analogous to the systems in mammals.

For these reasons the objectives of the present work have included the development of an oxidative
stress model based on the zebrafish embryo for the evaluation of the antioxidant activity of different
compounds, and the evaluation of the in vivo antioxidant and neuroprotective effects of polyphenolic
compounds present in red wine., using the established oxidative stress model. In addition, using the
human neurospheres model, the effects of oxidative stress and of some antioxidants have been studied.

e Oxidative stress model using the zebrafish embryo

In order to establish the oxidative stress model using the zebrafish embryo, firstly, the effects of
different oxidative stress inducers (tert-butyl hydroperoxide, tBOOH; tetraclorohidroquinone, TCHQ;
lipopolysaccharides from Escherichia coli, LPS and 6-hydroxydopamine, 6-OHDA) on the zebrafish
embryonic growth and development were characterized and the concentration-response curves for
lethality and dysmorphogenesis were calculated for each of the inducers.

To confirm the oxidative mechanism of the observed effects in the embryos’ exposure to oxidative
stress inducers, a strategy of modulation of the oxidative stress response was performed. The embryos
were pre-exposed to compounds which can increase antioxidant status (N-acetyl-L-cysteine, NAC and
N,-Nitro L-arginine methyl ester, L-NAME) or can decrease antioxidant defences (diethyl maleate, DEM
and DL-buthionine sulfoximine, BSO), immediately later they were exposed to oxidative stress inducers
and the comparison between the obtained concentration-response curves of lethality and of
dysmorphogenesis and the curves obtained in the single exposure to oxidative stress inducers was
performed. If the studied compound acted by an oxidative stress mechanism, we would observe
statistically significant differences in the comparison of the concentration-response curves. The effects
produced in the embryos after the exposure to tBOOH, TCHQ and 6-OHDA were due to an oxidative
stress mechanism. tBOOH was established as the oxidative stress inducer to be used in the evaluation of
in vivo antioxidant effects and 6-OHDA for the study of neuroprotective effects of natural antioxidants.

Verification of the capacity of the oxidative stress model to detect antioxidant effects was performed
with different compounds which have a well-established antioxidant activity (quercetin, lipoic acid and
vitamin E). Zebrafish embryos were pre-exposed to these compounds and then exposed to tBOOH. The
obtained concentration-response curves were compared with the curves of the single exposure to
tBOOH. The observation of statistically significant differences in the concentration-response curves in all
the studied cases, confirmed the antioxidant effect of the studied compounds and the capacity of the
established oxidative stress model to identify in vivo antioxidant effects.

e Neuroprotective effects of polyphenols from red wine

Identification of polyphenolic compounds present in a red wine sample which was previously
dealcoholized and in an homogenate of zebrafish embryos exposed to the red wine sample was
performed by high performance liquid chromatography associated to a linear ion trap and to an
Orbitrap mass spectrometer (HPLC-LTQ-Orbitrap-MS). Polyphenolic compounds identified with the
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highest intensity were: quercetina, quercetin 3-B-D-glucoside, kaempferol 3-glucoside, peonidin 3-
glucoside and malvidin 3-glucoside. The identification of polyphenolic compounds in the zebrafish
embryo homogenate sample, has confirmed that polyphenols can be absorbed by the zebrafish embryos
and they can perform antioxidant functions.

The oxidative stress model with tBOOH was applied to each of the polyphenolic compounds that were
identified with higher intensity in the red wine sample for the in vivo evaluation of their antioxidant
effects. In all the studied cases, pre-exposure of the embryos to polyphenolic compounds, followed by
the exposure to tBOOH, produced a significant decrease in lethality and in dysmorphogenesis, when
they were compared to the single exposure to tBOOH, indicating an in vivo antioxidant effect of these
compounds.

Evaluation of neuroprotective effects of red wine polyphenolic compounds was performed with the
oxidative stress model with 6-OHDA. Zebrafish embryos were pre-exposed to polyphenolic compounds
and then exposed to 6-OHDA. The evaluation of the total distance moved and the analysis of
dopaminergic neurons were performed. In all the studied cases, pre-exposure of the embryos to
polyphenolic compounds produced a significant increase in the total distance moved and a significant
increase of the dopaminergic neurons, respect to the single exposure to 6-OHDA. These results
indicated a neuroprotective effect of the polyphenolic compounds which were identified with the
highest intensity in a red wine sample, against 6-OHDA effects in zebrafish embryos.

e Human neurospheres model

TCHQ effects as an oxidative stress inducer was studied in human neurospheres, and a significant
decrease in viability and in neurons’ differentiation was observed. In addition, the effects of the
antioxidants hesperetina and kaempferol were also studied and the only observed effects were at the
highest studied concentration. The hormesis theory was applied to the neurospheres model and it was
observed that the pre-exposure of these cells to a low concentration of TCHQ, followed by the exposure
to a range of higher concentrations of TCHQ protected against the effects of this compound in viability
and neurons’ differentiation.

This theory was applied to the zebrafish embryo model. Embryos were pre-exposed to a low
concentration of TCHQ and then they were exposed to the working concentrations of TCHQ. The
concentration-response curves for lethality and for dysmorphogenesis were calculated and compared
with the curves of the single exposure to TCHQ. A significant drift of the pre-exposure concentration-
response curves to higher concentrations of TCHQ indicate a hormetic antioxidant protective effect of a
low concentration of TCHQ against the oxidant effects of this compound in zebrafish embryos.

In summary, with the integration and combination of different experimental procedures, an oxidative
stress model using the zebrafish embryo has been established. This model allows the in vivo evaluation
of antioxidant effects of compounds and other antioxidant strategies. The established model has been
applied to the evaluation of antioxidant and neuroprotective effects of red wine polyphenolic
compounds.
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1. INTRODUCCIO

1.1. ESTRES OXIDATIU

Els radicals lliures son espécies quimiques que es formen continuament com a conseqiiencia del
metabolisme oxidatiu cel-lular. Es caracteritzen perqué presenten un o més electrons desaparellats.
Aquest fet els hi proporciona un alt grau de reactivitat, produint una cascada de reaccions que generen
més especies radicalaries. Els radicals poden ser derivats toxics, ja que son altament reactius enfront de
molecules presents en els sistemes biologics (Halliwell i Gutteridge, 1988).

L'oxigen és un element essencial per a la vida de les cel-lules i participa en les reaccions de metabolisme,
fonamentalment en la cadena de transport d’electrons del mitocondri. Els radicals derivats d’aquestes
reaccions representen les especies radicalaries més importants en els éssers vius i es designen com
especies reactives d’oxigen (ROS). Aquestes poden danyar organuls cel-lulars, produir la mort d’aquestes
cel-lules i, per aquest motiu, han estat implicades en la fisiopatologia d’'una gran varietat de malalties
(Annunziato et al., 2003; Gupta et al., 2007; Kovacic i Somanathan, 2006; Kowaltowski i Vercesi, 1999).
Paral-lelament, els productes reactius derivats de les reaccions en les que intervé el nitrogen es
denominen espeécies reactives de nitrogen (RNS), i I’oxid nitric (NO) n’és el principal exponent. El NO es
genera en els teixits biologics a partir de I’enzim sintasa de NO (NOS) i actua en la senyalitzacio biologica
de diferents processos fisiologics (Valko et al., 2007).

Les ROS i les RNS presenten un paper dual en els éssers vius, ja que poden produir efectes beneficiosos
o perjudicials depenent dels nivells en els que es presenten i les dianes en les que actuin. Generalment,
a concentracions baixes, formen part de sistemes de senyalitzacié cel-lular i també estan relacionats
amb respostes cel-lulars de defensa enfront a agents infecciosos. Mentre que a concentracions altes,
poden produir dany oxidatiu en I’ADN, les proteines i els lipids, que pot ser el desencadenant de
diferents malalties com son el cancer, I'arteriosclerosi, I'artritis i les patologies neurodegeneratives,
entre altres (Valko et al., 2006).

Les cél-lules tenen diferents sistemes antioxidants enzimatics (enzims antioxidants) i no enzimatics
(compostos antioxidants) com a estrategia defensora enfront als efectes que poden produir les espécies
reactives d’oxigen i de nitrogen (Glilgin, 2012). En condicions fisiologiques, existeix un equilibri entre la
produccié d’espécies reactives i l'activitat de les defenses antioxidants, que manté |I’'homeostasi
cel-lular. Quan es produeix un desequilibri, degut a un augment de la produccié d’especies reactives, o
bé a una disminucié dels sistemes de defensa antioxidants, es produeix |I'estat denominat estres oxidatiu
(EOQ) (Figura 1), que pot provocar danys o disfuncio cel-lular (Gupta et al., 2007).

Defenses
antioxidants
ESTRES
OXIDATIU

Figura 1: Desequilibri entre les espécies reactives, d’oxigen i de nitrogen, i les

defenses antioxidants que condueix a la produccié d’estres oxidatiu.
(Elaboracid propia)
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L'EO és un fenomen complex i les seves consequiiencies poden ser molt variades depenent de les
especies reactives implicades, I'estructura subcel-lular on s’han generat, els organs o teixits implicats en
I’efecte i les caracteristiques genetiques de I'organisme, entre altres factors (Valko et al., 2006).

Els processos fisiologics regulats per reaccions redox, son sensibles als efectes dels ROS. Per aquest
motiu, I'EO esta implicat en diferents situacions patologiques a nivell cardiovascular, neurologic, en la
diabetis, el cancer i altres malalties, aixi com en I'envelliment i en malalties relacionades amb I'edat,
com soén les malalties neurodegeneratives (Droge, 2002).

La teoria del paper dels radicals lliures en el procés d’envelliment va ser formulada per primera vegada
en l'estudi de Harman (1956). L’envelliment és un procés caracteritzat per una disminucidé progressiva
de les funcions fisiologiques i un augment de la mortalitat cel-lular. Degut a la capacitat de
deteriorament oxidatiu de I’ADN, les proteines i els lipids, els ROS han estat implicats com una de les
causes de I'’envelliment. Els ROS estan associats als danys tipics de I'’edat en les macromoléecules i poden
causar trastorns en la senyalitzacié cel-lular produint EO i diverses malalties (Bouzid et al., 2015).
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1.2. ANTIOXIDANTS

Un antioxidant es pot definir com aquella substancia que a concentracions baixes, comparades amb les
concentracions del substrat oxidable en el que actua, retarda o inhibeix I'oxidacié d’aquell substrat.
Degut a que els radicals lliures tenen la capacitat de reaccionar de forma indiscriminada sobre qualsevol
component cel-lular, existeixen una gran quantitat de defenses antioxidants endogenes i exogenes,
presents en els diferents organuls cel-lulars, aixi com en la membrana, per tal de protegir les cél-lules del
dany oxidatiu. (Pisoschi i Pop, 2015; Young i Woodside, 2001).

Les defenses antioxidants es poden dividir en tres grans grups (Figura 2):

* Enzims antioxidants, catalitzen la degradacié de ROS, RNS i prevenen la formacié d’altres
radicals. Els principals enzims antioxidants sén:

- Superoxid dismutases: transformen I'anié superoxid a peroxid d’hidrogen.
- - +
0, +0, +2H*—> H,0,+0,
- Catalasa: catalitza la conversid de peroxid d’hidrogen a aigua i oxigen, en dos etapes.

Catalasa — Fe (lll) + H,0, = compost |
Compost | + H,0, — catalasa—Fe (lll)+2 H,0+ O,

- Glutatid peroxidasa: catalitza I'oxidacid del glutatié reduit.

H,0, + 2 GSH = GS—SG + 2 H,0

= Antioxidants que prevenen reaccions en cadena. Quan un radical lliure interacciona amb una
altra molécula, es poden generar radicals secundaris que, a la vegada poden reaccionar amb
altres dianes, de manera que s’inicien reaccions en cadena amb altres dianes que produeixen
encara més espeécies radicalaries. Els antioxidants que trenquen cadenes sén compostos que
poden rebre o donar electrons a un radical i formar compostos intermediaris estables. Com a
conseqliencia de la reaccio, I'antioxidant s’oxida i ha de ser regenerat o substituit per tal de
tornar a ser actiu.

Aquests antioxidants es distribueixen en dos compartiments, de fase lipidica i de fase aquosa:

- Fase lipidica: segresten radicals en membranes cel-lulars i en particules de lipoproteines.
Sén antioxidants exogens que s’aporten a través de la dieta. Els principals exponents sén
els tocoferols, principalment la vitamina E, que actuen sobre la peroxidacié lipidica; els
carotenoids, que inclouen el B-caroté i el licope, i tenen un paper important en la
captacié de ROS, com l'oxigen singlet; els flavonoids, entre el que es troben la
guercetina, la rutina, I'apigenina i el kaempferol, que actuen sobre la peroxidacié lipidica
i també segresten radicals superoxid i finalment l'ubiquinol, que és la forma reduida del
coenzim Q10 i actua principalment en la peroxidacio lipidica.

- Fase aquosa: aquests antioxidants capten radicals lliures del compartiment aquds de les
cél-lules i poden ser exdogens o endogens. Els principals antioxidants que formen part
d’aquest grup sén l'ascorbat, o vitamina C, que actua com a cofactor d’'un gran nombre
de reaccions cel-lulars i té la capacitat de segrestar radicals hidroxil, alcoxil i superoxid; el

25




Un model d'estrés oxidatiu en embrid de peix zebra. Aplicacid per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

INTRODUCCIO

glutatio o altres grups tiol, com l'albumina o [I'acetilcisteina, que sén donadors
d’electrons i poden contrarestar els radicals lliures; l'urat, ja que presenta propietats

protectores enfront a agents oxidants com I'0z0.

Proteines d’unié a metalls de transici, segresten ions ferro i coure, de manera que no estiguin

disponibles per a reaccionar amb radicals com el superoxid i el peroxid d’hidrogen. D’aquesta

manera, s’evita la formacid del radical hidroxil, que és altament reactiu.

Aquestes proteines

son:

- Transferrina, proteina transportadora de ferro cap a I'espai intracel-lular.

- Ferritina, proteina encarregada d’emmagatzemar i alliberar ferro a I’organisme.

- Lactoferrina, proteina transportadora de ferro cap a I’espai intracel-lular.

- Ceruloplasmina, proteina transportadora de coure sanguini.

Produccio de radicals lliures

Enzims antioxidants

- Superoxid dismutasa
- Catalasa
- Glutatid peroxidasa

- Ceruloplasmina
Metalls de transicié
ot 2+ +

Antioxidants que prevenen /"7 Fe ’ Cu
reaccions en cadena o
Fase lipidica Fase aquosa
- Tocoferols - Ascorbat
- Ubiquinol - Glutatioi altres
- Carotenoids tiols v
- Flavonoids - Urat .

OH

v

Proteines d’uniéo als
metalls

Transferrina
Ferritina
Lactoferrina
Ceruloplasmina

Dany tissular < _

Mecanismes de
reparacid

Figura 2: Esquema dels diferents tipus de defenses antioxidants enfront a I'atac dels radicals lliures.
(Adaptada de Young i Woodside 2001)
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1.3. ANTIOXIDANTS NATURALS

La dieta Mediterrania es caracteritza per una elevada ingesta d’oli d’oliva, fruites, nous, verdures i
cereals; una ingesta moderada de carn i peix; i una ingesta baixa de productes lactics, carn vermella i
dolcos. Aixi mateix, també es presenta un consum moderat de vi juntament amb els apats. Respecte els
seus nutrients, la dieta Mediterrania és molt rica en acids grassos mono i poliinsaturats i també en
polifenols (Estruch et al., 2013).

Els polifenols sén els compostos antioxidants més abundants presents en una dieta saludable, com és la
dieta Mediterrania (Tresserra-Rimbau et al., 2013). SGn compostos bioactius que formen part de fruites,
verdures, cereals, llegums, xocolata i begudes derivades de plantes com el te, el cafe i el vi negre
(Scalbert et al., 2005; Vallverdu-Queralt et al., 2014). Aquests compostos es distribueixen en plantes
alimentaries on realitzen funcions relacionades amb el creixement, la reproduccid, la senyalitzacid i
I’atac contra radicals lliures, aixi com la defensa contra patogens i atacs parasitaris (De Nisco et al.,
2013). Els polifenols es divideixen en diferents classes en funcié de la seva estructura quimica: acids
hidroxibenzoics, acids hidroxicinnamics, antocianines, proantocianidines, flavanols, flavones, flavanols,
flavanones, isoflavones, estilbens i lignans. Les seves propietats, aixi com la seva biodisponibilitat i
cinetica plasmatica és diferent en funcié del tipus de polifenol, de I'aliment del que prové i de les
diferents formes polifencliques que conté I'aliment (Manach et al., 2005) (Figura 3).

Quercetina Catequina Hesperetina

Acid ferulic

Acid cafeic

HO HO
%cooa @_\‘—coon

HO MeO

Figura 3: Estructures quimiques d’alguns polifenols.
(Adaptada de Scalbert et al., 2005)

En els darrers anys, ha augmentat considerablement l'interés per I'estudi dels efectes protectors dels
antioxidants naturals presents en els aliments. Aliments i begudes riques en polifenols han demostrat
els seus efectes preventius en alteracions com la hipertensid, les malalties cardiovasculars, l'ictus i la
demencia, i s’ha plantejat 'opcid que es puguin desenvolupar productes rics en polifenols per al
manteniment de la funcié vascular al llarg de la vida (Estruch et al., 2013; Ghosh i Scheepens, 2009;
Medina-Remodn et al., 2015). Els polifenols també poden actuar en el procés carcinogenic mitjancant
diferents mecanismes, entre els que es trobarien la prevencio del dany oxidatiu a I’ADN i la inhibicié de
factors de transcripcid, que tenen un paper essencial en el cancer (Scalbert et al., 2005; Ahmad et al.,
2000).
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A I'envellir, disminueixen les defenses antioxidants de I'organisme i, per tant, augmenta la possibilitat de
dany oxidatiu. L'activacié de vies antioxidants és especialment important en teixits que presenten
poques defenses antioxidants, com és el cervell (Scapagnini et al., 2011). Per aquest motiu, les
molecules antioxidants naturals s’"han proposat com una alternativa farmacologica per a la prevencio de
malalties neurologiques relacionades amb I'edat, com per exemple la malaltia d’Alzheimer i la malaltia
de Parkinson (Albarracin et al., 2012).
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1.4. MALALTIES NEURODEGENERATIVES

El terme “malalties neurodegeneratives” descriu un rang d’alteracions espontanies i hereditaries que es
caracteritzen per una disfuncid progressiva del sistema nervids que, en funcié de la malaltia, resulta en
una degeneraciod selectiva de neurones en el cervell o en la medul-la espinal. A mesura que aquestes
neurones moren, els simptomes de la malaltia s’agreugen progressivament. Per aquest motiu, la majoria
de les malalties neurodegeneratives, amb el temps, acaben produint la mort del pacient afectat
(Coppedeé i Migliore, 2014).

El cervell és un organ especialment vulnerable als efectes de 'EO degut al seu elevat consum d’oxigen,
I'alt contingut d’acids grassos poliinsaturats, I'escassetat de defenses antioxidants i la preséncia de
components que intervenen en les reaccions redox, com sén els ions coure i ferro. Un efecte de I'EO
sobre les cél-lules del sistema nervids podria desencadenar una série de reaccions, especialment a nivell
mitocondrial, que acabessin contribuint a I'aparicié de malalties neurodegeneratives (Annunziato et al.,
2003). Degut a les propies caracteristiques del cervell i al fet que I'EO augmenta amb I'envelliment, el
dany oxidatiu es considera una causa important de malalties relacionades amb |'edat com sén el
Parkinson i I’Alzheimer (Scapagnini et al., 2011; Valko et al., 2007).

La malaltia d’Alzheimer és una patologia neurodegenerativa caracteritzada per una pérdua progressiva
de la memoria i una alteracié de la cognicid. Les principals caracteristiques fisiopatologiques d’aquesta
malaltia es basen en la deposicié de plaques del péptid B-amiloide en les sinapsis neuronals, aixi com la
hiperfosforilacié de la proteina tau (Serrano-Pozo et al., 2011). S’ha vist que la toxicitat induida pel
peptid B-amiloide pot estar relacionada amb la disrupcié de la transmissié sinaptica, 'acumulacié de
cabdells neurofibrilars i I'activacié de vies apoptotiques mitocondrials que conduirien a la mort cel-lular
de les neurones. Aixi mateix, s’ha observat un efecte de I'augment de la produccid de radicals Iliures
com a conseqliencia de I'agregacié de péptid B-amiloide que produiria EO i apoptosi (Selvatici et al.,
2013). Per aquests motius, s’han proposat els compostos antioxidants com a productes per a la millora
de la toxicitat produida pel péptid B-amiloide (Badshah et al., 2015).

La malaltia de Parkinson es caracteritza per una perdua de neurones que és selectiva de I'area cerebral
denominada substantia nigra pars compacta (Figura 4). Les neurones d’aguesta area estan relacionades
amb el control motor i de la coordinacid, envien projeccions neuronals a través de la via nigroestriatal
cap al nucli estriat on alliberen dopamina. La péerdua de neurones en aquesta area porta com a
conseqliencia una disminucio dels nivells de dopamina en el nucli estriat, i aquesta és una de les causes
de la simptomatologia tipica en el moviment de les persones afectades per aquesta malaltia (Halliday et
al., 2014).

Nucli
estriat

| Substantia nigra [

Figura 4: Cervell huma on es representa I'area corresponent a la substantia nigra i
les projeccions neuronals que s’envien al nucli estriat
(adaptada de www.batanga.com/ciencia-y-tech).
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La causa d’aquesta malaltia, aixi com els mecanismes responsables de la perdua de neurones
dopaminergiques, son desconeguts. Tot i aixi, s’han relacionat anormalitats en la funcid6 mitocondrial
que condueixen a la preséncia d’EO a nivell cerebral, amb el mecanisme patologic de la malaltia de
Parkinson, ja que la integritat mitocondrial és essencial per al manteniment de les funcions neuronals i
dels mecanismes antioxidants. Aixi doncs, el dany oxidatiu és toxic per a les neurones (Abdullah et al.,
2015; Jenner, 2003).

S’ha postulat que els efectes de I'envelliment causarien una cascada d’esdeveniments que portarien
com a consequeéencia la degeneracié de les neurones dopaminergiques de la substantia nigra, aixi com la
seva capacitat de resposta als atacs que formen part del procés de la malaltia de Parkinson. A més a més
la disfuncié mitocondrial, aixi com alteracions en les vies de degradacié de les proteines, serien més
perjudicials per a les neurones de la substantia nigra que per les neurones d’altres arees cerebrals
(Garcia-Garcia et al., 2012; Reeve et al., 2014; Tretter et al., 2004).
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1.5. POLIFENOLS DEL RATM I DEL VI NEGRE, NEUROPROTECCIO

El raim negre, Vitis vinifera, es consumeix com a fruita, fruita seca (panses), suc o vi negre. La fruita del
raim conté diferents elements nutritius com vitamines, minerals, carbohidrats, fibra i compostos
bioactius. Els polifenols sén els principals compostos bioactius presents en el raim i en el vi negre.
Inclouen els flavonols, la catequina, I'epicatequina, les proantocianidines, les antocianines, els acids
fenolics i el resveratrol, entre altres (Brown et al., 2009; De Nisco et al., 2013).

Les antocianines son els principals compostos polifenolics presents en el raim negre (Xia et al., 2013).
Sén un grup de compostos que pertanyen a la familia dels flavonoides i séon els pigments responsables
de proporcionar el color violeta caracteristic de la pell i les llavors del raim negre i, en conseqiéncia, del
vi negre (Figura 5). Aquests compostos, de forma general, presenten unions glicosidiques o esters amb
diferents acids fenolics i organics (Mortensen, 2006).

R4
OH
2
HO ©
S R,
c
/
OH
OH

Figura 5: Raim negre, Vitis vinifera; estructura quimica general de les antocianines; copa de vi negre.
(Elaboracio propia)

Després de la seva administracid oral, les antocianines poden ser absorbides a nivell gastric o intestinal.
Algunes poden fer la seva accid en forma glicosilada, sense ser modificades quimicament (Cao et al.,
2001) i altres sén metabolitzades a nivell presistémic, de manera que sén els seus metabolits qui
realitzen I'accid protectora (Fang, 2014).

La denominada “Paradoxa francesa” es pot definir com la proteccié enfront a malalties cardiovasculars
que s’aconsegueix a partir del consum moderat de begudes alcoholiques, especialment vi. Aquest
fenomen va ser descrit per primera vegada per Renaud i De Lorgeril (1992) i fa referencia a I'estudi de la
composicido quimica i les propietats dels polifenols del raim i del vi negre en la salut humana. Els
polifenols presents en el raim negre han mostrat efectes beneficiosos en malalties cardiovasculars,
alteracions metaboliques i cancerigenes. Aquests efectes protectors s’han relacionat directament amb la
seva capacitat antioxidant (Badshah et al., 2015; Kelsey et al., 2011).

Els efectes neuroprotectors dels polifenols han estat estudiats i demostrats in vitro en cel-lules
neuronals, on han disminuit la formacié de ROS i han augmentat I'activitat antioxidant cel-lular (Guan et
al., 2011; Tarozzi et al., 2007). En estudis realitzats en models animals in vivo, als que es suplementava la
dieta amb polifenols, s’"han observat efectes de millora en la cognicid i en la memoria (Andres-Lacueva
et al., 2005; Obrenovich et al., 2010; Richetti et al., 2011). Els polifenols també han mostrat un efecte
protector enfront dels efectes de compostos neurotoxics relacionats amb I'EO (Scalbert et al., 2005;
Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012; Yuan et al., 2013).

Degut a que I'EO és una de les principals caracteristiques de les malalties neurodegeneratives, I'estudi
dels compostos amb capacitat neuroprotectora, com els polifenols, que puguin ser diana farmacologica
per aquestes malalties, esdevé especialment important (Albarracin et al., 2012). Un dels inconvenients
de I'Gs de compostos antioxidants presents en la dieta com una forma de tractament de malalties
neurodegeneratives és la dificultat que presenten aquests compostos per assolir una concentracid
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efectiva en el cervell (Scapagnini et al., 2011). Tot i aixi, s’han realitzat estudis in vivo de determinacié de
polifenols en el cervell d’animals tractats amb aquests compostos, aixi com estudis amb models de
barrera hematoencefalica humana, que han demostrat la capacitat dels antioxidants estudiats per a
travessar la barrera hematoencefalica i arribar al sistema nervids central, on podrien realitzar I'accié
neuroprotectora (Andres-Lacueva et al., 2005; Faria et al., 2014; Kalt et al., 2008; Pasinetti et al., 2011).
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1.6. TECNIQUES D’AVALUACIO DE LA CAPACITAT ANTIOXIDANT

En les ultimes decades, I'interés per I'estudi dels efectes antioxidants dels compostos naturals presents
en els aliments, ha augmentat considerablement. Per aquest motiu, s’han desenvolupat diferents
metodes in vitro, aixi com determinacions in vivo per a I'avaluacié de la capacitat antioxidant d’aquests
productes (Giilgin, 2012).

Fins el moment, no es disposa d’un assaig especific per a I'avaluacio de la capacitat antioxidant dels
compostos presents en els aliments. Els metodes d’avaluacid de la capacitat antioxidant disponibles
actualment es poden classificar en tres tipus en funcié del procediment que utilitzen: assaigs quimics,
cultius cel-lulars i metodes in vivo (Tsoi et al., 2015).

Els assaigs quimics d’avaluacid de la capacitat antioxidant es basen en dos mecanismes pels quals els
antioxidants poden desactivar els radicals, la transferéncia d’atoms d’hidrogen (HAT) i la transferéncia
d’electrons (SET) (Prior et al., 2005).

Els principals metodes que es basen en el mecanisme HAT son:

- Assaig ORAC (Oxygen radical absorbance capacity): mesura la capacitat de |’antioxidant
d’inhibir les reaccions d’oxidaciod induides pel radical peroxil (Cao et al., 1993).

- Assaig TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter): mesura el consum d’oxigen
durant una reaccié controlada de peroxidacio lipidica induida per la descomposicié termica
d’un compost azo (Wayner et al., 1985).

El métode més utilitzat que es basa en el mecanisme SET és:

- Assaig FRAP (Ferric reducing antioxidant power), que mesura |’habilitat dels antioxidants de
reduir el compost férric 2,4,6-tripyridyl-s-triazina [Fe*'-(TPTZ),]?, al complex ferrés de color
blau intens [Fe**-(TPTZ),]**, en medi acid (Benzie i Strain, 1996).

Aixi mateix, hi ha métodes que utilitzen alhora mecanismes de HAT i SET com sén:

- Assaig DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil): El DPPH és un radical organic de nitrogen que és
estable. L’assaig es basa en la mesura de la capacitat dels antioxidants per a reduir el DPPH
(Brand-Williams et al., 1995).

- Assaig Folin-Ciocalteu (F-C) o assaig dels polifenols totals: Es basa en la reaccié de
transferencia d’electrons dels components fenolics cap al reactiu de F-C, format per una
mescla de fosfomolibdat i fosfotungste, en medi alcali (Singleton et al., 1999).

A pesar de que els métodes quimics sén ampliament utilitzats, la seva habilitat per predir els
mecanismes d’accié i I'activitat in vivo dels antioxidants és qiiestionable. Aquests metodes no utilitzen
substrats biologics, de manera que les caracteristiques fisiques de les reaccions es donen en condicions
de pH i temperatura no fisiologiques, i no es tenen en compte caracteristiques farmacocinetiques com la
biodisponibilitat, recaptacié i metabolisme dels compostos. Degut a que els antioxidants poden actuar
per diferents mecanismes, s’han desenvolupat métodes d’avaluacié de la capacitat antioxidant que
utilitzen diferents sistemes biologics, per tal d’obtenir major informacid en els assaigs realitzats (Frankel
i Finley, 2008; Liu i Finley, 2005).

Els métodes basats en cultius de diferents linies cel-lulars (Caco-2, HepG2, MCF-7, etc.) permeten
estudiar la influéncia de les caracteristiques intracel-lulars en I'activitat dels antioxidants i poden ser
estrategies utils per a I’estudi inicial i el cribatge de la capacitat antioxidant dels compostos (Becker et
al., 2014).

- L'assaig d’activitat antioxidant cel-lular (CAA) utilitza la capacitat dels radicals peroxil i dels
productes reactius derivats de la peroxidacié lipidica per a la formacié d’un indicador
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fluorescent d’EO a partir d’una reaccidé d’oxidacié en un cultiu cel-lular. Mesura la prevencié
de I'oxidacié per part dels compostos antioxidants (Wolfe i Liu, 2007).

Els metodes d’avaluacié de la capacitat antioxidant in vivo generalment es basen en I'avaluacié de
parametres relacionats amb I'EO o I'activitat antioxidant en mostres humanes o obtingudes a partir de
models animals. S’analitza I'expressio de gens que codifiquen els enzims antioxidants com la catalasa, la
superoxid dismutasa, la glutatié peroxidasa, etc. (Timme-Laragy et al., 2009), aixi com la seva activitat
(Chagas et al., 2015), o bé s’apliquen métodes quimics d’avaluacié de la capacitat antioxidant in vitro a
les mostres obtingudes in vivo (Prior i Guohua, 1999).

En I'avaluacid in vivo de la capacitat antioxidant s’han utilitzat models animals classics com el ratoli
(Chagas et al., 2015) i la rata (Aly et al., 2012; Speroni et al., 1998). També s’han utilitzat altres models
animals com el Caenorhabditis elegans (Phulara et al., 2015) i el peix zebra (Zhang et al., 2011).

L'estudi portat a terme per Prior et al.,, (2005), va determinar que un metode estandard per a la
determinacié de I'activitat antioxidant d’un component alimentari hauria de complir els seglients
requeriments:

= Utilitzar una font rellevant de radicals lliures.

= Simple.

= Avaluar parametres o mecanismes quimics concrets.
= Reproduible.

= Adaptable a I'estudi d’antioxidants de caracter lipidic i aquds, aixi com a diferents fonts de
radicals.

= Adaptacié a estrategies d’alta resolucio.

L'activitat i el mecanisme d’accié dels compostos antioxidants naturals depén de diferents factors entre
els que es troben les caracteristiques del sistema utilitzat, les condicions d’oxidacié, la cinéetica de la
reaccid i el substrat utilitzat, entre altres. Aquest fet dificulta el desenvolupament d’'un metode
estandard per a l'avaluacié dels multiples efectes dels antioxidants naturals (Frankel i Finley, 2008). Tot i
aixi, es creu que per tal d’avaluar el potencial antioxidant d’'un compost, un métode que inclogui una
tecnica in vivo, que permeti I'analisi en diferents temps i integri diferents respostes fisiologiques i
patologiques, produiria millors resultats, ja que I'EO implica mecanismes que depenen de molt diverses
variables (Prieto i Murado, 2014).
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1.7. PEIX ZEBRA

El peix zebra (Danio rerio, ZF) és un peix tropical de la familia Cyprinidae, originari dels rius de la india i el
sud d’Asia. Es un dels models vertebrats més utilitzats en ciéncia, concretament en genética, biologia del
desenvolupament, neurofisiologia i biomedicina (Grunwald i Eisen, 2002; Rubinstein, 2003).

El model d’embrid de ZF ha estat ampliament utilitzat, ja que presenta una série de caracteristiques que
el fan util per a I'estudi dels efectes dels compostos quimics:

e Desenvolupament embrionari rapid: Els embrions de ZF es desenvolupen fora de la mare. La
seva estructura corporal esta formada a les 24 hores post-fecundacié (hpf), els embrions surten
de la membrana corionica que els envolta a les 48-72 hpf. Als 5 dies post-fecundacié (dpf) es
completa I'organogéenesi i al cap de 3 mesos sén sexualment madurs i son considerats adults
(Kimmel et al., 1995) (Figura 6).

e Membrana corionica transparent: Permet |‘observacié directa dels embrions i el seu
desenvolupament sense necessitat de tincions o altres manipulacions.

e Facil manteniment al laboratori: El ZF és un peix petit i robust que en la seva forma adulta, pot
arribar a mesurar uns 4 - 5 cm, de manera que es poden mantenir un gran nombre d’exemplars
en un espai limitat. No necessiten condicions especials per al seu manteniment, que és
economic. Els embrions presenten una mida petita, d’'uns 0,7 mm de diametre, de manera que
comparativament, es requereix menys espai i material per a treballar que en altres models
animals (Spence et al., 2008).

e Elevat nombre d’embrions: Una femella pot posar aproximadament 100 ous al dia, que seran
fecundats a l'aigua per I'esperma alliberat pels mascles. En les condicions de laboratori, es
poden obtenir diariament milers d’embrions per a ser utilitzats experimentalment (Scholz et al.,
2008).

e El genoma del ZF esta seqiienciat: El projecte de seqiienciacié del ZF va comencar I'any 2001
com una iniciativa del Wellcome Trust Sanger Institute
(www.sanger.ac.uk/resources/zebrafish/genomeproject.html). S’ha vist que aproximadament
un 70% dels gens humans tenen un ortoleg en ZF. A més a més, aproximadament un 80% dels
gens associats a malalties en humans, tenen el seu homoleg en ZF (Howe et al., 2013).

e Els ZF presenten moltes similituds amb altres vertebrats: El model de I'embrié de ZF ha estat
utilitzat per I’estudi de diferents alteracions i malalties humanes, com sén la inflamacié (Park i
Cho, 2011), I’'envelliment (Kishi et al., 2008), la teratogenia (Reimers et al., 2006), les malalties
neurodegeneratives (Xi et al., 2011), el cancer (Tobia et al., 2011) i les malalties cardiovasculars
(Bakkers, 2011), entre altres.

e Els ZF ofereixen la possibilitat de combinar assaigs a nivell bioquimic, cel-lular i molecular, amb
observacions generals a nivell morfologic i funcional (De Esch et al., 2012).

e Avantatges experimentals: Comparats amb altres models animals, es pot utilitzar un nombre
significatiu de ZF en cada tractament d’estudi. Degut a la seva mida petita, es requereixen
minimes quantitats de la substancia a testar (aproximadament 1 pg) per cada grup de
tractament (Parng et al., 2006).

e Cribatge rapid de substancies in vivo: Els assaigs amb embrions de ZF permeten un analisi rapid
del fenotip dels embrions tractats, els experiments son de durada curta i poden ser aplicats a
tecnologies high-throughput (Rubinstein, 2003).
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Figura 6: Esquema del desenvolupament del peix zebra: fase embrionaria, larvaria, juvenil i adulta. embrions de peix zebra
dins de la membrana corionica a les 6, 24 i 48 hores post-fecundacio; larva de peix zebra a les 72 hores post-fecundacio i
peix zebra adult.

(Elaboracio propia)

L’assaig amb embrions de peix (FET — Fish embryo test), ha estat aprovat a nivell internacional per la
Organitzacié per a la Cooperacié Economica i el Desenvolupament (OECD) (OECD, 2013). Aquest assaig
esta designat per a la determinacid de la toxicitat aguda de compostos quimics en els estadis
embrionaris del ZF. Ha estat aplicat satisfactoriament a I'avaluacid dels efectes de substancies amb
diferents mecanismes d’accid i caracteristiques fisiques i quimiques (Belanger et al., 2013; Braunbeck et
al., 2005; Gustafson et al., 2012; Lammer et al., 2009).

A la Unitat de Toxicologia de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona s’ha realitzat una
adaptacio del FET amb embrions de ZF, per a I'avaluacié de la teratogénia, basada en el treball de Nagel
(2002), al qual s’ha afegit I'avaluacié dels embrions exposats mitjancant un sistema de puntuacio
morfologica total (Teixido et al., 2013). Aquest sistema ha estat utilitzat per a I'avaluacio dels efectes de
diferents compostos sobre el creixement i el desenvolupament embrionaris (Boix et al., 2015; Teixido et
al., 2013; Teixido et al., 2015).

Moltes de les defenses antioxidants en humans responen al factor de transcripcid6 ARE (element de
resposta antioxidant) i al factor NRF2 (Factor nuclear (erythroid-derived 2)-like 2). En condicions en que
no es presenta EO, el factor NRF2 esta unit a la proteina KEAP1 (Kelch-like associated protein ECH-1) en
el citoplasma, on acabara essent degradat. Quan la proteina KEAP1 detecta ROS, el factor NRF2 es
transloca al nucli de la cel-lula, s’uneix a les regions promotores de I’ARE i activa una série de gens que
codifiquen per a proteines antioxidants i enzims per a la sintesi de glutatio, entre altres (Kobayashi et al.,
2006).

Els embrions de ZF presenten gens i enzims antioxidants de la via NRF2 analegs als sistemes antioxidants
en mamifers (Timme-Laragy et al., 2012, 2009) i suposen un bon sistema per a I'estudi de I'expressid i la
induccio de diferents gens en circumstancies d’EO (Nakajima et al.,, 2011). A més a més, tenen la
capacitat de respondre de forma robusta a factors patologics relacionats amb I’'EO (Chen et al., 2012) i
s’han establert com un organisme model per a I’estudi dels mecanismes oxidatius dels compostos (Fang
i Miller, 2012). Per aquest motiu, s’han estudiat els efectes protectors i el mecanisme d’accié d’alguns
antioxidants en embrions de ZF exposats a diferents compostos que produeixen toxicitat per via de I'EO
(Cordero et al., 2009; Na et al., 2009; Reimers et al., 2006).

L'EO ha estat implicat en diverses condicions patologiques entre les que s’inclouen malalties
cardiovasculars, cancer, diabetis, isquémia i alteracions neurologiques entre altres (Valko et al., 2007).
Els efectes de I'EO a nivell neurologic interessen especialment en aquesta tesi doctoral. La neurotoxicitat
es defineix com qualsevol efecte advers produit per una substancia en el sistema nervids, les seves
estructures o funcions (Crofton et al., 2012). Per altra banda la neuroproteccié es defineix com I'efecte
que resulta del rescat, recuperacié o regeneracié del sistema nervids, les seves cél-lules, estructura i
funcid en resposta o prevencié d’una lesio o alteracié (Scapagnini et al., 2011).
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El sistema nervids central del ZF es desenvolupa rapidament, podent realitzar els primers tests
funcionals a partir de les 48 hpf i assaigs més avancats de comportament a partir dels 3-4 dpf. Algunes
zones del sistema nerviés dels ZF com I'hipotalem, el tracte optic, el sistema olfactori, la medul-la
espinal i els nervis cranials, aixi com el sistema de neurotransmissors presenten una homologia clara
amb les mateixes arees rellevants en el cervell huma (De Esch et al., 2012). Aquestes caracteristiques,
juntament amb el fet que el sistema nervids dels ZF és accessible a molécules petites fan que els ZF
siguin organismes potencials per a I'avaluacié de I'impacte dels compostos en el desenvolupament i la
funcid neuronal (Guo, 2009).

Els embrions de ZF han estat utilitzats com a model per a I'estudi de neuropaties causades per
I’exposicié a compostos quimics neurotoxics, donat que son transparents i facilment accessibles, es
poden realitzar analisis morfometrics, bioquimics o moleculars per a la quantificacié d’alteracions que es
poden produir en el cervell intacte. La rellevancia de les dades obtingudes en ZF en aquests estudis, en
referéncia a la prediccio de la neurotoxicitat en mamifers, fan que sigui un model animal alternatiu per a
I’estudi de la neurotoxicitat i la neurodegeneracid in vivo (Parng et al., 2007; Xi et al., 2011).

Pels motius citats anteriorment, els embrions de ZF també poden ser utilitzats per a I'estudi de diferents
estratégies neuroprotectores. S’ha vist que en aquest model animal es pot reproduir un patré
d’apoptosi cerebral que pot ser avaluat facilment; pot ser un bon model de cribatge in vivo de
substancies neuroprotectores, ja que permet I'analisi quantitatiu d’imatges cerebrals (Parng et al.,
2006).

Les avantatges del model d’embrié de ZF descrites en aquest apartat de la tesi doctoral no es presenten
en cultius cel-lulars in vitro, ni en altres models animals de vertebrats. Aquest model ha emergit com
una eina util per a I'estudi de compostos que tenen efecte en multiples processos biologics que estan
relacionats amb la salut humana (Bugel et al., 2014).
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1.8. METODES ALTERNATIUS, MODEL DE NEUROESFERES HUMANES

L'avaluacié de la toxicitat en el neurodesenvolupament en els darrers anys ha estat basada en la
utilitzacié de models animals in vivo i la posterior extrapolacié dels resultats als possibles efectes en
humans. Els experiments in vivo requereixen un gran nombre de vides animals, sén complexos i
costosos en quant a temps i inversié economica (Lee et al., 2012).

El principi de les 3Rs va ser introduit per primera vegada per Russell i Burch (1959) i es basa en la
reduccid, refinament i reemplacament de la utilitzacié d’animals en experimentacio.

L'any 2001, el centre europeu per a la validacié de meétodes alternatius (ECVAM) va aprovar tres
metodes alternatius a I'experimentacié animal per a I'avaluacié de I'embriotoxicitat, que havien estat
validats cientificament (Genschow et al., 2001):

e Test de cél-lules mare embrionaries (EST - Embryonic Stem-cell Test); utilitza linies cel-lulars de
ratoli i es basa en I'avaluacid dels efectes embriotoxics mitjancant dos parametres: el diferencial
de citotoxicitat entre fibroblasts adults 3T3 i cél-lules mare embrionaries D3, i el potencial del
compost d’estudi per a inhibir la diferenciacio de les cél-lules mares embrionaries D3 (ECVAM
DB-ALM, 2010a).

e Test micromass (MM — Micromass Test); basat en el cultiu primari de cél-lules obtingudes dels
esbossos de les extremitats anteriors d’embrions de rata de 13 dies. L'avaluacié del potencial
embriotoxic del compost d’estudi es realitza mitjangant la valoracié de la citotoxicitat i la
diferenciacid a condrocits en els cultius cel-lulars primaris (ECVAM DB-ALM, 2009).

e Cultiu d’embrions sencers de rata in vitro (WEC — Whole Embryo Culture); comprén la major
part de I'etapa de I'organogenesi i recrea les condicions en qué es desenvolupen els embrions a
I’'ater de la mare. Es basa en el cultiu d’embrions de rata postimplantacié de 9,5 dies durant 48
hores. S’avaluen una série de parametres relacionats amb el creixement i el desenvolupament
dels embrions (ECVAM DB-ALM, 2010b).

El Consell nacional de recerca dels Estats Units, va desenvolupar un informe sobre els assaigs
toxicologics en el segle XXI, en el que s’estimula la utilitzacié de recursos més eficients per a I'avaluacio
de I'exposicid i els perills per a la salut humana dels compostos contaminants ambientals (NRC- National
Research Council, 2007). En aquest informe es recomana el desenvolupament de nous metodes que
permetin una adquisicid rapida de dades per a ser utilitzades en I'avaluacié del risc, incloent el
desenvolupament d’eines que permetin reduir el cost i el temps destinats a I'experimentacio, com és el
cas dels models in silico i in vitro basats en la biologia humana.

Per aquests motius, s’estan desenvolupant técniques que proporcionin la possibilitat de testar els
compostos de forma rapida i eficient en sistemes basats en cultius cel-lulars, que puguin ser utilitzats de
forma integrada, proporcionar dades per a I'avaluacié de la toxicitat de forma dirigida al problema
d’estudi i que siguin cost-eficients (Crofton et al., 2012).

Els sistemes cel-lulars humans han estat recomanats per la NRC- National Research Council (2007) com
els més rellevants en el context de I'avaluacid de la toxicitat en el segle XXI. Aquests poden proporcionar
una bona prediccié dels efectes toxics en humans ja que utilitzen material huma in vitro.

En aquest sentit, el model de neuroesferes humanes es presenta com una eina util per a I'estudi dels
efectes dels compostos en el desenvolupament del sistema nervids i les seves funcions. Aquest model és
un sistema in vitro que consisteix en el cultiu cel-lular primari de cél-lules progenitores neurals, on
creixen en tres dimensions en forma de neuroesferes (Fritsche et al., 2011). El fet que sigui un model en
tres dimensions fa que la morfologia i la senyalitzacié cel-lular en les neuroesferes sigui més semblant a
la fisiologica, al contrari que en un model en dos dimensions. A més a més, permet la realitzacié de
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manipulacions experimentals rapides, aixi com I'obtencié de millors imatges, ja siguin fixes o a temps
real, que en models animals (Gassmann et al., 2012).

El model de neuroesferes humanes permet mimetitzar i quantificar els processos basics del
desenvolupament cerebral: proliferacié, migracid, diferenciacio i apoptosi. Aixi mateix s’han reproduit in
vitro, efectes neurotoxics observats in vivo i és possible adaptar el model a tecnologies de high
throghput (Fritsche et al., 2005; Gassmann et al., 2012; Moors et al., 2009).

Les neuroesferes poden exposar-se a diferents compostos a través del medi de cultiu. Mitjangant
I'avaluacié de diferents parametres en la proliferacid, migracié i diferenciacid, pot determinar-se la
capacitat neurotoxica del compost estudiat (Fritsche et al., 2011) (Figura 7). Mitjancant el model de
neuroesferes humanes s’han estudiat els efectes de neurotoxines a nivell funcional i a nivell molecular
(Baumann et al., 2015; Breier et al., 2010; Fritsche et al., 2005; Gassmann et al., 2010; Moors et al.,
2009). Aixi mateix, ha estat utilitzat per a I'estudi dels efectes de I'EO sobre la neurogénesi (Gassmann
et al., 2012).

ASSAIG AMB NEUROESFERES

Cultiu de les neuroesferes

Determinacidde la

viabilitat
o S .
Proliferacié Diferenciacio
Proliferacio Migracid Diferenciacio

2 dies

7 dies

Figura 7: Representacié esquematica de I'assaig amb neuroesferes humanes; representacio grafica de |'assaig d’avaluacio de la
proliferacié, migracié i diferenciacio de les neuroesferes.
(Adaptada de Breier et al., 2010)
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2. OBJECTIUS

En aquesta tesi doctoral, es proposa un model experimental basat en els efectes dels processos
oxidatius sobre els embrions de peix zebra, que podria ser la base per a una metodologia adequada per
a I'avaluacié in vivo de I'activitat protectora de compostos antioxidants naturals.

L'avaluacié de l'efecte antioxidant general dels compostos, tradicionalment s’ha portat a terme
mitjancant assaigs quimics, ja que no es disposa d’'un metode especific per a I'avaluacié de la capacitat
antioxidant, que a més a més sigui rapid i proporcioni informacio integrada (Prior et al., 2005).

Un assaig in vivo, que permeti I'analisi de I'efecte antioxidant de diferents compostos de forma rapida,
en diferents finestres d’exposicid i que integri respostes fisiologiques i patologiques, podria produir
millors resultats en la identificacié de nous compostos amb activitat antioxidant, ja que I’estres oxidatiu
implica mecanismes que depenen de condicions diverses (Prieto i Murado, 2014).

El model d’embrié de peix zebra és un model animal in vivo amb les principals caracteristiques dels
models experimentals in vitro (Scholz et al., 2008). A més a més, presenta defenses antioxidants
analogues als sistemes antioxidants en mamifers i s’ha establert com un model per a I'estudi dels
mecanismes oxidatius (Fang i Miller, 2012). Aquest model animal ha estat ampliament utilitzat en
diferents estudis realitzats a la Unitat de Toxicologia de la Facultat de Farmacia de la Universitat de
Barcelona.

Els compostos antioxidants, a part del seu efecte protector enfront de I'atac dels radicals lliures, han
demostrat la seva activitat en la prevencid de diferents alteracions i malalties humanes (Estruch et al.,
2013; Scalbert et al.,, 2005); especialment han mostrat un efecte protector enfront a les malalties
neurologiques relacionades amb I’edat com el Parkinson i I'Alzheimer (Albarracin et al., 2012).

Degut a I’'homologia d’algunes de les zones del sistema nervids dels peixos zebra amb les mateixes arees
en el cervell huma (De Esch et al.,, 2012), aixi com a la capacitat per identificar compostos quimics
neurotoxics i per predir els efectes de substancies neuroprotectores (Parng et al., 2007, 2006), el model
de peix zebra ha estat utilitzat per a I'estudi de mecanismes en malalties neurodegeneratives (Xi et al.,
2011) i també per a I'avaluacié de noves estratégies preventives i farmacologiques relacionades amb
aquestes alteracions (Lepesant, 2015; Zhang et al., 2015).

En I'informe sobre I'avaluacié de la toxicitat en el segle XXI (NRC- National Research Council, 2007), es
recomana la utilitzacié6 de models in vitro basats en sistemes cel-lulars humans com metodologies
rellevants per a I'avaluacié dels efectes dels compostos.

El model de neuroesferes humanes es presenta com una eina util per a I'estudi dels efectes dels
compostos en un cultiu de cel-lules progenitores neurals humanes (Fritsche et al., 2011). L’assaig amb
neuroesferes ha estat utilitzat per a l'estudi dels efectes de |'estrés oxidatiu i podria ser una
metodologia Util per a I'avaluacié dels efectes protectors dels antioxidants en el sistema nervids. Aquest
model ha estat establert en el grup de recerca de Modern Risk Assessment and Sphere Biology de I'lUF-
Leibniz Research Institute for Environmental Medicine de Disseldorf, Alemanya, on la doctorand
d’aquesta tesi doctoral va realitzar una estada de recerca.

En la present tesi doctoral s’avalua I'establiment del model d’embrié de peix zebra com un model
animal util per a I'estudi dels efectes protectors dels compostos vers a mecanismes relacionats amb
I’estres oxidatiu, i també enfront de processos a nivell del sistema nervids. S’estudiaran diferents
estrategies antioxidants mitjangant el model animal de I'embrié de peix zebra i el model cel-lular de
neuroesferes humanes per a valorar I'aplicacié d’aquestes metodologies en |’avaluacié dels efectes de
I’estres oxidatiu de forma estandarditzada i poder establir una tecnica per a ser validada com una eina
atil en un futur.
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Els objectius especifics d’aquesta tesi doctoral han estat:

1. Establir un model d’estrés oxidatiu per a I'avaluacié de I'efecte antioxidant de diferents
compostos mitjancant I’assaig amb embrions de peix zebra.

- Estudiar els efectes de diferents compostos relacionats amb |'‘estrés oxidatiu sobre el
creixement i desenvolupament embrionari del peix zebra.

- Confirmar el mecanisme oxidatiu dels efectes observats mitjangant estratégies de modulacio
de la resposta a estrés oxidatiu.

- Comprovar la capacitat del model d’estres oxidatiu establert per a identificar I'activitat
antioxidant de compostos coneguts.

2. Avaluar I'efecte antioxidant in vivo de compostos naturals presents en una mostra de vi negre.

- ldentificar els compostos fenolics presents en una mostra de vi negre i en una mostra
d’homogenat d’embrions de peix zebra previament exposats al vi negre.

- Caracteritzar I'efecte antioxidant dels compostos fenolics identificats majoritariament en la
mostra de vi negre, mitjancant el model d’estrés oxidatiu en embrions de peix zebra.

3. Estudiar els efectes neuroprotectors dels polifenols del vi negre en embrions de peix zebra

4, Estudiar els efectes de |'estrés oxidatiu i els antioxidants en el model de neuroesferes humanes.

- Reproduir el paradigma de I’'hormesi estudiat mitjancant el model de neuroesferes humanes
en el model d’estres oxidatiu amb embrions de peix zebra.
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3. MATERIAL | METODES

3.1. DISSENYS EXPERIMENTALS

En aquest apartat es descriuen els principals dissenys experimentals utilitzats en les diferents parts
de la present tesi doctoral.

3.1.1. MODEL D’ESTRES OXIDATIU AMB EMBRIONS DE PEIX ZEBRA

3.1.1.1. CARACTERITZACIO DELS EFECTES EN EL DESENVOLUPAMENT EMBRIONARI DE PEIX ZEBRA.

Exposicio dels embrions de peix zebra als diferents tipus de compostos: inductors d’estrés oxidatiu,
moduladors de l'estatus antioxidant i antioxidants. Avaluacié dels efectes dels compostos en la
mortalitat, morfologia i funcionalitat dels embrions i establiment de la corresponent corba
concentracié-resposta per a cadascun dels efectes observats (Figura 8).

Inductors
d’estrés
oxidatiu - Efecte
Mortalitat
Moduladors =
de |'estatus mc::si 3
antioxidant mo BiCs
Efectes N

Antioxidants funcionals Concentracié

Figura 8: Disseny experimental de la caracteritzacid dels efectes de compostos en el desenvolupament embrionari de peix zebra.
(Elaboracid propia)

3.1.1.2. MODULACIO DE LA RESPOSTA A ESTRES OXIDATIU

Avaluacié dels efectes en el desenvolupament embrionari del peix zebra de la pre-exposicio dels
embrions a moduladors de I'estatus antioxidant, seguida de I’exposicié a inductors d’estrés oxidatiu.
Establiment de la corba concentracié-resposta corresponent a cadascun dels efectes observats.

Comparacié de les corbes concentracio-resposta de la pre-exposicid als moduladors de I'estatus
antioxidant seguida de I'exposicié a I'inductor d’estrés oxidatiu amb la corba de I'exposicié Unica a
I'inductor d’estres oxidatiu.

El desplagament cap a la dreta de la corba concentracid-resposta de la pre-exposicié al modulador
que augmenta l'estatus antioxidant dels embrions, seguida de I'exposicid a l'inductor d’estres
oxidatiu, indica un efecte protector del modulador enfront als efectes de I'estrés oxidatiu, ja que sén
necessaries concentracions majors de l'inductor d’estres oxidatiu per a obtenir els mateixos efectes
que en |'exposicié Unica a aquest.

El desplagament cap a I'esquerra de la corba concentracid-resposta de la pre-exposicié al modulador
que disminueix I'estatus antioxidant indica un augment de I'estreés oxidatiu en els embrions, ja que
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amb concentracions menors de I'inductor d’estrés oxidatiu ja s'obtenen els mateixos efectes que en
I’exposicié Unica a aquest (Figura 9).
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Figura 9: Disseny experimental dels assaigs de modulacié de la resposta a estres oxidatiu. Pre-exposicié dels
embrions de peix zebra als moduladors de I'estatus antioxidant i posterior exposicié als inductors d’estres oxidatiu.
(Elaboracio propia)

3.1.1.3. EFECTES ANTIOXIDANTS DELS COMPOSTOS

Avaluacié dels efectes antioxidants dels compostos en el model d’embrié de peix zebra i establiment
de la corba concentracié-resposta corresponent a cadascun dels efectes observats.

Comparacio de les corbes concentracié-resposta de la pre-exposicié als compostos antioxidants
seguida de I'exposicié a lI'inductor d’estres oxidatiu amb la corba de I'exposicié Unica a I'inductor
d’estrés oxidatiu.

Si els compostos estudiats presenten un efecte antioxidant en els embrions de peix zebra, es
produira un desplagament cap a la dreta de la corba concentracié-resposta de la pre-exposicid als
compostos, seguida de I'exposicié a I'inductor d’estrés oxidatiu. Aquest fet indica que, en preséncia
del compost antioxidant, seran necessaries concentracions majors de I'inductor d’estrés oxidatiu per
tal d’obtenir els mateixos efectes que en I'exposicio Unica a aquest (Figura 10).
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Figura 10: Disseny experimental de I'avaluacid dels efectes antioxidants dels compostos mitjangant el model d’embrié
de peix zebra. Pre-exposicid dels embrions de peix zebra als compostos antioxidants i posterior exposicié als inductors
d’estres oxidatiu.

(Elaboracié propia)

3.1.2. MODEL DE NEUROESFERES HUMANES

3.1.2.1. CARACTERITZACIO DELS EFECTES EN EL MODEL DE NEUROESFERES HUMANES.

Exposicio de les neuroesferes als diferents tipus de compostos: inductors d’estres oxidatiu i
antioxidants. Avaluacié dels efectes dels compostos sobre la viabilitat, la migracid i la diferenciacio a
neurones, i representacio grafica dels resultats obtinguts en cadascuna de les avaluacions. (Figura
11).
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Figura 11: Disseny experimental de la caracteritzacio dels efectes de compostos en el model de neuroesferes humanes.
(Elaboracié propia)
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3.1.2.2. EFECTES ANTIOXIDANTS DELS COMPOSTOS

Avaluacié dels efectes antioxidants dels compostos en el model de neuroesferes humanes i
establiment de la corba concentracié-resposta corresponent a cadascun dels efectes observats.

Comparacié de les corbes concentracié-resposta de la pre-exposicid als compostos o estrategies
antioxidants seguida de I'exposicid a l'inductor d’estres oxidatiu amb la corba de I’exposicid Unica a
I'inductor d’estrés oxidatiu.

Si els compostos estudiats presenten un efecte antioxidant en les neuroesferes humanes, es produira
un desplacament cap a la dreta de la corba concentracié-resposta de la pre-exposicid als compostos,
seguida de I'exposicié a I'inductor d’estres oxidatiu. Aquest fet indica que, en presencia del compost
antioxidant, seran necessaries concentracions majors de I'inductor d’estrés oxidatiu per tal d’obtenir
els mateixos efectes que en I'exposicid Unica a aquest (Figura 12).
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Figura 12: Disseny experimental de |'avaluacié dels efectes antioxidants dels compostos mitjangant el model de
neuroesferes humanes. Pre-exposicié de les neuroesferes als compostos antioxidants i posterior exposicio als inductors
d’estres oxidatiu.

(Elaboracid propia).
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3.2. ASSAIG AMB EMBRIONS DE PEIX ZEBRA

3.2.1. MANTENIMENT DE LA COLONIA D’ ADULTS | OBTENCIO DELS EMBRIONS

Els peixos zebra (ZF) adults s’obtenen d’un proveidor comercial (Bcn Piscicultura Iberica S.L.). Els
mascles i femelles es mantenen separats en aquaris amb un sistema de filtracié constant en aigua
estandarditzada, tal com s’indica en la normativa ISO (International Organization for Standarization)
7346-1i7346-2 (I1SO, 1996; 2 mM CaCl,-2H,0; 0,5 mM MgS0,-7H,0; 0,75 mM NaHCOs; 0,07 mM KCl).
Les femelles adultes poden diferenciar-se facilment dels mascles, ja que presenten una
protuberancia en la zona abdominal on s’emmagatzemen els ous (Figura 13). Els animals es
mantenen en condicions ambientals controlades: temperatura, 26 + 1 °C i cicle de llum constant de
14 hores de llum i 10 hores de foscor. Els peixos s’alimenten dues vegades al dia, al mati amb flocs de
menjar comercial i a la tarda amb Artemia nauplii recent eclosionada per tal d’estimular la posta
d’ous.

Figura 13: Peixos zebra adults. A la part superior, la femella. La fletxa
blanca indica la protuberancia a la zona abdominal; a la part inferior,
el mascle.

(Adaptada de Braunbeck et al., 2005)

El dia previ als assaigs amb embrions de ZF, els mascles i les femelles es transfereixen a un tanc de
cria de 20 L, en una proporcid de 10 femelles i 8 mascles. Al fons del tanc es col-loca una reixeta per
tal d’evitar la predacié dels ous per part dels adults. També s’incorporen bales de vidre i plantes
artificials per tal d’estimular la posta d’ous.

La posta i fecundacié dels ous té lloc el dia seglient durant els primers 30 minuts després que
s’encenguin les llums al mati. En aquestes condicions, aproximadament s’obtenen entre 300 i 400
ous que es recullen i es netegen amb aigua estandarditzada diluida 1:5 amb aigua desionitzada per
tal d’evitar la bruticia i prevenir el creixement de bacteris i protozous. Es fa la seleccié dels ous
fecundats respecte dels no fecundats amb un microscopi estereoscopic (Motic SMZ168, Motic® LTD).
Els ous no fecundats i els que presenten anomalies com asimetries, formacié de vesicules o
membranes danyades es descarten, ja que per a posteriors experiments només s’utilitzen els ous
fecundats i sans (Figura 14). Aquests, es classifiquen en funcié del seu grau de desenvolupament
embrionari seguint les directrius de Kimmel et al., (1995).
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Figura 14: Imatges representatives d’embrions de peix zebra. A I'esquerra, un embrié de peix zebra fecundat en el que es
poden apreciar les divisions cel-lulars; al mig, un embrié no fecundat; a la dreta, un embrié coagulat.
(Elaboracio propia)

El procediment amb els ZF adults i els embrions ha estat autoritzat pel Comité Etic d’Experimentacié
Animal de la Universitat de Barcelona i pel Departament de Medi Ambient i Habitatge de la
Generalitat de Catalunya amb el codi DAAM 7971. Aixi mateix, compleix el Decret 214/1997 de 30 de
Juliol de la Generalitat de Catalunya que regula la utilitzacié d’animals per a experimentacié i altres
finalitats cientifiques.

3.2.2. EXPOSICIO DELS EMBRIONS ALS DIFERENTS COMPOSTOS

La tetraclorohidroquinona (TCHQ), el lipopolisacarid d’Escherichia coli 0111:B4 (LPS), I'hidroclorur de
6-hidroxidopamina (6-OHDA), I'hidroclorur de Nw-Nitro L-arginina metil éster (L-NAME), la DL-
butionina sulfoximina (BSO), el (*)-a-tocoferol (vit E), el (t)-a-acid lipoic (acid lipoic), I'hidrat de
guercetina (quercetina), la quercetina 3-B-D-glucosid i el kaempferol 3-glucosid es van obtenir de
Sigma-Aldrich Quimica S.L. El tert- butil hidroperoxid (tBOOH) es va adquirir a TCl Europe, la N-acetil-
L-cisteina (NAC) i el dietil maleat (DEM) es van obtenir de Cymit Quimica S.L. La peonidina 3-glucosid i
la malvidina 3-glucosid es van adquirir a Extrasynthese.

Les solucions de tBOOH, LPS, 6-OHDA, NAC i DEM es preparen directament per dissolucié dels
compostos en solucié de Danieau 0,3X (17,4 mM NaCl; 0,23 mM KCI; 0,12 mM MgS0,.7 H,0; 0,18
mM Ca(NOs),; 1,5 mM HEPES; pH 6,5). La TCHQ, vit E, quercetina i acid lipoic inicialment es dissolen
en 100 % dimetil sulfoxid (DMSO, Sigma-Aldrich Quimica S.L.) i la solucid es dilueix posteriorment
amb solucié de Danieau fins a una concentracid final de DMSO de 0,05% (v/v).

Els diferents compostos als que s’exposen els embrions estan indicats a la Taula 1. En tots els casos
es realitzen assaigs de range finding per tal de seleccionar les concentracions de treball més
adequades.
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Les caracteristiques de I'exposicié dels embrions sdn:

Plagues de cultiu de plastic de 6 pous (Greiner Bio-one), excepte en el cas de I'exposicid a
tBOOH, que degut a la seva volatilitat, es realitza en vials de vidre tancats herméticament.

Cinc grups de concentracid creixent i un grup control.

Diferents finestres d’exposicié depenent del compost a estudiar: Moduladors de I'estatus
antioxidant i antioxidants de les 2 a les 26 hores post fecundacié (hpf); inductors d’estrés
oxidatiu de les 26 a les 50 hpf, excepte I'exposicié a 6-OHDA. Aquesta es realitza de les 50 a
les 74 hpf, ja que el sistema dopaminérgic en els embrions de ZF es comenca a formar a les
20-24 hpf i esta completament format a les 72 hpf (Kastenhuber et al., 2010) (Figura 15).

Temperatura de 27 + 1 °C.

Renovacié del medi cada 24 hores.

Per cada compost estudiat, es porten a terme almenys tres experiments independents, utilitzant
embrions de diferents postes.

Eclosid,
Inici de la natacié

24 48 l 72
|

| |
I 1 1 1

(hores)

Moduladors de I'estatus
antioxidant

Solucié de Danieau

Antioxidants

Solucié de Danieau

Solucié de Danieau

Inductors d’estres oxidatiu
(tBOOH, TCHQ, LPS)

Solucié de Danieau

Solucié de Danieau

Inductors d'estres oxidatiu
(6-OHDA)

Figura 15: Esquema de I'exposicié dels embrions als diferents compostos. En gris s’observa la finestra
d’exposicié als moduladors de I'estatus antioxidant, als antioxidants i als inductors d’estrés oxidatiu; en
blanc es representa la incubacié amb solucié de Danieau.
(Elaboracié propia)
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Taula 1: Descripcié dels compostos utilitzats en el model d’estrés oxidatiu, el seu nimero CAS, la seva estructura
quimica i el seu mecanisme d’accié relacionat amb I'estres oxidatiu.

Compostos Numero Estructura quimica Mecanisme d’accio
quimics CAS

Inductors d’estres oxidatiu

- Produccié de radicals

H 3C CH 3 butoxil
tBOOH 75-91-2 \K /o H - Depleci6 de sistemes
CH O antioxidants
3
Cl - Produccié de radicals
cl OH superoxid
TCHQ 87-87-6 - Depleci6 de glutatié
HO Cl - Activacié de la via Keapl-
Cl Nrf2

- Estimulacio de la resposta
inflamatoria.

LPS 297-473-0 - Producci6  d’espécies

reactives d’oxigen

- Productor d’espeécies

HO NH2 reactives  d’oxigen en
6-OHDA 28094-15-7 neurones dopaminérgiques

« HCI - Disminuci6  d’enzims

HO OH antioxidants

Moduladors de I’estatus antioxidant

- Substrat limitant en la
sintesi de glutatid

NAC 616-91-1 - Segrestador d’espécies
reactives d’oxigen i de
nitrogen

i’b 0O - Inhibidor de la sintasa
L-NAME 51298-62-5 | OoN. d’oxid nitric.
2 N =~ H/\/YJ\OCHB « HCI
NH.
o) o) - Deplecié de glutatid
DEM 141-05-9 /\ U s _ .
H3C (0 — (®) CH3 - Activa la via Nrf2
O
1 - Inhibidor de la y-glutamil
BSO 5072-26-4 HSC\/’\/ § OH cisteina sintetasa.
NH
NH,
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Taula 1, continuacid: Descripcidé dels compostos utilitzats en el model d’estrés oxidatiu, el seu nimero CAS, la seva
estructura quimica i el seu mecanisme d’accio relacionat amb I'estres oxidatiu.

Compostos
quimics

Numero
CAS

Estructura quimica

Mecanisme d’accié

Antioxidants

H CH
HsC Cé ¢ CHs |~ Segrestador d’espeécies
it. 10191-41-0 reactives d’oxigen i de
Vit. £ CHs CHs, CHj nitrogen
OH
CHjz
(0]
R - Cofactor de diferents
Acid lipoic 1077-28-7 sistemes enzimatics
- Segrestador d’espécies
Quercetina 849061-97-8 reactives d’oxigen i de
nitrogen

- Segrestador d’espécies

Quercetina 3- 482.35.9 reactives d’oxigen i de
B-D-glucosid nitrogen

- Segrestador d’espécies

Kaempferol 3- 480-10-4 reactives d’oxigen i de
glucosid nitrogen

. - Segrestador d’espécies

Peonidina 3- 6906-39-4 reactives d’oxigen i de
glucbsid nitrogen

OH OH OH

e - Segrestador d’espécies

Malvidina 3- 7228-78-6 reactives d’oxigen i de
glucosid nitrogen
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3.2.3. AVALUACIO DE LA LETALITAT | ELS EFECTES MORFOLOGICS EN ELS EMBRIONS

La presencia d’efectes letals en els embrions s’avalua i es registra cada 24 hores per observacio en el
microscopi estereoscopic. Es segueixen els criteris de letalitat establerts per Nagel (2002) que
indiquen que els embrions que han mort sén aquells que a les 8 hpf estan coagulats, a les 26 hpf els
somites no s’han desenvolupat o la cua no s’ha desenganxat del sac vitel-li i a les 50 hpf no presenten
batec cardiac. Aquests embrions es retiren de la placa de cultiu.

L'avaluacid dels efectes morfologics en els embrions es realitza i registra a les 50 hpf per a tots els
compostos estudiats, excepte per a la 6-OHDA en qué els embrions s’avaluen a les 74 hpf.
Primerament, s’alliberen els embrions de la membrana corionica que els envolta (Figura 16). A
continuacio, s’avaluen les anormalitats morfologiques i funcionals en els embrions exposats als
compostos mitjangant una adaptacid del sistema de puntuacid morfologica total establert per
Teixidd et al., (2013). Aquest sistema proporciona una puntuacié a diferents parametres morfologics
ens els embrions en funcid del seu grau de desenvolupament. A més a més, aquest sistema també
permet avaluar les anormalitats morfologiques (Taula 2).

Figura 16: Embrid de peix zebra de 50 hpf. A I'esquerra I'embrid esta dins de la membrana corionica i a
la dreta s’ha alliberat de la membrana i s’observa la larva vista des del costat dret.
(Elaboracid propia).

Taula 2: Criteris per a I'avaluacié morfologica i funcional dels embrions de peix zebra.
(Adaptada de Teixido et al., 2013)

Parametre avaluat Anormalitats morfologiques Desenvolupament normal
Flexid No té cua Sac vitel:li comenca a disminuir
Malformacio de la notocorda de tamany i al final adopta una
Malformacié de la medul-la espinal forma conica
Sistema optic Pigmentacié anormal .
P isimetria dels ulls Ulls pigmentats
Sistema otic Anormalitats en els otolits:

No estan formats
Només en presenta un
En presenta més de dos
Cervell Necrosi cerebral
Hemorragia cerebral
Cor Edema pericardial
Hiperplasia
Anormalitats en les cambres
cardiaques
Cua Hemorragia a la cua
Necrosi a la cua
Cua torta
Pigmentacio Anormalitat pigmentacio
Absencia de pigmentacié
Moviment Espasmes
Moviments circulars i curts
Absencia de moviment

Vesicula otica propera a I'ull

Formacié destacada del cervell

Coren formadeS

Circulacié de sang a la zona de
la cua

Pigmentacio

Resposta vigorosa enfront a un
estimul de contacte
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Seguidament, es calcula el percentatge d’embrions del grup control i de cadascun dels grups de
tractament que estan morts i els que presenten almenys un tipus d’anormalitat en el
desenvolupament embrionari. Amb aquestes dades, s’ajusten les corbes concentracio-resposta per a
letalitat i per a anormalitats morfologiques mitjancant el software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software). A partir de les corbes concentracio-resposta es calculen els valors de concentracid letal 50
(LCso) i de concentracid efectiva 50 per a anormalitats (ECsq). Aquestes son les concentracions a les
quals s’estima que la mortalitat i la preséncia de malformacions en els embrions exposats als
compostos és del 50 %.

Per tal d’evitar un biaix en l'estimacié de la LCsq i la ECso, es corregeixen les dades segons el
percentatge de letalitat i de les anormalitats en el grup control, amb la férmula d’Abbott (Abbott,
1987):

_ (P—PIQ)

~ @oo-pri) 100

On:

Pc és el percentatge corregit; P és el percentatge en el grup de tractament i Pi és el percentatge en el
grup control.

Les condicions per tal de considerar el test com a valid sén:
1. Supervivéncia dels ous fecundats 2 90 %.

2. Proporcié d’embrions morts o amb anormalitats en el grup control < 10 %.

3.2.4. AVALUACIO DE L’ACTIVITAT ACETILCOLINESTERASA

Avaluacié de I'activitat acetilcolinesterasa (ACE) en embrions de ZF a les 50 hpf seguint el protocol
descrit per (Teixidd et al., 2013). S’utilitzen mostres formades per grups de 10 embrions que
s’homogeneitzen 3 x 10 segons en 0,5 mL de tampd fosfat sodic a pH 7,4 (0,1 M + 0,1 % Triton-X v/v)
amb un llevapellets (Pestle® Kontes). L'homogenat resultant es centrifuga durant 15 minuts a 12600
rpomia 4 °C. Es separa el sobrenedant i es manté a -20 °C fins a la realitzacié de I'analisi.

La determinacio es realitza a una temperatura de 22 °C en plaques de 96 pous, seguint la reaccio del
iodur d’acetiltiocolina, catalitzada per I’ACE dels embrions per formar tiocolina i acid acétic. La
tiocolina es determina pel metode d’Ellman (Ellman et al., 1961), que es basa en la reaccié amb el
reactiu cromogen acid 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoic) (DTNB), per formar el compost 2-nitro-5-
tiobenzoat (TNB), que presenta un maxim d’absorbancia a una longitud d’ona de 405 nm (Figura 17).
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ACE
H;0 + (CH3)sN'CH,CH,SCOCH; —— (CH3)sN*CH,CHLS + CHsCOO + 2H*

(CH3)sN*CH,CH,S- + OzNAQ—S—S _Q N;O - (CH;);N*CHZCHQSSQ N0 + O;N

CO0- COO- cCOO- COO

Figura 17: Reaccions quimiques per a la determinacid de I’activitat ACE.
(Adaptada d’Ellman et al., 1961)

L’activitat acetilcolinesterasa s’avalua mitjancant la mesura cinética de I'increment d’absorbancia de
les mostres respecte el temps, durant 5 minuts a una longitud d’ona de 405 nm.

Un increment gran en 'absorbancia indica una alta activitat de I'enzim, que esta relacionada amb un
correcte creixement dels embrions. Per altra banda, un baix increment de I’absorbancia correspon a
una menor activitat acetilcolinesterasa, que esta relacionada amb un retras en el creixement
embrionari.

Les concentracions dels reactius utilitzats en la reaccié sén 0,3 mM de DTNB i 0,45 mM de iodur
d’acetiltiocolina. L’'activitat especifica de I'enzim s’expressa en nmols de substrat hidrolitzat per
minut i per mg de proteina.

La concentracid de proteina de les mostres d’homogenat d’embrions de ZF es determina per triplicat
utilitzant el métode de Bradford (Bradford, 1976), mitjancant el kit comercial Pierce® BCA Protein
Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.2.5. AVALUACIO DE L’EXPRESSIO GENICA

A les 50 hpf, al finalitzar la incubacié dels embrions de ZF amb els compostos d’estudi, s’extreu I’ARN
total de grups de 15 embrions per mostra. Els embrions s’"homogeneitzen amb el reactiu TRIZOL®
(Life Technologies S.A), seguint les instruccions del fabricant. S’analitza la qualitat i la quantitat d’ARN
extret mitjancant I'espectofotometre NanoDrop ND100 (NanoDrop Technologies) i les mostres es
conserven a -80 °C.

S’elimina la contaminacié per ADN gendmic de les mostres d’ARN mitjancant el tractament de 2 pg
d’aquestes amb ADNasa | (Roche Applied Science) durant 15 minuts a 25 °C i 10 minuts a 75 °C en un
volum total de la reaccié de 10 pL. A continuacié es sintetitza I’ADN complementari (ADNc) a partir
de I’ARN tractat amb la ADNasa. S’utilitzen oligodesoxiribonucleotids de seqliéncia aleatoria (random
hexamers), un inhibidor de la ribonucleasa i la transcriptasa reversa RevertAid ™ (MBI Fermentas,
Thermo Fisher Scientific, Inc.), seguint les instruccions del fabricant. Per tal de comprovar que la
transcripcid inversa s’ha portat a terme correctament es realitza una PCR amb I’ADNc obtingut
utilitzant els encebadors del gen de referéncia (gapdh) i la polimerasa TAQ (GoTaq®FlexiDNA
polymerase, Promega). Es comprova I'amplificacié mitjangant una electroforesi en gel d’agarosa.

Les sequéncies dels encebadors que s’utilitzen estan indicades en la Taula 3 i es van obtenir de la
bibliografia (Klliver et al., 2011), en el cas de la gapdh, o bé mitjancant el programa Primer3 de
disseny d’encebadors (Rozen i Skaletsky, 2000). Per tal d’assegurar que el gen de referencia i els gens
d’estudi amplifiquen en la mateixa mesura (100 % + 10 %), s’assagen les eficiéncies dels encebadors.
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Es genera una corba estandard a partir de ’ADNc obtingut de ZF adults aplicant un factor de dilucié
de 10. L’eficiencia es calcula amb la férmula:

-1
Eficiencia = 10(pendent) -1
Els encebadors que obtenen un pendent entre -3,1i -3,6 es consideren acceptables.

Taula 3: Informacio de les sequéncies dels encebadors utilitzats en les reaccions de PCR a temps real.

Nom del gen Identificacio del Seqiiéncia de I'encebador: Parells de
Genebank Directe i invers (5’ — 3’) bases
Gliceraldehid-3-fosfat NM_001115114 AGGCAGAAGGCGGCAAAC 124
deshidrogenasa AAGACACCAGTAGACTCCACAAC
(gapdh)
Glutatié peroxidasa 1a ~ NM_001007281 ACCTGTCCGCGAAACTATTG 105
(gpx1a) TGACTGTTGTGCCTCAAAGC
Catalasa NM_130912 GGAGCTCAACTCTTCATCCA 145
(cat) GCTCCACCACGTGAATAAAC
y-glutamil cisteina NM_199277 AAGTGGATGAGGGAGTTTGTTGCC 90
sintetasa CTTGTGGAGCAGGTCGTAGTTGAT
(sclc)
Glutatié-S-transferasa pi 1 NM_131734.3 TCATTGACGTGATGAACGAC 175
(gstpl) ATCTGATCACCAACCAGGAA

La reaccié de PCR quantitativa (PCRq) es porta a terme en un volum total de reaccié de 20 pL que
conté 3 pL de I’ADNc. S'utilitza el kit SensiMix SYBR Hi-Rox One-Step (Bioline Reagents LTD) i es
segueixen les instruccions del fabricant. L'amplificacid es porta a terme en plaques de 96 pous en un
aparell de PCRq (Bio-Rad CFX96 Touch™ Real Time PCR Detection System), seguint el cicle de
temperatures:

- Desnaturalitzacié inicial, 10 minuts a 95 °C

- 40 cicles de desnaturalitzacio, 10 segons a 95°C
- Hibridacio (alineament), 20 segons a 55 °C

- Elongacid, 20 segons a 72 °C

- Desnaturalitzacio final, 30 segons a 95 °C

L'assaig de PCRq de cadascuna de les mostres es realitza per triplicat (triplicat analitic) i, per tal de
poder analitzar estadisticament els resultats, les mostres d’homogenats d’embrions analitzades
provenen de tres experiments independents (triplicat biologic).
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Per tal d’avaluar i analitzar estadisticament els resultats s’utilitza el software (Bio-Rad CFX Manager
3.1.). Els resultats de I'expressio dels gens s’analitzen mitjancant el métode de comparacié del cicle
de quantificacié (Cq) (Livak i Schmittgen, 2001), que permet I'avaluacié del canvi en la expressié de
I’ARNm del gen d’eleccid respecte del gen de referencia (gapdh). En els triplicats biologics, es calcula
la mitjana del canvi d’expressio génica observat en cadascun dels replicats.

3.2.6. AVALUACIO DE LA DISTANCIA TOTAL RECORREGUDA

L'avaluacid de la distancia total recorreguda es basa en I’assaig de resposta al contacte en larves de
ZF (Smith et al., 2013), amb algunes modificacions. Les larves de ZF de 74 hpf s’avaluen
individualment en plaques de Petri de vidre amb 2 mL de solucié de Danieau. Primerament es deixa
un periode d’adaptacié de la larva al medi de 60 segons de durada. Passat aquest temps comenga
I’assaig, que es grava en tot moment amb una camera de video (Casio Exilim HS EX.ZR100). La durada
total de I'assaig és de 40 segons i cada 10 segons s’aplica un estimul mecanosensorial a la zona de la
cua de la larva amb unes pinces fines. La distancia total recorreguda per cada larva després de
cadascun dels estimuls s’avalua mitjancant el programa Imagel (National Institutes of Health, EUA),
gue permet visualitzar i mesurar la trajectoria recorreguda en un periode de temps determinat
(Figura 18). Per al posterior analisi estadistic, es calcula la mitjana de la distancia total recorreguda
per cada larva en els 40 segons que dura |’assaig i per totes les larves de cada grup de tractament.

S
Figura 18: Trajectoria obtinguda mitjangant el programa ImageJ d’una larva
de peix zebra control en la que es visualitza la distancia total recorreguda
en resposta a I'estimul mecanosensorial de contacte.

(Elaboracid propia)

3.2.7. TINCIO ANTI-TIROSINA HIDROXILASA

Per avaluar la preséncia de neurones dopaminergiques es realitza la immunotincié anti-tirosina
hidroxilasa (TH) amb larves de ZF de 74 hpf, seguint el protocol basat en el treball de Zhang et al.,
(2011), amb algunes modificacions. Tots els reactius utilitzats en aquest protocol s’obtenen de
Sigma-Aldrich Quimica S.L. Les larves es fixen amb una solucié de paraformaldehid (4 % en PBS)
durant 2 hores. Es realitzen rentats amb PBS (3 x 5 minuts) i amb PBS-Tx (PBS + 0,2 % Triton-X) (2 x 5
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minuts) i es despigmenten les larves amb una solucié de KOH al 2 % durant 15 minuts, a la que
s’afegeix H,0; al 30 % durant els ultims 5 minuts. A continuacié s’incuben les larves en una solucié de
col-lagenasa (0,2 mg/mL en PBSTx) durant 20 minuts i en una solucié de glicina (50 mM en PBSTXx)
durant 10 minuts. Seguidament s’incuben les larves en la solucié de bloqueig: 1 % DMSO, 1 % serum
de corder, 1 % BSA i 0,7 % Triton-X en PBS, durant 3 hores. Passat aquest temps s’incuben les
mostres amb un anticos monoclonal anti-TH de ratoli (MAB 318; Millipore), diluit 1:1000 en solucio
de bloqueig, a una temperatura de 4 °C, en agitacié constant, durant tota la nit. Al dia seglient es
realitzen rentats amb PBSTx (3 x 15 minuts) i s’incuben les mostres amb |’anticos secundari CyTM3-
conjugated AffiniPure Donkey Anti-Mouse 1gG (H+L) (Jackson Immunoresearch), que s’unira a
I’'anticos primari. La incubacio es realitza durant 24 hores, a una dilucié 1:100 en solucié de bloqueig,
a 4 °C, en agitacié constant i protegides de la llum. L’anticos secundari s’unira a I'anticos primari i
passat el temps d’incubacié es fan rentats amb PBSTx (2 x 15 minuts) i amb PBS (1 x 15 minuts). Es
separa el sac vitel:li de les larves per tal de facilitar-ne el muntatge. Les larves es munten en un
portaobjectes amb glicerol 100 % i es cobreixen amb un cobreobjectes.

La tincid s’avalua en un microscopi confocal (Leica TCS SP2) amb un laser DPSS de 561 nm. De cada
grup de tractament a estudiar es realitza la tincié en almenys 3 larves per tal de realitzar el posterior
analisi estadistic. S’obtenen fotografies de la zona on es tenyeixen les neurones dopaminérgiques
amb I'objectiu de glicerol de 10 X i un zoom de 2. A continuacid, s’obtenen fotografies en segments
de 4 um de la zona ampliada amb un zoom de 4 i amb I'objectiu de glicerol de 20 X per tal de fer el
recompte del nimero de neurones dopaminérgiques tenyides (Figura 19). El recompte del nimero
de neurones es realitzar mitjancant el software Fiji (Fiji is Just Imagel, EUA) i posteriorment es
calcular la mitjana del nombre de neurones que presenten les larves en cada grup de tractament.

Figura 19: Fotografies d’una larva de peix zebra control realitzades amb el microscopi
confocal. A I'esquerra una fotografia realitzada amb I'augment de 10x i zoom de 2 per tal de
localitzar la zona d’unié de I'anticos anti-tirosina hidroxilasa. A la dreta una fotografia en la
que s’han combinat les imatges preses cada 4 um amb I'augment de 20x per tal de comptar
el nimero de neurones que presenten tirosina hidroxilasa.

(Elaboracid propia)
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3.3. CARACTERITZACIO DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE

3.3.1. ESTANDARDS | MOSTRA D’ESTUDI

Per tal d’obtenir la mostra de vi negre, s’obté una aliquota de 300 mL d’una mostra de vi (Bodegues
Torres) protegida de la llum i es concentra al buit fins a un volum de 250 mL, a una temperatura
inferior a 30 °C, per tal d’eliminar-ne I’etanol.

Els estandards per a la identificacié de I'acid cafeic, ferulic, p-cumaric, protocatequic i gal-lic, aixi com
la quercetina, el kaempferol-3-O-glucosid, el kaempferol-3-O-rutinosid, la catequina, I'epicatequina,
la peonidina, la malvidina-3-0O-glucosid; I'acetonitril, I'etanol i el metanol, els tres de grau HPLC, aixi
com l'acid formic (= 98 %) es van adquirir a Scharlau. L'aigua ultrapura s’obté en un sistema de
purificacié d’aigua de gradient Milli-Q (Millipore). Totes les mostres i els estandards es conserven a 4
°C i es manipulen protegits de la llum.

3.3.2. EXPOSICIO DELS EMBRIONS A LA MOSTRA DE VI NEGRE

Els embrions de ZF s’obtenen tal com s’ha indicat en el punt 3.1.1. Es realitzen diferents dilucions de
la mostra de vi negre amb solucié de Danieau a pH 6,5, es filtren a través d’un filtre de membrana
PTFE de 0,22 um i es porten a terme experiments de range finding de les 26 a les 50 hpf, per tal de
seleccionar la concentracié maxima tolerable (CMT). Aquesta és la concentracié més alta a la qual els
embrions exposats a la mostra de vi negre no mostren cap tipus d’efecte en el desenvolupament
embrionari.

Es distribueixen els embrions de ZF en grups de 60 en plaques de Petri de vidre. Fins el moment de
I’exposicio, els embrions es mantenen en 25 mL de solucié de Danieau, a 27 + 1 °C i protegits de la
llum. A les 26 hpf els embrions s’exposen a la CMT de la mostra de vi negre i es mantenen en les
condicions indicades previament. Passades 24 hores d’exposicid, s’alliberen els embrions de la
membrana corionica i es transfereixen a una nova placa de Petri, on es realitzen rentats amb solucio
de Danieau (3 x 5 minuts). Els 60 embrions s’"homogeneitzen 3 x 10 segons en 250 pL d’una solucié
aquosa al 0,1 % d’acid formic mitjangant un llevapellets. Els homogenats obtinguts es conserven a -
20 °C fins el moment de I"analisi.

3.3.3. IDENTIFICACIO DELS COMPOSTOS PRESENTS EN LA MOSTRA DE VI NEGRE | D'HOMOGENAT
D’EMBRIONS

La identificacié dels compostos en les mostres de vi negre i de 'homogenat d’embrions de ZF
préviament exposats a la mostra, s’ha portat a terme per part del grup de recerca de Polifenols
Naturals del departament de Nutricié i Bromatologia de la Universitat de Barcelona.

La identificacid es realitza mitjangant la técnica de cromatografia liquida d’alta resolucié associada a
una trampa linear d’ions i a un espectrometre de masses Orbitrap (HPLC-LTQ-Orbitrap-MS). Es
centrifuguen les mostres a 3000 g durant 10 minuts a 4 °C. Els sobrenedants obtinguts es filtren a
través d’un filtre de membrana PTFE de 0,22 um i s’injecten directament a I'aparell de cromatografia
liquida d’alta resolucio (HPLC).
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S’utilitza un cromatograf liquid Accela (Thermo Scientific) equipat amb una bomba quaternaria, un
detector fotodiode-array (PDA) i un carregador de mostres amb termostat. S’utilitza una columna
Luna C18 (50 x 2,0 mm i.d., 5 um; Phenomenex). El gradient d’elucid es porta a terme amb el solvent
A, 0,1 % d’acid formic en aigua i el solvent B, 0,1 % d’acid formic en acetonitril amb un flux constant
de 0,4 mL/minut i un volum d’injeccié de 5 pL. S'utilitza un gradient linear creixent del solvent B. La
separacio es porta a terme en 15 minuts seguint les condicions: 0 minuts, 5 % B; 10 minuts, 18 % B;
12 minuts, 100 % B; 13 minuts, 100 % B; 15 minuts, 5% B. La columna s’equilibra durant 5 minuts
abans de cada analisi. Aquestes condicions sén adaptades d’un estudi previ amb algunes
modificacions (Vallverdu-Queralt et al., 2012). L'espectrometre de masses que s’utilitza consisteix en
una trampa linear d’ions (LTQ), associada a un Orbitrap Velos (Thermo Scientific), equipat amb una
font d’ionitzacié en electroesprai (ESI) en mode negatiu, que permet adquirir el perfil d’espectres de
masses amb una resolucié de 30000 a massa/carrega (m/z) 400. Els parametres d’aquesta operacié
son: font de voltatge, 4 kV; gas d’impulsid, 20 (unitats arbitraries); gas auxiliar, 10 (unitats
arbitraries); gas d’escombrat, 2 (unitats arbitraries) i temperatura capil-lar, 275 °C. Per a la resta de
parametres d’adquisicié s’utilitzen valors per defecte: control automatic del guany (AGC) va ser 5 x
10° per a I'analisi en una fase (MS) i 5 x 10* per a I'analisi en mdltiples fases (MSn).

L'aparell LTQ permet I'analisi de la massa en una sola fase, que pot proporcionar informacié de la
massa molecular, també analisis en dues fases (MS/MS) i en multiples fases (MSn), les quals
permeten obtenir informacié estructural. LTQ-Orbitrap també permet I'adquisicié de la massa
exacta. Primerament s’analitzen les mostres de vi negre i d’homogenat de ZF en full scan MS amb la
resolucid establerta a 30000 a m/z 400. Els analisis successius es realitzen en el mode MSn amb una
resolucié de 15000 a m/z 400. Els compostos es fragmenten mitjancant dissociacié C-trap d’alta
energia amb una energia de col-lisi6 normalitzada del 2-5 i un temps d’activacié de 10 milisegons. El
temps maxim d’injeccid s’estableix a 100 ms amb dos micro escanejos pel mode MS i a 1000
milisegons amb un micro escaneig pel mode MSn i el rang de masses va des de m/z 100 a 1000. Les
dades obtingudes s’analitzen amb el software XCalibur.

La composicié elemental de cada polifenol es determina tenint en compte les masses acurades i el
patrd isotopic obtingut a través de I'aplicacié Formula Finder en el programa Analyst QS 2.0, que
posteriorment es busquen en el Diccionari de Productes Naturals (Chapman i Hall/CRC), la base de
dades MOTO (http://appliedbioinformatics.wur.nl/moto) i la xarxa Plant Metabolic. Aixi mateix, per a
la identificacio dels polifenols es compara I'espectre MS/MS obtingut amb altres espectres de masses
de polifenols presents en la literatura.
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3.4. ASSAIG AMB NEUROESFERES HUMANES

3.4.1. CULTIU CEL‘LULAR

L’assaig amb neuroesferes humanes es basa en el cultiu primari de cél-lules progenitores neurals
(Moors et al., 2009). Les cél-lules progenitores neurals de 16 a 18 setmanes de gestacio, s’obtenen de
Lonza Verviers SPRL i es mantenen en un cultiu en suspensié en medi de proliferacid, on formen
neuroesferes de manera espontania: Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) i Hams F12 en
proporcié 3:1, que es suplementa amb B27 (Invitrogen GmBH), factor de creixement epidermal (EGF,
Biosource), 20 ng/mL; factor de creixement de fibroblasts humans recombinant (FGF, R&D Systems),
20 ng/mL; penicil-lina, 100 U/mL i estreptomicina, 100 pg/mL. El cultiu es realitza en un incubador
amb un percentatge d’humitat del 92,5 %, un 7,5 % de CO, i la temperatura a 37 °C.

El dia anterior a 'assaig es tallen les neuroesferes en parts de 0,25 x 0,25 mm amb una fulla d’afaitar
i els fragments es mantenen durant 24 hores en el medi de proliferacié on formen de nou les
neuroesferes.

La diferenciacié de les cel-lules progenitores neurals s’inicia el dia de I'assaig amb la incorporacid
d’un substrat adequat per a I'adhesio de les cél-lules i la retirada dels factors de creixement del medi
de cultiu. Es seleccionen les neuroesferes que tenen un diametre aproximat de 0,3 mm i es cultiven
en portaobjectes de 8 pous recoberts amb poli-D-lisina (PDL) i laminina. Es cultiven 5 neuroesferes
per pou en medi de diferenciacié: DMEM i Hams F12 en proporcid 3:1, que es suplementa amb N2
(Invitrogen); penicil-lina, 100 U/mL i estreptomicina, 100 pg/mL. La substancia a testar s’incorpora en
el medi de diferenciacié. Durant els 5 dies que dura el cultiu, les cél-lules progenitores neurals que
formen la neuroesfera migren i es diferencien.

3.4.2. EXposICIO ALS COMPOSTOS D’ESTUDI

Les neuroesferes s’exposen als compostos d’estudi en diferents finestres d’exposicié en funcié dels
objectius de I'assaig a realitzar (Figura 20).

Estudis d’exposicié tnica
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Estudis d’exposicié combinada

0 1 2 3 4 5
I } t } t | Dies en cultiu

TCHQ 48 hores + TCHQ, 8 hores
 —

[
Hesperetina 5 dies + TCHQ 8 hores

Figura 20: Esquema de les finestres d’exposicié de les neuroesferes als diferents compostos. A la
part superior, els estudis d’exposicid Unica i a la part inferior els estudis d’exposicié combinada.
(Elaboracio propia)
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3.4.3. ASSAIG DE MIGRACIO

L'assaig de migracid es realitza passades 72 hores de cultiu de les neuroesferes, seguint el protocol
descrit préviament (Moors et al., 2009). S’analitzen les neuroesferes en un microscopi Optic
(Olympus CKX41) i s'obtenen fotografies de |'area de migracié de cadascuna de les neuroesferes
exposades amb la camera (Visitron Systems 18.2 Color Mosaic). Per analitzar les fotografies, es
mesura la distancia de migracié des del marge de la neuroesfera fins a I'extrem més allunyat de
I'area de migracié en quatre posicions diferents separades per angles de 90° i se’n fa la mitjana
(Figura 21). El resultat experimental consisteix en la mitjana del valor de migracié de les 5
neuroesferes de cada grup de tractament.
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Figura 21: Imatge d’una neuroesfera amb I'area de migracié de les cél-lules que la
formen. Les mesures realitzades en les quatre posicions establertes estan
indicades amb una linia.

(Elaboracio propia)

3.4.4. ASSAIG DE VIABILITAT

La viabilitat de les neuroesferes s’avalua al final del cultiu (dia 5) mitjancant I’assaig CellTiter-Blue®
(CTB, CellTiter-Blue® cell viability assay, Promega), com s’ha descrit previament (Gassmann et al.,
2012). L'assaig es basa en mesures de |'activitat reductasa mitocondrial i relaciona la capacitat
metabolica de les cel-lules amb la seva viabilitat, ja que I'enzim que s’utilitza catalitza la reaccié de
conversiod del substrat resazurin a un producte fluorescent resorufin en les cel-lules vives (Figura 22).
Una alta emissié de fluorescencia esta relacionada amb una major quantitat de cél-lules vives,
mentre que una disminucié de fluorescéncia indica una disminucio de la viabilitat cel-lular i per tant,
un increment de la mortalitat.

Les neuroesferes s’exposen a la solucido de CTB durant 2 hores i, posteriorment s’analitza
I’absorbancia en un fluorimetre (Tecan, Infinite M200 Pro) en una longitud d’ona d’excitacio, 540 nm
i longitud d’ona d’emissio, 590 nm.
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Figura 22: Esquema de la reaccié quimica que es produeix en les cel-lules viables, en la que es basa I'assaig de viabilitat cel-lular
CellTiter-Blue®.

(Adaptada de www.promega.es).

3.4.5. ANALISI DE DIFERENCIACIO A NEURONES

La diferenciacid de les cél-lules progenitores neurals a neurones en I'area de migracié s’avalua al final
del cultiu (dia 5). Es fixen les neuroesferes en paraformaldehid al 4 % durant 30 minuts a 37 °C. Les
neurones s’identifiquen mitjancant una tincié immunocitoquimica amb un anticos primari anti-
B(l)tubulina (Sigma-Aldrich Quimica), diluit 1:100 en PBS que conté un 10% de sérum de cabra.
Aquest anticos és un marcador de les proteines del citoesquelet de les neurones. Aixi mateix, els
nuclis cel-lulars es tenyeixen amb el colorant Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich Quimica), que és un
marcador d’ADN. A continuacidé s’incuben amb I'anticos secundari Alexa S46 Red antirabbi, diluit
1:250 en PBS i s’analitzen en el microscopi de fluoresceéncia (Carl Zeiss). Per a la quantificacié de les
neurones tenyides s’utilitza el software Imagel. Primerament s’utilitza una macro en el software per
tal de comptar automaticament el nombre de nuclis tenyits positivament amb Hoechst 33258. A
continuacié es compta manualment el nombre de neurones amb el mateix programa informatic.
Posteriorment es calcula la mitjana del nombre de neurones que presenten les cel-lules de les
neuroesferes en cada grup de tractament (Figura 23).

Figura 23: Imatge de la diferenciacié a neurones en les cel-lules d’'una
neuroesfera control. En blau s’observen els nuclis tenyits amb Hoechst
33258 i en vermell, les neurones tenyides amb I'anticos anti-B(lll)-
tubulina.

(Elaboracio propia)
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3.5. ANALISI ESTADISTICA

L'analisi estadistica de la letalitat i de les anormalitats morfologiques es realitza mitjangant el test
exacte de Fisher, amb el programa SPSS 17.0.

Les corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques es calculen i es
comparen amb el programa GraphPad Prism 6.05 (GraphPad Software), mitjangant el test F d’extra
suma de quadrats, que compara l'ajust dels parametres de cadascun dels grups de dades a la corba.
L'interval de confianca s’ajusta a 95 %.

Les diferéncies entre grups, s’han avaluat mitjancant la prova t d’Student o 'ANOVA d’un factor,
seguit pel test de Bonferroni, amb el programa SPSS 17.0.

En tots els casos es consideren diferéncies estadisticament significatives en tres nivells de
significacié, p <0,05; p<0,01ip <0,001.
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4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. MODEL D’ESTRES OXIDATIU IN VIVO

Les defenses antioxidants de I'organisme poden ser enzimatiques o no enzimatiques. Generalment, les
defenses no enzimatiques provenen de la ingesta d’antioxidants alimentaris i poden ser un factor
important per a la prevencio dels efectes de I'estrés oxidatiu (EO) (Albarracin et al., 2012). Per aquest
motiu, en els ultims anys, ha augmentat I'interes per I'estudi de la capacitat antioxidant dels compostos
presents en la dieta. Els métodes d’avaluacid de la capacitat antioxidant dels que es disposa actualment
es poden dividir en tres grups en funcié del procediment que utilitzen: assaigs quimics, cultius cel-lulars i
models animals (Tsoi et al., 2015). Fins el moment, no es disposa d’un assaig especific per a I'avaluacio
de la capacitat antioxidant dels compostos presents en els aliments. Tot i aixi, es creu que per tal
d’avaluar el potencial antioxidant d’'un compost, un métode que inclogui una técnica in vivo, que
permeti I'analisi en diferents temps i integri diferents respostes fisiologiques i patologiques, produiria
millors resultats, ja que I’'EQ implica mecanismes que depenen de molts factors (Prieto i Murado, 2014).

Per aquest motiu, el primer objectiu que s’ha plantejat en aquesta tesi doctoral ha estat establir un
model in vivo d’EO general per a I'avaluacio de I'efecte antioxidant de diferents compostos mitjancant
I’'assaig amb embrions de peix zebra (ZF).

4.1.1. CARACTERITZACIO DELS EFECTES DELS DIFERENTS COMPOSTOS EN EL CREIXEMENT | DESENVOLUPAMENT
EMBRIONARI DEL PEIX ZEBRA

4.1.1.1. INDUCTORS D’ESTRES OXIDATIU

Primerament s’han caracteritzat els efectes en el creixement i desenvolupament embrionari dels ZF,
produits per compostos que tenen la capacitat d’induir EO per diversos mecanismes d’accié. Els
inductors d’EO seleccionats han estat el tert-butil hidroperoxid (tBOOH), la tetraclorohidroquinona
(TCHQ), el lipopolisacarid d’Escherichia coli (LPS) i la 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

Els embrions de ZF s’han exposat a tBOOH, TCHQ i LPS de les 26 a les 50 hpf. L'exposicié a la 6-OHDA
s’ha realitzat de les 50 a les 74 hpf ja que el sistema dopaminérgic en els embrions de ZF es comenca a
formar a les 20-24 hpf i esta completament format a les 72 hpf (Kastenhuber et al., 2010). Al finalitzar
I’exposicié, s’han avaluat els seus efectes sobre el creixement i el desenvolupament embrionari, s’ha
calculat el percentatge de letalitat i d’anormalitats morfologiques en cada grup de tractament i s’ha
ajustat la corba concentracid-resposta per a cadascun d’aquests parametres.

La induccié d’EO per part del tBOOH esta relacionada amb la seva capacitat de generar radicals butoxil a
través de la reaccié de Fenton (Fenton, 1894). Els radicals formats afavoreixen la deplecié intracel-lular
de grups tiol i de les reserves de glutatié i, com a conseqiiéncia produeixen mort cel-lular (Kanupriya et
al., 2007; Timme-Laragy et al., 2009).

Els resultats de I'exposicid dels embrions a tBOOH estan representats a la Taula 4. El rang de
concentracions al que s’han exposat els embrions és de 1 a 4 mM. S’ha observat un increment
significatiu de la mortalitat a partir de la concentracié de 2 mM i un augment significatiu de la preséncia
d’anormalitats morfologiques a partir de la concentracié de 1,5 mM. Les principals anormalitats
observades han estat a nivell general: necrosi cerebral, edema cardiac i retras en el creixement. A partir
de la freqliéncia de letalitat i d’anormalitats morfologiques en I'exposicié a tBOOH, s’ha ajustat la corba
concentracid-resposta per a cadascun d’aquests parametres (Figura 24) i s’ha obtingut un valor de LCs,
de 2,4 mM i un valor d’ECso per anormalitats morfologiques de 1,6 mM.
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Taula 4: Resultats de I'exposicié dels embrions al tBOOH.
Rang de concentracions estudiades, numero d’assaigs realitzats (n), freqléncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

s . Freqliencia d’anormalitats
.. Freqiiencia de letalitat ..
Concentracio .. morfologiques
Log concentracid n (%)
k) Mitjana + SD (%)
! B Mitjana £ SD
0 7 0,0%3,8 0,0£6,9
1 0,0 6 0,2%4,1 13,3+23,4
1,5 0,2 6 3,6%5,5 43,7 £30,3%**
2 0,3 6 20,5 + 18,4%** 57,8 £+ 30,1***
2,5 0,4 4 56,9 +9,6%** 100,0 £ 0,0***
3 0,5 6 89,9 + 16,7*** 100,0 £ 0,0***
4 0,6 3 100,0 £ 0,0*** -

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: *** p < 0,001
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Figura 24: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I'exposicio dels embrions de peix zebra al tBOOH.

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*** p<0,001

La TCHQ presenta un cicle d’autooxidacio i reduccié juntament amb el seu radical semiquinona. En
presencia d’oxigen, i com a conseqiiéncia d’aquesta autooxidacié, la TCHQ produeix la formacié de
radicals superoxid. A més a més, pot conjugar-se amb el glutatié, afavorint-ne la seva deplecié i, a nivell
cel-lular, pot produir el trencament de la cadena de I’ADN (Wang et al., 2001, 1997).

Els embrions s’han exposat a un rang de concentracions de TCHQ de 2,5 a 20 uM i els resultats s’han
presentat a la Taula 5. S’ha observat un augment significatiu de la letalitat a partir de la concentracid de
15 uM i un increment significatiu de les anormalitats morfologiques a partir de la concentracié de 5 pM.
Els embrions exposats han presentat principalment edema cardiac, necrosi cerebral i disminucié en la
pigmentacié dels embrions. S’ha ajustat la corba concentracié-resposta per a letalitat i per a
anormalitats morfologiques en I'exposicié a TCHQ (Figura 25) i s’"han obtingut valors de LCso de 16,0 uM i
d’ECso per anormalitats morfologiques de 3,9 uM.
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La disminucioé de la pigmentacié era una anormalitat especifica d’aquest compost i era concentracio-
depenent. L'efecte despigmentant de la TCHQ observat en els embrions esta relacionat amb el seu
derivat hidroquinona. La hidroquinona s’utilitza farmacologicament per al tractament de la
hiperpigmentacié de la pell, ja que el seu mecanisme d’accié es basa en la incorporacié del compost a
I'interior dels melanocits, on s’oxida i produeix el compost toxic quinona, que destrueix aquestes
cél-lules i, com a conseqiiéncia, disminueix la pigmentacié de la pell (Kasraee et al., 2003; Kim et al.,
2012).

Taula 5: Resultats de I'exposicio dels embrions a la TCHQ.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqiéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

. . Freqgiiéncia d’anormalitats
.. Freqiiencia de letalitat L.
Concentracio ., morfologiques
Log concentracid n (%) o
(kM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana + SD
0 - 9 0,0£3,3 0,0£3,3
2,5 0,4 5 2,9+8,9 22,1+31,5
5 0,7 6 2,3+5,2 71,4 + 34,9%**
10 1,0 8 16,6 + 27,1 81,6 £ 28,6%**
15 1,1 7 40,8 + 38,9%** 81,5 £ 28,6%**
17,5 1,2 6 44,4 +32,1%%* 100,0 + 0,0%***
20 1,3 5 100,0 + 0,0***

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: *** p < 0,001
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Figura 25: Corba concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicio dels embrions de peix zebra a la TCHQ.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*** pn<0,001

El LPS forma part de la membrana bacteriana i provoca la produccié d’EO en embrions de ZF, degut a la
seva capacitat de produir espécies reactives d’oxigen (ROS) i de disminuir I'activitat de I'enzim glutatio-
S-transferasa, encarregat de la detoxificacid cel-lular (Best et al., 2002; Wijesinghe et al., 2014).

73




Un model d'estrés oxidatiu en embrié de peix zebra. Aplicacid per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

RESULTATS I DISCUSSIO

Els resultats de I'exposicié dels embrions de ZF a LPS es mostren a la Taula 6. El rang de concentracions
d’exposicid ha estat de 5 a 60 pg/mL. S’ha observat un increment de la mortalitat dels embrions a partir
de la concentracid de 50 pg/mL i en el cas de les anormalitats morfologiques, s’ha observat un augment
significatiu d’aquestes a partir de la concentraci6 de 25 pg/mL. Les principals anormalitats
morfologiques observades han estat necrosi cerebral i anormalitats en el cor. A partir de les corbes
concentracié-resposta per a letalitat i anormalitats morfologiques en els embrions de ZF exposats a LPS
(Figura 26), s’ha calculat el valor de LCs i d’ECso per anormalitats morfologiques, que han estat 50,1
ug/mLi 36,0 ug/mL, respectivament.

Taula 6: Resultats de I'exposicio dels embrions al LPS.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqiéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

s . . Freqiieéncia d’anormalitats
‘. Freqiiencia de letalitat L.
Concentracio . morfologiques
Log concentracid n (%) o
(ng/mL) Mitjana £ SD (%)
B Mitjana + SD
0 - 5 0,0£5,5 0,0%£5,2
5 0,7 4 0,0+10,0 18,1+36,1
25 1,4 5 0,0+£0,0 20,9+ 16,7*
45 1,6 5 12,5+20,7 58,4 + 40,0***
50 1,7 7 47,9 £ 34,6%** 89,4 £ 20,0%**
60 1,8 5 100,0 £ 0,0***

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: * p < 0,05; *** p < 0,001
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Figura 26: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I'exposicié dels embrions de peix zebra al LPS.

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
* p<0,05; *** p< 0,001

En resum, els inductors d’EO tBOOH, TCHQ i LPS han produit un augment significatiu de la letalitat en els
embrions exposats, que ha estat concentracié-depenent. Aquests compostos, també han produit un
increment concentracio-depenent del percentatge d’anormalitats morfologiques. Les principals
anormalitats morfologiques observades en els embrions exposats als inductors d’EO han estat a nivell
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general: retras en el creixement, edema cardiac i necrosi cerebral, excepte en el cas dels embrions
exposats a TCHQ que presentaven un efecte especific en la pigmentacid. Aquests resultats concorden
amb altres estudis en que s’ha realitzat I'exposicié dels embrions de ZF a tBOOH (Timme-Laragy et al.,
2009) i a LPS (Wijesinghe et al., 2014), obtenint un augment de la mortalitat i retras en el creixement
dels embrions exposats.

La 6-OHDA és un analeg hidroxilat de la dopamina. Indueix EO especificament a nivell de les neurones
dopaminergiques, degut a la seva capacitat de generar ROS, i com a conseqiiencia, apoptosi (Elkon et
al., 2004). Degut al seu efecte neurotoxic sobre les neurones dopaminérgiques, ha estat utilitzada en
animals com a model de malaltia de Parkinson (Parng et al., 2007).

Els resultats de I'exposicié a 6-OHDA s’han representat a la Taula 7. Els embrions s’han exposat a la 6-
OHDA en un rang de concentracions de 100 a 1000 uM. No s’han observat efectes letals o anormalitats
morfologiques en cap de les concentracions estudiades. S’ha observat un efecte a nivell funcional, que
consisteix en una alteracié del moviment dels embrions, que presenten espasmes, es mouen de forma
circular, realitzen moviments curts o inclius s’observava una paralisi total del moviment a les
concentracions més elevades. Aquests efectes eren dependents de la concentracié (Figura 27A). Per tal
de fer una valoracié objectiva de les alteracions en el moviment, s’ha realitzat un assaig d’avaluacié de la
resposta al contacte (Smith et al., 2013) en els embrions de ZF exposats a les diferents concentracions
de 6-OHDA i, posteriorment s’ha analitzat la distancia total recorreguda per aquests. S’ha observat una
disminucié significativa de la distancia total recorreguda pels embrions a partir de la concentracié de
250 uM (Figura 27B). A partir dels resultats obtinguts, s’han ajustat les corbes concentracid-resposta per
ambdds parametres i s’ha obtingut un valor d’ECsg per a anormalitats en el moviment de 245,9 uM i un
valor d’ECsq per a la distancia total recorreguda de 386,9 uM.

Els resultats obtinguts coincideixen amb els de I'estudi realitzat per Feng et al.,, (2014), en el qual
s’observa una disminucié de la distancia total recorreguda per les larves de ZF després de I'exposicié a
diferents concentracions de 6-OHDA.

La 6-OHDA és una neurotoxina que utilitza el mateix sistema transportador de catecolamines que la
dopamina, de manera que pot penetrar a les neurones dopaminergiques, on s’acumula en el citosol i
indueix neurotoxicitat selectiva (Rodriguez-Pallares et al., 2007). Els moviments voluntaris en els
organismes vertebrats estan regulats principalment per la neurotransmissié dopaminergica en el
sistema nerviods central. La perdua d’aquestes neurones esta directament relacionada amb I'aparicié de
discinesies, tipiques de la simptomatologia dels pacients amb malaltia de Parkinson (Kulisevsky et al.,
2013), i que coincideix amb els efectes en el moviment observats en els embrions de ZF exposats a la 6-
OHDA.
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Taula 7: Resultats de I'exposicié dels embrions a la 6-OHDA.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqiiéncia d’anormalitats en el moviment i distancia
total recorreguda.
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Concentracio

Log concentracié | n

Freqiiéncia
d’anormalitats en el
moviment

Distancia total recorreguda
(%)

(kM) (%) Mitjana + SD
Mitjana £ SD
0 12 0,00,0 100+ 0,0

100 2,0 8 13,8 + 22,6+ 86,7 +11,7
250 2,4 12 52,8 + 24,9%** 56,7 + 20,4%*
500 2,7 8 77,1 + 31,6%** 42,3 +8,6%**
750 2,9 6 84,6 + 29,8%** 30,6 + 14,6%**
1000 3,0 8 93,8 + 17,7%** 31,5 + 12,4%**

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
** p <0,01; ¥** p < 0,001
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Figura 27: Representacié grafica de les anormalitats en el moviment (A) i de la distancia total recorreguda (B)
pels embrions de peix zebra exposats a la 6-OHDA.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte del grup control:
** 5 < 0,01, *** p < 0,001



Un model d'estrés oxidatiu en embrié de peix zebra. Aplicacié per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

RESULTATS | DISCUSSIO
T 25 5 10 15 17,5 0 5 25 45 50

>
@

=
o
]
-
[
=]

g
g

]
(=]
L
=2}
o

=]
o
1

&
o
L
&
(=]

~
(=]
L

Activitat AchE (pmol/min/mg prot)
N
o

Activitat AChE (pmol/min/mg prot)
o
o

o
(=]
4

Concentracié TCHQ (pM) Concentracié LPS (pg/mL)
P - 120 o
H i
21 e 100
3 g *
£ 80+ £
[3 £ 80 4
3 3
60 4
E E 60
¥ ¥
& 40 A 2 40
:g 20 - g 20
< b
0 - 0 4
0 100 250 500 750 1000 0 1 1,5 2 2,5
Concentracié 6-OHDA (pM) Concentracié tBOOH (mM)

Figura 28: Representacio grafica de I'activitat acetilcolinesterasa en embrions exposats a TCHQ (A), LPS (B), 6-OHDA (C) i
tBOOH (D).

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte del grup control: * p < 0,05

Per tal de determinar si els embrions presentaven un retard en el creixement, s’ha avaluat I'activitat
acetilcolinesterasa (ACE) en els embrions exposats a tBOOH, TCHQ, LPS i 6-OHDA. En I'estudi de Teixidd
et al., (2013), s’ha demostrat que una disminucio de I'activitat de I’enzim ACE dels embrions de ZF, esta
relacionada amb un retras en el creixement embrionari.

De forma general, no s’ha observat una disminucié significativa de I'activitat ACE en cap dels grups de
tractament amb TCHQ (Figura 28A), LPS (Figura 28B) i 6-OHDA (Figura 28C). Només s’ha observat una
disminucié significativa de I'activitat ACE en el grup de concentracié de 2,5 mM de tBOOH (Figura 28D),
de manera que s’ha confirmat I'efecte del tBOOH en el creixement a les concentracions assajades més
elevades.

4.1.1.2. MODULADORS DE L’ESTATUS ANTIOXIDANT

Els embrions de ZF s’han exposat als moduladors de I'estatus antioxidant: N-acetil-L-cisteina (NAC), Nw-
Nitro L-arginina metil éster (L-NAME), dietil maleat (DEM) i DL-butionina sulfoximina (BSO) de les 2 a les
26 hpf. Passat aquest temps s’han incubat amb solucié de Danieau, a les 50 hpf s’han avaluat els seus
efectes sobre el creixement i el desenvolupament embrionari i s’ha calculat el percentatge de letalitat i
d’anormalitats morfologiques en cada grup de tractament. També s’ha ajustat la corba concentracio-
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resposta per a cadascun d’aquests parametres i s’ha determinat la concentracié maxima tolerable (CMT)
de cada modulador.

La NAC és el factor limitant en la sintesi de glutatié i actua com antioxidant degut a la seva activitat
segrestadora de radicals lliures (Kerksick i Willoughby, 2005).

L'exposicid a NAC s’ha realitzat en un rang de concentracions de 50 a 2500 puM. En l'avaluacié de la
letalitat s’ha observat un augment significatiu d’aquesta a partir de la concentracié de 1500 uM. En el
cas de les anormalitats morfologiques, s’ha vist un increment significatiu a partir de la concentracié de
500 uM (Taula 8). La CMT per a la NAC s’ha establert en 250 uM. Les corbes concentracié-resposta de
NAC per a letalitat i per a anormalitats morfologiques s’han ajustat (Figura 29). i s’han obtingut uns
valors de LCsq i d’ECsq per anormalitats morfologiques de 1988 uM i 891,8 uM, respectivament.

Taula 8: Resultats de I'exposicié dels embrions a la NAC.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqtiéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

. . Freqiieéncia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio . morfologiques
Log concentracio n (%) o
(1M) Mitjana £ SD (%)
Mitjana £ SD
0 - 8 0,0+0,0 0,0+£0,0
50 1,7 5 0,0£0,0 0,0+£0,0
100 2,0 5 0,0+0,0 0,0+0,0
250 2,4 7 0,0+0,0 0,0+0,0
500 2,7 8 0,0+£0,0 25,0 £ 23,3***
1000 3,0 7 1,4+3,8 51,4 + 25,6%**
2000 3,3 4 62,5+ 23,5%** 100 + 0,0%**
2500 3,4 3 100 + 0,0*** -

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: *** p < 0,001
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Figura 29: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicio dels embrions de peix zebra a la NAC.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*** p<0,001
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La L-NAME, és un inhibidor de I'enzim responsable de la sintesi d’oxid nitric. Com a conseqliencia
d’aquesta inhibicid, es redueix la produccié d’oxid nitric, que és un compost que produeix espeécies

reactives de nitrogen (RNS) i EO (Holmberg et al., 2006).

Els embrions de ZF s’han exposat a L-NAME en un rang de concentracions de 0,1 a 100 uM. S’ha
observat un augment significatiu del percentatge de letalitat i també del percentatge d’anormalitats
morfologiques a partir de la concentracio de 25 uM (Taula 9). S’ha determinat la concentracié de 5 uM
com la CMT per a L-NAME. No s’ha pogut calcular el valor de LCs, per a L-NAME ja que el percentatge
maxim de mortalitat ha estat de 26,7 %. Per altra banda, el valor d’EC5o per anormalitats morfologiques

s’ha calculat en 44,36 uM (Figura 30).

Taula 9: Resultats de I'exposicio dels embrions al L-NAME.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), frequéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats

morfologiques.
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s . . Freqiieéncia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio . morfologiques
Log concentracio n (%) o
(kM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana £ SD
0 4 0,0+£0,0 0,0£0,0
0,1 -1,0 3 0,0£0,0 0,0+£0,0
0,5 -0,3 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
0,67 -0,2 3 0,0+0,0 0,0+0,0
1 0,0 3 0,0+£0,0 0,0+0,0
5 0,7 3 0,0+£0,0 0,0+0,0
10 1,0 3 0,0£0,0 16,7 +£5,8
25 1,4 3 20,0 + 0,0** 25,0 + 0,0**
50 1,7 3 23,3 +5,8*%* 48,2 + 9,9***
100 2,0 3 26,7 +11,5%* 91,7 + 14,4%**

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: ** < 0,01; *** p < 0,001
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Figura 30: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I'exposicio dels embrions de peix zebra al L-NAME.

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
**p<0,01; *** p<0,001
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El DEM, és un agent alquilant que produeix la conjugacio i la deplecid de glutatié (Priya et al., 2014), aixi
com l'activacié de la via Nrf2 (Nakajima et al., 2011)

L’exposicid al DEM s’ha portat a terme en un rang de concentracions de 0,1 a 100 uM. S’ha observat un
augment significatiu del percentatge d’anormalitats morfologiques a partir de la concentracié de 1 uM.
Pel que fa a la letalitat s’ha observat un 100 % de mortalitat en el grup d’exposicié de 100 uM (Taula 10).
S’ha establert la CMT per a I'exposicié a DEM en 0,5 uM. S’han ajustat les corbes concentracid-resposta
per a letalitat i per a anormalitats morfologiques (Figura 31) i s’ha calculat el valor d’ECsq per
anormalitats morfologiques que ha estat 1,49 uM. No s’ha pogut calcular el valor de LCsq ja que només
s’ha observat letalitat en els embrions exposats a la concentracié més alta, on el percentatge ha estat
del 100 %.

Taula 10: Resultats de I'exposicié dels embrions al DEM.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqliéncia de letalitat i frequiéncia d’anormalitats
morfologiques.

. . Freqiieéncia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio ., morfologiques
Log concentracid n (%) 0
(kM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana £ SD
0 - 6 0,0+0,0 0,0+0,0
0,1 -1,0 4 0,0£0,0 0,0+0,0
0,5 -0,3 5 0,0+0,0 0,0+0,0
1 0,0 6 0,0+0,0 25,0 £ 20,7***
2,5 0,4 3 0,0+£0,0 80,0 £ 20,0***
5 0,7 3 0,0£0,0 100,0 £ 0,0%**
10 1,0 3 0,0£0,0 100,0 £ 0,0***
100 2,0 3 100,0 £ 0,0*** -

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: *** p < 0,001
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Figura 31: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I'exposicio dels embrions de peix zebra al DEM.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*** p<0,001
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El BSO és un compost que inhibeix de forma especifica I'’enzim y-glutamil cisteina sintetasa, que és el
responsable de la sintesi de glutatid, de manera que produeix la deplecié dels nivells de glutatio
(Griffith, 1982).

Els embrions de ZF s’han exposat al BSO en un rang de concentracions de 1 a 5000 uM. No s’han
observat canvis significatius en la letalitat dels embrions exposats. S’ha observat un increment
significatiu del percentatge d’anormalitats morfologiques a partir de la concentracié de BSO de 250 uM
(Taula 11). La CMT per al BSO s’ha establert a 50 uM.

Per tal de calcular els valors de LCs i d’'EC5o per anormalitats morfologiques en els embrions exposats a
BSO, s’han ajustat les corbes concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques
(Figura 32). No s’ha pogut calcular el valor de LCsq ja que no s’han observat canvis significatius en la
letalitat en cap dels grups de tractament. S’ha calculat el valor d’ECso per anormalitats morfologiques,
que ha estat 2722 uM.

Taula 11: Resultats de I'exposicié dels embrions al BSO.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqtiéncia de letalitat i freqliencia d’anormalitats
morfologiques.

.y L . Freqiiencia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio ‘s morfologiques
Log concentracid n (%) o
(kM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana £ SD
0 - 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
1 0,0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
50 1,7 3 0,0+0,0 0,0+0,0
100 2,0 3 0,0+£0,0 9,4+9,4
250 2,4 3 0,0+£0,0 19,6 + 10,3**
500 2,7 3 0,0£0,0 23,3 +15,2%*
1000 3,0 3 0,0£0,0 38,4 +12,1%**
2500 3,4 3 0,0+0,0 39,5+ 9,7%**
4000 3,6 3 6,4+3,4 58,4 + 17,0%**
5000 3,7 3 3,2+3,2 65,1 +12,1%**

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
** p <0,01; *** p < 0,001
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Figura 32: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicié dels embrions de peix zebra al BSO.

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
** p<0,01; ¥*** p <0,001
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S’han avaluat els efectes dels compostos moduladors de I'estatus antioxidant en el creixement i el
desenvolupament embrionari del ZF i s’ha establert la CMT de cadascun d’ells per a posteriors assaigs de
modulacié de la resposta a EO.

4.1.1.3. ANTIOXIDANTS

Els embrions de ZF s’han exposat als compostos antioxidants: quercetina, acid lipoic i vit E, en una
finestra d’exposicié de les 2 a les 26 hpf, s’Than avaluat els seus efectes en el creixement i el
desenvolupament embrionari a les 50 hpf i se n’ha determinat la seva CMT.

La quercetina és un flavonol que es troba en diferents aliments com les pomes, el te i les cebes. Actua
enfront a diferents radicals com I’hidroxil, peroxil i superoxid, aixi com el seu efecte sobre I'0xid nitric i
sobre I'oxidacid lipidica (Albarracin et al., 2012).

L’exposicio dels embrions de ZF a quercetina s’ha realitzat en un rang de concentracions de 1 a 25 pM.
No s’han pogut assajar concentracions més elevades ja que a partir de la concentracié de 30 uM la
guercetina precipitava. En el rang de concentracions estudiades, no s’han observat canvis significatius
en la letalitat. S’ha observat un lleuger augment de la preséncia d’anormalitats morfologiques en els
embrions exposats a la concentracio de 25 uM (Taula 12). La CMT per la quercetina s’ha establert a 20
UM. Les corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques s’han
representat graficament (Figura 33), pero no s’han pogut calcular els valors de LCsy i d’ECsy per
anormalitats morfologiques, ja que no s’han observat canvis significatius en aquests parametres.

Taula 12: Resultats de I'exposicié dels embrions a la quercetina.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqtiéncia de letalitat i freqiéncia d’anormalitats
morfologiques.

s . . Freqiieéncia d’anormalitats
.. Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio ‘. morfologiques
Log concentracio n (%) o
(kM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana + SD
0 - 4 0,0£0,0 0,0£0,0
1 0,0 3 0,0£0,0 0,0£0,0
2,5 0,4 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
5 0,7 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
10 1,0 5 0,0+0,0 0,0+0,0
20 1,3 4 0,0+0,0 0,0+0,0
25 1,4 3 7,7+14,1 0,0£0,0

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives en cap dels grups estudiats respecte el grup control
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Figura 33: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’'exposicié dels embrions de peix zebra a la quercetina.

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives en cap dels grups estudiats respecte el grup
control

L'acid lipoic és un compost que augmenta els nivells de glutatid i inhibeix la formacié de peroxid
d’hidrogen i de radicals hidroxil, degut a la seva activitat quelant de metalls de transicié amb activitat
redox (Maczurek et al., 2008).

Els embrions s’han exposat a acid lipoic en un rang de concentracions de 0,5 a 1000 uM. S’ha observat
un increment significatiu de la letalitat i un increment significatiu de la preséncia d’anormalitats
morfologiques en els embrions a partir de la concentracié de 100 uM (Taula 13). La CMT per a acid lipoic
s’ha establert en la concentracié de 25 uM.

S’han representat graficament les corbes concentracid-resposta per a letalitat i per a anormalitats
morfologiques resultants de I'exposicié dels embrions de ZF a acid lipoic (Figura 34). S’ha calculat el
valor de LCso, que ha estat de 114,5 uM. Per altra banda, no s’ha pogut calcular el valor d’ECs, per
anormalitats morfologiques ja que el maxim increment en el percentatge d’anormalitats morfologiques
en els embrions exposats a acid lipoic ha estat de 28,8 % a la concentracié de 100 uM.

Taula 13: Resultats de I'exposicid dels embrions a I’acid lipoic.

Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqliéncia de letalitat i frequiéncia d’anormalitats
morfologiques.

s . Freqiiencia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio ‘s morfologiques
Log concentracid n (%) o
(uM) Mitjana £ SD (%)
Mitjana £ SD
0 - 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
0,5 -0,3 3 0,0+0,0 0,0+0,0
1 0,0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
10 1,0 3 0,0+£0,0 0,0+0,0
25 1,4 3 0,0£0,0 0,0+0,0
50 1,7 3 10,0+ 14,1 17,5+10,6
100 2,0 3 35 +21,2%** 28,8 +12,4*
250 2,4 3 100,0 £ 0,0*** -—--
500 2,7 3 100,0 £ 0,0*** -—--
1000 3,0 3 100,0 £ 0,0*** -

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: * p < 0,05; *** p < 0,001
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Figura 34: Corba concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicid dels embrions de peix zebra a I'acid lipoic.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:

* p < 0,05; *** p < 0,001

La vit E és un tocoferol que es troba en olis vegetals, nous, llavors i cereals, entre altres aliments. Es un
compost amb activitat segrestadora de radicals lliures, que comporta una activitat antioxidant

important (Davis et al., 2015).

L’exposicié a vit E s’ha realitzat en un rang de concentracions de 1 a 500 uM. S’ha observat un lleuger
increment del percentatge de letalitat i d’anormalitats morfologiques en les concentracions més altes,
pero els canvis en aquests parametres ni han estat significatius (Taula 14). S’ha establert la CMT de la vit

Ea 100 pM.

A partir dels resultats de I’exposicid dels embrions a vit E s’han ajustat les corbes concentracié-resposta
per a letalitat i per a anormalitats morfologiques (Figura 35). Tot i aixi, no s’han pogut calcular els valors
de LCso i d’ECso per anormalitats morfologiques de la vit E, degut a que no s’han produit canvis
estadisticament significatius en aquests parametres.

Taula 14: Resultats de I'exposicié dels embrions a la vitamina E.
Rang de concentracions estudiades, nimero d’assaigs realitzats (n), freqliéncia de letalitat i frequéncia d’anormalitats

morfologiques.

.y L . Freqiieéncia d’anormalitats
.. Freqiiéncia de letalitat L.
Concentracio ., N morfologiques
(M) Log concentracid n . (%) (%)
Mitjana £ SD Mitjana # SD
0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
1 0,0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
5 0,7 3 0,0£0,0 0,0£0,0
10 1,0 3 0,0£0,0 0,0£0,0
25 1,4 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
50 1,7 3 0,0+0,0 0,0+£0,0
100 2,0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
250 2,4 3 3,3+5,8 0,0+0,0
500 2,7 3 6,7+ 11,5 11,7+12,6

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives en cap dels grups estudiats respecte el grup control
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Figura 35: Corba concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicio dels embrions de peix zebra a la vitamina E.

No s’han observat diferencies estadisticament significatives en cap dels grups estudiats respecte el grup
control

S’han determinat els efectes dels compostos antioxidants en el creixement i desenvolupament
embrionari dels ZF i s’ha obtingut la CMT per a cadascun d’ells, per tal de ser utilitzats en I’aplicacié dels
model d’EO en embrions de ZF.

4.1.2. MODULACIO DE LA RESPOSTA A ESTRES OXIDATIU

Un cop caracteritzats els efectes del tBOOH, la TCHQ, el LPS i la 6-OHDA en els embrions de ZF, la segona
part de 'establiment del model ha consistit en confirmar que els efectes observats eren deguts a un
mecanisme d’EO.

S’han realitzat assaigs de modulacié de la resposta a EO amb I'objectiu d’augmentar i disminuir I'estatus
antioxidant dels embrions de ZF. L’augment de I'estatus antioxidant s’ha portat a terme amb NAC i amb
L-NAME. La disminucid de I'estatus antioxidant s’ha realitzat amb DEM i amb BSO.

La hipotesi de partida de I'estratégia de modulacié de la resposta a EO ha estat que, si |'efecte observat
en els embrions exposats als inductors d’EO era degut a un mecanisme d’EO, a 'augmentar I'estatus
antioxidant d’aquests, s’activarien els mecanismes de defensa antioxidants i serien necessaries
concentracions superiors de I'inductor d’EO per tal d’observar els mateixos efectes que en I'exposicié
Unica a linductor. Per altra banda, si es disminuia I'estatus antioxidant dels embrions, aquests
presentarien una menor capacitat en les defenses antioxidants i serien més susceptibles a |'efecte de
I’'EO, de manera que s’observarien els efectes de I'inductor d’EO a concentracions menors del compost.
D’aquesta forma, si el compost estudiat actuava per un mecanisme d’EO, al comparar les corbes
concentracié-resposta dels efectes observats en els embrions pre-exposats al modulador, i seguidament
exposats al compost d’estudi, amb les corbes concentracié-resposta en I'exposicié Unica al compost,
s’observarien diferéncies estadisticament significatives entre elles, confirmant el mecanisme d’EO.

S’han portat a terme assaigs de modulacié de la resposta a EO, que han consistit en I'exposicié dels
embrions de ZF de les 2 a les 26 hpf a la CMT dels moduladors que incrementen I'estatus antioxidant
(NAC i L-NAME) o disminueixen les defenses antioxidants (DEM i BSO), seguit de I'exposicié dels
embrions a les concentracions de treball dels inductors d’EO.
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En els embrions de ZF exposats a tBOOH, la pre-exposiciéo a NAC i L-NAME, ha produit un desplacament
significatiu de les corbes concentracié-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques cap a
concentracions majors de tBOOH, indicant un efecte protector d’aquests compostos. La pre-exposicio a
aquestsE, seguida de I'exposicié a tBOOH no ha produit un increment significatiu de la mortalitat en els
embrions de ZF, de manera que no s’han pogut calcular els valors de LCso. Per altra banda, en els
embrions que han estat pre-exposats a DEM i BSO i seguidament exposats a les concentracions de
treball de tBOOH, els efectes en la letalitat i en les anormalitats morfologiques s’han observat a
concentracions de tBOOH significativament menors. Aquests resultats indiquen una intensificacié dels
efectes del tBOOH, ja que aquests s’observen a concentracions inferiors que en I’exposicié Unica (Taula
15 Figura 36).

Taula 15: Modulacié de la resposta a estrés oxidatiu en embrions exposats al tBOOH.
Moduladors estudiats, concentracié letal 50 (LCsp) i concentracid efectiva 50 per anormalitats morfologiques (ECsp).

Modulador de la Inductor d’estrés LCso ECso
resposta a estres oxidatiu (IC95%) (IC95%)
oxidatiu
2,38 mM 1,64 mM
Sense Moduladors (2,28-2,48) (1,44-1,87)
2,28 mM **
NAC n.d. (2.11-2.46)
3,17 mM***
- tBOOH .d. /
L-NAME n.d (2.85-3.52)
2,06 mM * 1,17 mM **
DEM (1,78-2,38) (1,07-1,29)
BSO 1,95 mM*** 1,20 mM *
(1,85-2,05) (1,07-1,33)

n.d. = no s’han observat efectes en la letalitat

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors:
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Figura 36: Corbes concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques per als assaigs de modulacio de la
resposta a estres oxidatiu en embrions exposats al tBOOH.

Diferencies estadisticament significatives: p < 0,05, en la comparacié de les corbes de tots els moduladors de la resposta a
estres oxidatiu amb les corbes de letalitat i d’anormalitats morfologiques de tBOOH.
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La modulacid de la resposta a 'EQ en embrions exposats a TCHQ ha presentat uns resultats similars als
del cas del tBOOH (Taula 16 i Figura 37). Quan els embrions de ZF han estat pre-exposats a NAC i a L-
NAME, els efectes de letalitat i d’anormalitats morfologiques s’han observat a concentracions
significativament més elevades de TCHQ, indicant un efecte protector dels moduladors, ja que eren
necessaries concentracions més elevades de TCHQ per tal d’aconseguir els mateixos efectes que en
I’exposicié Unica. Quan els embrions s’han exposat primerament a DEM o BSO, seguit de I'exposicid a
TCHQ, s’ha observat un desplagament significatiu de les corbes concentracié-resposta de letalitat i
d’anormalitats morfologiques cap a concentracions menors de TCHQ, indicant una potenciacid de
I'efecte de la TCHQ, ja que s’observen els efectes en els embrions a concentracions inferiors que en
I’exposicié tnica a TCHQ.

Taula 16: Modulacié de la resposta a estrés oxidatiu en embrions exposats a la TCHQ.
Moduladors estudiats, concentracié letal 50 (LCsp) i concentracid efectiva 50 per anormalitats morfologiques (ECsp).

Modulador de la Inductor d’estrés LCso ECso
resposta a estres oxidatiu (IC95%) (IC95%)
oxidatiu
Sense Moduladors 15,2 uM 8,84 uM
(13,8-16,7) (7,15-10,9)
NAC 19,6 uM * 15,5 pM ***
(16,6-23,3) (14,8-16,3)
L-NAME 19,0 uM * 17,1 UM ***
TeHa (17,3-20,9) (16,9-17,3)
DEM 9,78 UM ** 4,79 uM *
(7,31-13,1) (3,88-5,91)
BSO 6,89 UM *** 4,17 uM **
(6,13-7,75) (3,62-4,81)

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001
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Figura 37: Corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques per als assaigs de modulacid de la
resposta a estrés oxidatiu en embrions exposats a la TCHQ.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,05, en la comparacié de les corbes de tots els moduladors de la resposta a
estrés oxidatiu amb les corbes de letalitat i d’anormalitats morfologiques de TCHQ.
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La pre-exposicié dels embrions a NAC i L-NAME amb tBOOH i TCHQ ha reduit significativament la
mortalitat dels embrions i I'aparicié d’anormalitats morfologiques, essent d’especial importancia en el
cas del tBOOH, en que la pre-exposicié a compostos que augmenten I'estatus antioxidant ha impedit
I"aparicié d’efectes letals. Per contra, quan els embrions han estat pre-exposats a DEM i BSO, per tal de
disminuir les reserves de glutatié, s’ha observat un desplacament cap a l'esquerra de les corbes
concentracié-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques. Aquest desplagament indica que és
necessaria una menor concentracié de tBOOH i de TCHQ per a produir els mateixos efectes letals i de
produccié d’anormalitats morfologiques que els observats a concentracions majors. Els resultats
estadisticament significatius, obtinguts en la modulacié de la resposta a EO en els embrions de ZF
exposats a tBOOH i a TCHQ, indiquen que els efectes produits per aquests compostos son deguts a un
mecanisme d’EO.

En els embrions exposats a les concentracions de treball de LPS, la pre-exposicié als moduladors de
I’estatus antioxidant ha produit un desplagament significatiu de les corbes concentracié-resposta de
letalitat cap al sentit corresponent en cada cas. En la pre-exposicid dels embrions a DEM i BSO, s’ha
observat un augment significatiu de la mortalitat, mentre que s’ha observat una disminucié significativa
de la mortalitat en la pre-exposicié a NAC i L-NAME. En el cas del L-NAME, la pre-exposicid dels
embrions ha produit una disminucid significativa de la produccié d’anormalitats morfologiques, pero
aquest efecte no s’ha observat en cap dels altres moduladors estudiats (Taula 17 i Figura 38). Es pot
concloure que les anormalitats morfologiques observades en els embrions exposats a LPS, no sén
degudes majoritariament a un mecanisme d’EO.

Taula 17: Modulacid de la resposta a estres oxidatiu en embrions exposats al LPS.
Moduladors estudiats, concentracid letal 50 (LCsp) i concentracié efectiva 50 per a anormalitats morfologiques (ECsp).

Modulador de la Inductor d’estres LCso ECso
resposta a estres oxidatiu (IC95%) (IC95%)
oxidatiu
Sense Moduladors 50,1 pg/mL 36,0 ug/mL
(48,6-51,8) (28,4-45,6)
NAC 51,6 ug/mL * 39,6 pg/mL
(48,8-54,5) (35,0-44,8)
L-NAME LPS 53,4 ug/mL * 51,3 pg/mL **
(51,9-55,0) (49,6-53,0)
DEM 42,1 pg/mL *** 31,1 ug/mL
(37,9-46,8) (26,3-36,6)
BSO 45,2 pg/mL ** 36,2 ug/mL
(43,2-47,4) (29,4-44,5)

Diferéncies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001
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Figura 38: Corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques per als assaigs de modulacid de la
resposta a estrés oxidatiu en embrions exposats al LPS.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,05, en la comparacié de la corba de letalitat de tots els moduladors de la
resposta a estres oxidatiu i la corba d’anormalitats morfologiques en la pre-exposicié a L-NAME, amb les corbes de LPS.

El LPS s’ha utilitzat com a inductor d’inflamacié en ZF, ja que s’ha vist que la seva exposicio activa la
resposta immunitaria innata en els embrions, afavorint I'alliberacié de factor de necrosi tumoral a,
citocines i interleucines, entre altres factors (Watzke et al., 2007). Els resultats obtinguts en aquest
estudi, indiquen que la major part dels efectes observats en els embrions de ZF exposats a LPS no sén
deguts a un mecanisme d’EQ. Aquests podrien ser deguts a un mecanisme d’inflamacio, ja que el LPS
presenta la capacitat de produir una resposta inflamatoria en els embrions de ZF (Novoa et al., 2009).

Els resultats de la pre-exposicié dels embrions als moduladors, seguida de I'exposicié a 6-OHDA es
mostren a la Taula 18 i a la Figura 39. La pre-exposicio dels embrions a NAC amb 6-OHDA ha produit un
augment significatiu de la distancia total recorreguda pels embrions, mentre que, quan els embrions han
estat pre-exposats a DEM i BSO, s’ha observat un desplacament significatiu de la corba de la distancia
total recorreguda cap a concentracions menors de 6-OHDA. En el cas de la pre-exposicié a L-NAME s’han
obtingut efectes en la distancia total recorreguda comparables als de I'exposicié Unica a 6-OHDA. Els
resultats estadisticament significatius en els embrions pre-exposats a NAC, DEM i BSO indiquen que els
efectes en el moviment dels embrions de ZF exposats a la 6-OHDA, son deguts a un mecanisme d’'EO
general. Els efectes de la 6-OHDA no serien deguts a un augment de la produccié d’especies reactives de
nitrogen, ja que no s’han obtingut resultats significatius en la pre-exposicido a L-NAME (Holmberg et al.,
2006).
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Taula 18: Modulacié de la resposta a estres oxidatiu en embrions exposats a la 6-OHDA.
Moduladors estudiats i concentracio efectiva 50 per a la distancia total recorreguda (ECsp).

Modulador de la Inductor d’estres ECso
resposta a estres oxidatiu (IC95%)
oxidatiu
Sense Moduladors 386,9 uM
(329,6-454,3)
NAC 1071 pM ***
(725-1583)
L-NAME 6-OHDA 422,7 uM
(361,1-494,9)
DEM 208,1 uM ***
(174,4-248,3)
BSO 135,2 uM ***

(118,7-153,9)

Diferéncies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors:

*** p<0,001
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Figura 39: Corbes concentracio-resposta per a la distancia total recorreguda pels embrions de
peix zebra en els assaigs de modulacié de la resposta a estres oxidatiu en I'exposicié a la 6-

OHDA.

Diferencies estadisticament significatives: p < 0,05, en la comparacié de la corba de la distancia
total recorreguda en la pre-exposicié a NAC, DEM i BSO, amb la corba de 6-OHDA.

De forma general, els resultats dels assaigs de modulacid de la resposta a EO en els embrions exposats
als inductors d’EO han produit un desplacament significatiu de les corbes concentracié-resposta dels
parametres estudiats en els grups de pre-exposicio als moduladors de la resposta a EOQ, respecte de les
corbes concentracié-resposta de I'exposicid Unica als inductors d’EO, en la majoria dels casos estudiats.
Aquests resultats han confirmat un mecanisme d’accié oxidatiu de la major part dels inductors d’EO
utilitzats en el model d’estudi d’aquesta tesi doctoral. Altres autors han utilitzat moduladors de la
resposta a EO per tal de comprovar el mecanisme oxidatiu de diferents compostos en embrions de ZF
(Chen et al., 2014, 2011; Liu et al., 2015; Usenko et al., 2008). Dels resultats obtinguts en la modulacid
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de la resposta a EO en embrions exposats a diferents inductors d’EO, es pot concloure que els efectes
letals i de produccié d’anormalitats morfologiques observats en els embrions exposats a tBOOH i TCHQ,
aixi com els efectes en la distancia total recorreguda en els embrions exposats a 6-OHDA, han estat
deguts a un mecanisme d’EO.

Per tal de simplificar I’aplicacié del model d’EO amb embrions de ZF, s’han escollit dos dels inductors
estudiats per a ser utilitzats en posteriors assaigs. S’ha seleccionat la 6-OHDA com l'inductor d’EO a
utilitzar en I'avaluacié dels efectes neuroprotectors de compostos antioxidants naturals, ja que, tal com
s’ha indicat anteriorment, presenta un mecanisme d’accié oxidatiu especific a nivell de sistema nervios
(Rodriguez-Pallares et al., 2007). Per altra banda, s’ha establert el tBOOH com I'inductor d’EO a utilitzar
en el model d’EO d’aquesta tesi doctoral, per a I'avaluacié dels efectes antioxidants in vivo de diferents
compostos. S’ha seleccionat el tBOOH entre els altres inductors d’EO, ja que ha estat el compost que ha
proporcionat els efectes més consistents en la modulacié de la resposta a EO.

Degut a la diversitat d’efectes i de vies d’accié en la produccié d’EO (Valko et al., 2007), s’han volgut
caracteritzar millor els efectes oxidants del tBOOH i s’han realitzat assaigs d’avaluacié de I'expressié de
gens relacionats amb I'EO.

S’han realitzat assaigs d’avaluacié de I'expressié de gens relacionats amb I'EO: glutatié peroxidasa 1 a
(gpxl1a), catalasa (cat), y-glutamil cisteina sintetasa (gclc), glutatio-S-transferasa pi 1 (gstpl), en
embrions de ZF exposats a una concentracio subletal de tBOOH (1 mM). L’exposicio dels embrions de ZF
a una concentracio subletal de tBOOH, ha produit una induccié significativa del gen gstpl, mentre que
no s’han observat efectes significatius en I'expressid dels altres gens estudiats. El gen de la gstpl ha
estat caracteritzat en embrions de ZF i codifica per a I’enzim glutatié S-transferasa pi 1, un enzim que
catalitza la conjugacié del glutatié amb diferents compostos, per tal de ser eliminats (Suzuki et al.,
2005).

A més a més, quan els embrions han estat primerament exposats a la CMT de NAC i seguidament
exposats a tBOOH s’ha observat una disminucid significativa de I'expressié d’aquest gen. La pre-
exposicié dels embrions de ZF a DEM, seguida de I'exposicié a tBOOH no ha produit diferéncies
significatives en la induccid del gen gstpl, en comparacié amb la induccid produida per I'exposicié Unica
a tBOOH (Figura 40). Quan els embrions han estat pre-exposats a NAC i seguidament exposats a la
concentracié subletal de tBOOH, s’ha observat una disminucid significativa de I'expressié del gen gstp1l,
respecte de I'expressid génica en els embrions exposats Unicament a tBOOH. Mitjan¢ant aquest assaig
s’ha pogut tornar a confirmar I’efecte oxidant del tBOOH en embrions de ZF.

1,5 1

0,5 A

Control tBOOH NAC 250uM + DEM 0,5uM +
tBOOH tBOOH
Figura 40: Resultats de I'avaluacié de I'expressié del gen gstp1l.

Diferéncies estadisticament significatives:
* p < 0,05 respecte el grup control, " p < 0,05 respecte el grup tBOOH.
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A partir de la caracteritzacid dels efectes dels inductors d’EO en els embrions de ZF i dels assaigs de
modulacié de la resposta a EOQ, s’ha establert un model in vivo de produccié d’EO, basat en el test amb
embrions de ZF. Aixi mateix, s’han corroborat les bases del model d’EO establert: les condicions
d’exposicid que s’han d’utilitzar per tal de produir EO, aixi com els efectes derivats de 'EO que s’han
d’avaluar.

4.1.3. APLICACIO DEL MODEL: AVALUACIO DELS EFECTES ANTIOXIDANTS IN VIVO DE COMPOSTOS CONEGUTS

El pas final per a comprovar I'adequacio del model d’EO amb embrions de ZF, ha estat la verificacio de la
capacitat d’aquest per a I'avaluacio de I’efecte antioxidant de diferents compostos.

Per tal d’avaluar I'efecte antioxidant d’aquests compostos mitjancant el model d’EOQ establert en
aquesta tesi doctoral, s’han pre-exposat els embrions de ZF al compost d’estudi i, seguidament s’han
exposat a les concentracions de treball de tBOOH préviament establertes. Donat que s’ha demostrat
que l'efecte letal i de produccié d’anormalitats morfologiques en els embrions de ZF exposats a tBOOH
és degut a un mecanisme d’EO; si el compost d’estudi té activitat antioxidant, activaria les defenses de
manera que serien necessaries concentracions majors de tBOOH per tal d’observar el mateix efecte en
la letalitat i en les anormalitats morfoldgiques que en I'exposicid Unica a tBOOH. Aixi mateix, en la pre-
exposicid dels embrions al compost d’estudi, s’observaria un desplacament significatiu de la corba
concentracié-resposta de letalitat o d’anormalitats morfologiques cap a concentracions majors de
tBOOH, de manera que es confirmaria |’efecte antioxidant d’aquest.

En I'aplicacié del model d’EO a l'avaluacié de l'efecte antioxidant de compostos amb activitat
antioxidant establerta, s’han pre-exposat els embrions a la CMT de vit E, acid lipoic i quercetina, de les 2
a les 26 hpf. A continuacid, els embrions s’han exposat a tBOOH de les 26 a les 50 hpf.

La pre-exposicié dels embrions de ZF a vit E, acid lipoic i quercetina ha produit un desplagcament
significatiu de les corbes concentracié-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques cap a
concentracions majors de tBOOH, en comparacié amb els efectes produits per I'exposicié tnica a tBOOH
(Figura 41 i Taula 19). Els resultats obtinguts en aquest estudi indiquen que la pre-exposicid dels
embrions a quercetina, vit E i acid lipoic, produeix un efecte protector enfront als efectes oxidants del
tBOOH, ja que serien necessaries concentracions majors d’aquest per tal d’obtenir els mateixos efectes
que en I'exposicid Unica.

Aquests resultats han confirmat els efectes antioxidants de la vit E, I'acid lipoic i la quercetina mitjangant
el model in vivo d’EQO amb embrions de ZF i han corroborat els resultats préviament descrits per als
compostos estudiats.
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Taula 19: Efectes dels compostos antioxidants en la letalitat i les anormalitats morfologiques en embrions de peix zebra
exposats a tBOOH.
Antioxidants estudiats, concentracio letal 50 (LCsg) i concentracid efectiva 50 per a anormalitats morfologiques (ECsy).

Antioxidants Inductor d’estres LCso ECso
oxidatiu (IC95%) (IC95%)
Sense Antioxidants 2,38 mM 1,64 mM
(2,28-2,49) (1,44-1,87)
Vit E 2,83 mM *** 2,42 mM ***
(2,73-2,94) (2,26-2,60)
- tBOOH
Quercetina 3,26 mM *** 3,05 mM ***
(3,16-3,37) (2,74-3,41)
Acid lipoic 3,72 mM *** 3,70 mM ***
(3,14-4,40) (3,03-3,37)
Diferéncies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors: *** p < 0,001
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Figura 41: Corbes concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques per a I'estudi de la capacitat del
model d’estres oxidatiu per a detectar |'activitat antioxidant de la vitamina E, I’acid lipoic i la quercetina.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,001, en la comparacié de les corbes de tots els compostos amb activitat
antioxidant coneguda amb les corbes de letalitat i d’anormalitats morfologiques de tBOOH.

El test amb embrions de ZF ha estat ampliament utilitzat en I'estudi de diferents tipus de compostos,
entre els que es troben compostos amb un mecanisme d’accié relacionat amb I'EO. Els resultats
obtinguts en aquesta tesi doctoral concorden amb els obtinguts per Na et al., (2009), que observen
I’efecte protector de la vit E en embrions de ZF exposats al bifenil policlorat 126 (PCB126), un compost
gue causa EO. Hi ha altres estudis en els que s’han avaluat els efectes causats en els embrions de ZF per
I’etanol, que és un compost que presenta una mecanisme d’accid relacionat amb I'EO (Reimers et al.,
2006). En aquest estudi, van analitzar i confirmar I'efecte preventiu de I'acid lipoic, en la disfuncid
cardiovascular produida per I'etanol en els embrions de ZF. Compostos antioxidants naturals com la
quercetina, han demostrat la seva capacitat antioxidant i, també la seva capacitat protectora enfront
diverses malalties, mitjangant I’assaig amb embrions de ZF (Zhang et al., 2011).

En I'estudi de Prior et al., (2005) han establert que un metode estandard per a I'avaluacié de I'activitat
antioxidant dels compostos presents en els aliments hauria de complir una série de requisits com per
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exemple, que sigui simple, que segueixi una metodologia ben definida i amb avaluacié de parametres
especifics, que permeti I'analisi de compostos hidrofils i lipofils i I'adaptacié a metodologies high-
throughput. L'assaig amb embrions de ZF compleix moltes d’aquestes caracteristiques, ja que és un
metode in vivo, en el que s’avaluen els efectes dels compostos en I’organisme sencer, perd que presenta
la major part dels avantatges de les metodologies in vitro: facil manteniment, gran nombre d’individus
amb els que treballar, embrions transparents que es desenvolupen fora de la mare i sén facilment
accessibles per a la seva manipulacid, etc. (Scholz et al., 2008). Els ZF presenten gens i enzims que estan
implicats en processos de defensa enfront de I'EQ. Aquests sistemes han estat estudiats i s’ha demostrat
gue son analegs als sistemes de defensa antioxidants dels mamifers (Timme-Laragy et al., 2012). Amés a
més, I'embridé de ZF presenta la capacitat de respondre de forma robusta a factors patologics relacionats
amb I'EO (Chen et al., 2012) i s’ha establert com un organisme model per a I'estudi dels mecanismes
relacionats amb I'EO (Fang i Miller, 2012).

En aquesta tesi doctoral s’ha establert un model d’estudi dels efectes de I'EO en embrions de ZF. Aquest
model permet una avaluacié rapida dels efectes dels compostos antioxidants en un model d’animal
vertebrat in vivo, que suposa una via d’estudi intermédia entre els assaigs quimics d’avaluacié de la
capacitat antioxidant in vitro i 'avaluacié dels efectes directament en humans.
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4.2. CARACTERITZACIO DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE

La dieta Mediterrania és una dieta rica en antioxidants naturals, com els polifenols, que formen part de
productes de consum freqtient com les fruites, les verdures, el raim negre, el vi negre, el cafe, les olives i
I'oli d’oliva verge, etc. (Tresserra-Rimbau et al., 2013). En els darrers anys ha augmentat
considerablement l'interes per I'estudi dels compostos fenolics bioactius presents en el raim negre, aixi
com en els seus derivats com el vi negre. Aquests compostos bioactius son generalment, antocianines,
flavanols, flavonols i resveratrol. S’han avaluat les seves activitats biologiques com antioxidants,
cardioprotectors, neuroprotectors, anticancerigens, anti-inflamatoris i antiaging, entre altres (De Nisco
et al., 2013; Xia et al., 2013). La majoria d’aquests efectes han estat estudiats in vitro, mitjancant cultius
cel-lulars o técniques analitiques (Becker et al., 2014; Carbonneau et al., 2014); o bé in vivo, mitjancant
models animals especialment seleccionats per a I'estudi d’alteracions concretes (Chagas et al., 2015;
Phulara et al., 2015; Speroni et al., 1998; Z. J. Zhang et al., 2011).

El segon objectiu que s’ha plantejat en aquesta tesi doctoral ha estat avaluar I’efecte antioxidant in vivo
de compostos naturals presents en una mostra de vi negre, mitjancant el model d’EO establert en la
primera part de la tesi.

4.2.1. AVALUACIO DELS EFECTES DE LA MOSTRA DE VI NEGRE EN EMBRIONS DE PEIX ZEBRA

Els embrions de ZF s’han exposat a la mostra de vi negre, a la que préviament s’havia eliminat I'alcohol,
de les 2 a les 26 hpf i s’han avaluat els seus efectes en el creixement i desenvolupament embrionari a les
50 hpf.

Els embrions de ZF s’han exposat a dilucions de la mostra de vi negre amb solucié de Danieau; 1:1000,
1:800, 1:600 i 1:400. S’han observat efectes letals i presencia d’anormalitats morfoldgiques a partir de la
dilucié 1:600 de la mostra de vi negre. Els efectes observats han presentat canvis significatius en la
dilucié 1:400 (Figura 42). S’ha establert la CMT de la mostra de vi negre en la dilucié 1:800 d’aquesta.

100 - k% k
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Figura 42: Resultats per a letalitat i preséncia d’anormalitats morfologiques en I'exposicié dels
embrions de peix zebra a diferents dilucions de la mostra de vi negre en solucié de Danieau.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,05; p < 0,001, respecte el grup control
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4.2.2. IDENTIFICACIO DELS COMPOSTOS PRESENTS EN LA MOSTRA DE VI NEGRE | EN L'HOMOGENAT
D’EMBRIONS DE PEIX ZEBRA

Per tal d’identificar els compostos polifenodlics presents en la mostra de vi negre, i els compostos que
tenen la capacitat de penetrar a l'interior dels embrions de ZF, s’han analitzat les mostres de vi negre i
de I'homogenat d’embrions de ZF que havien estat exposats a aquesta mitjancant la tecnica
d’espectrometria de masses d’alta resolucié (HRMS), combinada amb tecnologia Orbitrap i trampa
linear d’ions (LTQ), per tal d’identificar els polifenols presents en cadascuna d’elles.

Les mesures de la massa exacta i I'assignacido de la composicié elemental sén essencials per a la
caracteritzacié de les molécules petites identificades (Vallverdd-Queralt et al., 2014). La combinacié de
les tecnologies utilitzades proporciona informacié de la massa exacta de molécules petites, que permet
elucidar-ne I'estructura quimica i, mitjancant la comparacié amb la bibliografia o amb estandards
comercials, es poden identificar els compostos quimics presents en la mostra analitzada.

S’ha analitzat la mostra de vi negre mitjancant la tecnica HPLC-LTQ-Orbitrap-MS i s’han identificat un
total de 43 compostos polifenolics (Taula 20). Per altra banda, s’"han exposat els embrions de ZF a la
CMT de la mostra de vi negre, s’han homogeneitzat i s’ha analitzat la mostra d’homogenat d’embrions
de ZF mitjancant la tecnica HPLC-LTQ-Orbitrap-MS. En aquest cas, s’han identificat 19 compostos
polifenolics (Taula 21). En resum, en la mostra de vi negre, s’han identificat acids fenolics com acids
cinnamics i benzoics. A excepcié dels acids gentisic i ferdlic, s’han identificat els mateixos acids fenolics
en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF. En les dues mostres avaluades també s’han identificat
acids fenolics O-glucosids, que sén polifenols que majoritariament es metabolitzen en el plasma, i les
seves formes lliures representen només entre el 5 i el 24 % dels metabolits dels polifenols totals (Zhao
et al., 2003). S’han identificat proantocianidines en la mostra de vi negre, que corresponen amb les
identificades en I'estudi de Gu et al., (2003), en qué estudiaven les procianidines presents en |'extracte
de llavors de raim negre. En el nostre estudi, no s’han identificat molecules de proantoacianidines en la
mostra d’homogenat d’embrions de ZF. S’ha establert la hipotesi que les proantocianidines de la mostra
de vi negre, no penetren a l'interior dels embrions de ZF, degut al seu gran tamany i necessitarien ser
préviament metabolitzades. Els efectes de proantocianidines aillades que provenen d’altres fonts
alimentaries com és el te verd (Wang et al., 2009) i el te de coco (Li et al., 2014), han estat estudiades en
embrions de ZF. En aquests casos, I'estudi es basa en I'exposicid Unica dels embrions de ZF a les
proantocianidines, fet que podria facilitar-ne la seva absorcié. Per altra banda, en la mostra de vi negre,
aixi com en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF, s’han detectat els compostos catequina,
resveratrol i piceid, que sén polifenols tipics dels productes derivats del raim negre (De Nisco et al.,
2013). En la mostra de vi negre també s’han identificat les antocianines malvidina i peonidina 3-O-
glucoside, delfinidina, cianidina i petunidina-O-glucosid. Aquests compostos corresponen amb la
identificacio de les antocianines presents en raim i vi negre feta en I'estudi de Da Costa et al., (2000). Per
contra, en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF només s’han identificat les antocianines peonidina
3-0O-glucosid, malvidina 3-0-glucosid, delfinidina 3-O-glucosid i petunidina O-hexosid. També s’han
identificat derivats del flavonol kaempferol, naringenina, quercetina i alguns dels seus derivats en la
mostra de vi negre, mentre que en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF, només s’ha identificat el
compost kaempferol-3-O-glucosid. S’ha detectat el compost quercetina-O-glucuronid en la mostra
d’homogenat d’embrions de ZF. Aquest compost no ha estat detectat en la mostra de vi negre i, degut a
qgue la conjugacio dels compostos amb glucuronid és una forma tipica de metabolisme de fase I, s’ha
formulat la hipotesi que els embrions de ZF han metabolitzat la quercetina present a la mostra de
polifenols a la que havien estat exposats, a la forma quercetina-O-glucuronid. Degut a que I'exposicid
dels embrions és directa a través del medi d’incubacid, s’ha descartat la via de metabolisme materna
(Mattsson et al., 2012), de manera que s’ha atribuit la capacitat metabolica als propis embrions. Des de
I'inici del desenvolupament embrionari dels ZF, els embrions presenten els enzims que poden facilitar la
biotransformacid i I'eliminacié de compostos quimics (Otte et al., 2010; Tseng et al., 2005).
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El metabolisme de la quercetina ha estat avaluat en rates i en humans ja que s’ha vist que és un
compost que pot tenir capacitat de prevencié del cancer i de malalties cardiovasculars, entre altres
(Boots et al., 2008). La quercetina es troba generalment en forma de O-glucosids en aliments com les
verdures i les fruites. En humans, després de la seva ingesta, les formes de quercetina O-glucosids
s’hidrolitzen i a nivell dels enterocits es converteixen principalment en quercetina 3’-O-sulfat i en
quercetina-3-glucuronid (Yokoyama et al., 2009). La quercetina-O-glucuronid, juntament amb altres
metabolits de la quercetina, s’han identificat en el plasma huma, després de la ingesta de ceba, una de
les majors fonts alimentaries de quercetina (Day et al., 2001). Aquesta forma de la quercetina també ha
estat identificada en rates després de I'administracié de quercetina via intragastrica (Moon et al., 2001).

L’assaig amb embrions de ZF havia estat utilitzat per a I'estudi dels efectes dels polifenols (Elkon et al.,
2004; Pardal et al., 2014; Richetti et al., 2011), pero no s’havien identificat els compostos que havien
penetrat al seu interior i que, en conseqliéncia, podien produir un efecte. Els indexs d’absorcid,
metabolisme i excrecid sén parametres que determinen la biodisponibilitat i les concentracions
efectives del compost en qualsevol organisme, en aquest cas, en els embrions de ZF (Scholz et al., 2008).
Durant |'etapa embrionaria, els ZF estan envoltats d’'una membrana corionica i de |'espai perivitel-li, de
manera que només es podran absorbir els compostos que puguin travessar-los (Wiegand et al., 2000).
La membrana corionica dels embrions conté porus que poden representar una limitacié per a I'absorcid
de compostos de mida elevada, mentre que els compostos de mida petita poden ser facilment
absorbibles (Langheinrich, 2003). Generalment, els polifenols naturals tenen un pes molecular entre 500
i 3000 Da (Haslam 1996), i poden travessar facilment la membrana corionica, penetrar en els embrions
de ZF i produir efectes. En aquest sentit, diferents estudis han demostrat que les formes glicosilades dels
polifenols s’absorbeixen millor que les formes aglicones, de manera que la seva biodisponibilitat és
major (Cao et al., 2001; Manach et al., 2005). Aquest fet concorda amb els resultats de la identificacio
dels compostos en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF, en qué s’han detectat majoritariament
polifenols en la seva forma glicosilada.

Els resultats d’aquest estudi han permes identificar els polifenols que es detectaven amb més intensitat
en una mostra de vi negre: quercetina, quercetina 3-B-D-glucosid, kaempferol 3-glucosid, peonidina 3-
glucosid i malvidina 3-glucosid. També s’ha comprovat que alguns d’aquests polifenols eren detectats en
la mostra d’homogenat d’embrions de ZF que havien estat préeviament exposats a la mostra de vi negre,
de manera que s’ha formulat la hipotesi que alguns polifenols i algunes antocianines poden travessar la
membrana corionica dels embrions i ser absorbits, tenint la possibilitat de realitzar funcions
antioxidants.

La identificacid de polifenols en els embrions, aixi com la determinacié de la seva capacitat metabolica,
han posat de manifest noves avantatges del test amb embrions de ZF, en aquest cas per a 'estudi dels
efectes dels polifenols d’origen natural en un model in vivo.

Tots els resultats derivats de I'estudi d’identificacié dels polifenols en la mostra de vi negre i en la
mostra d’homogenat d’embrions de ZF han estat publicats en l'article (Vallverdu-Queralt et al., 2015),

(veure Annex).
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Compostos identificats en la mostra de vi negre.

Taula 20

Compostos identificats, temps de retencid, massa exacta, férmula molecular, error entre la massa obtinguda i la massa exacta i

els ions MS-MS utilitzats en la identificacié
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Un model d'estrés oxidatiu en embrié de peix zebra. Aplicacid per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

RESULTATS I DISCUSSIO

4.2.3. AVALUACIO DE L’EFECTE ANTIOXIDANT IN VIVO DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE

La segona part de I'estudi ha estat avaluar I'efecte antioxidant dels compostos polifenolics detectats
amb més intensitat en la mostra de vi negre i en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF.

Primerament, s’han exposat els embrions de ZF de les 2 a les 26 hpf, als estandards comercials dels
compostos polifenolics identificats amb més intensitat en la mostra de vi negre: quercetina, quercetina
3-B-D-glucosid, kaempferol 3-glucosid, peonidina 3-glucosid, malvidina 3-glucosid. L'exposicid s’ha
portat a terme de les 2 a les 26 hpf, s’han avaluat els efectes en el creixement i desenvolupament
embrionaris a les 50 hpfi s’ha calculat la CMT.

Els embrions s’han exposat a la quercetina 3-B-D-glucosid en un rang de concentracions de 5a 111,51
MM (Taula 22). S’han ajustat les corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats
morfologiques i s’"han obtingut uns valors de LCso de 73,3 uM i ECs per anormalitats morfologiques de
106,9 uM (Figura 43). S’ha establert la CMT de la quercetina 3-B-D-glucosid en 25 uM.

Taula 22: Resultats de I'exposicid dels embrions a la quercetina 3-B-D-glucosid.
Rang de concentracions estudiades, numero d’assaigs realitzats, freqliéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

.y L . Freqiieéncia d’anormalitats
‘s Freqiiéncia de letalitat ..
Concentracio .. morfologiques
Log concentracid N (%) o
(u) Mitjana + SD (%)
Mitjana £ SD
0 - 3 0,0+0,0 0,0+0,0
5 0,7 3 0,0+0,0 0,0+0,0
10 1,0 3 0,0+0,0 0,0+0,0
25 1,4 3 0,0£0,0 0,0£0,0
50 1,7 3 30,0 + 20,0** 85%7,5
111,51 2,1 3 73,3 £ 25,17*** 53,3+ 18,9**

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: ** p < 0,01; *** p < 0,001

100- _
%% - |etalitat

80- -@- Anormalitats morfologiques

60+

Freqiéncia de l'efecte (%)

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
Quercetina 3-f-D-glucosid log concentracié (uM)

Figura 43: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicié dels embrions de peix zebra a la quercetina 3-B-D-glucosid.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
**p<0,01; *** p<0,001
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Els embrions s’han exposat a la malvidina 3-glucosid i a la peonidina 3-glucosid en un rang de

concentracions de 1 a 20 uM. No s’han observat efectes ni en la letalitat, ni en la produccié
d’anormalitats morfologiques en els embrions de ZF, en cap dels grups de tractament de cap dels dos
compostos. S’ha establert la CMT de la malvidina 3-glucosid i de la peonidina 3-glucosid en 20 uM.

L'exposicié dels embrions al kaempferol 3-glucosid s’ha portat a terme en un rang de concentracions de

0,5 a 50 uM. No s’han observat efectes de mortalitat en els embrions exposats. S’"ha observat un
increment significatiu de les anormalitats morfologiques en els embrions a la concentracié més alta de
kaempferol 3-glucosid, 50 uM (Taula 23). S’han ajustat les corbes concentracio-resposta per a letalitat i
per a anormalitats morfologiques i s’ha obtingut un valor d’ECso per anormalitats morfologiques de 50
UM (Figura 44). La CMT per al kaempferol 3- glucosid s’ha establert a 5 uM.

Taula 23: Resultats de I'exposicié dels embrions al kaempferol 3-glucosid.
Rang de concentracions estudiades, numero d’assaigs realitzats, freqiiéncia de letalitat i freqiiencia d’anormalitats

morfologiques.

Concentracio

Freqiiéncia de letalitat

Freqgliéncia d’anormalitats
morfologiques

(M) Log concentracié N Mitja(:f,a) ‘en (%)
- Mitjana £ SD

0 3 0,0£0,0 0,0+0,0
0,5 -0,3 3 0,0£0,0 0,0+0,0

1 0,0 3 0,0£0,0 0,0+0,0

5 0,7 3 0,0£0,0 0,0+0,0
10 1,0 3 0,0+0,0 3,3+5,8
25 1,4 3 0,0£0,0 6,7%5,8
50 1,7 3 0,0£0,0 50,0 £ 10,0***

Diferéncies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control: *** p < 0,001

—_—
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Figura 44: Corba concentracio-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicid dels embrions de peix zebra al kaempferol 3-glucosid.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*** p<0,001
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Els resultats de I'exposicid dels embrions de ZF a quercetina han estat descrits préviament en el punt
4.1.1.3.

Un cop establerta la CMT de cadascun dels compostos polifenolics, s’ha aplicat el model d’'EO a
cadascun d’ells per a avaluar-ne els seus efectes antioxidants in vivo. S’"han exposat els embrions de ZF a
aquests de les 2 a les 26 hpf, a continuacidé s’han exposat a les concentracions de treball de tBOOH de
les 26 a les 50 hpf i s’han avaluat els efectes letals i en el desenvolupament embrionari. La pre-exposicié
dels embrions a la CMT de quercetina 3-B-D-glucosid, malvidina 3-glucosid, peonidina 3-glucosid i
kaempferol 3-glucosid ha produit, en tots els casos, una disminucié significativa de la letalitat i de les
anormalitats morfologiques, aixi com un desplacament significatiu de les corresponents corbes
concentracié-resposta cap a concentracions superiors de tBOOH (Figura 45). Els resultats dels assaigs de
pre-exposicid als compostos polifenolics han demostrat un efecte protector enfront a la letalitat i a les
anormalitats morfologiques produides pel tBOOH (Taula 24), ja que en la pre-exposicié dels embrions a
aquests compostos sén necessaries concentracions majors de tBOOH per tal d’obtenir els mateixos
efectes que en I'exposicié Unica a tBOOH. S’ha pogut estudiar |'efecte protector antioxidant de la
qguercetina 3-B-D-glucosid, la malvidina 3-glucosid, la peonidina 3-glucosid i el kaempferol 3-glucosid,
mitjancant el model d’EO amb tBOOH. Els resultats de I'aplicacié del model d’EO a I'avaluacié dels
efectes antioxidants in vivo de la quercetina, han estat descrits previament en el punt 4.1.3.

Taula 24: Efectes dels polifenols en la letalitat i les anormalitats morfologiques en embrions de peix zebra exposats al
tBOOH.
Antioxidants estudiats, concentracio letal 50 (LCs) i concentracio efectiva 50 per a anormalitats morfologiques (ECsg).

Polifenols Inductor d’estres LCso ECso
oxidatiu (IC95%) (IC95%)
Sense Polifenols 2,38 mM 1,64 mM
(2,28-2,49) (1,44-1,87)
Quercetina 3-B-D-glucosid 2,90 mM*** 2,75 mM ***
(2,77-3,04) (2,58-2,94)
Malvidina 3-glucosid tBOOH 2,72 mM *** 2,79 mM ***
(2,41-3,05) (2,47-3,15)
Peonidina 3-glucosid 3,05 mM*** 3,63 mM***
(2,68-3,47) (2,52-4,50)
Kaempferol 3-glucosid 3,05 mM*** 2,89 mM***
(2,95-3,15) (2,74-3,05)

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors: *** p < 0,001

102




Un model d'estrés oxidatiu en embrié de peix zebra. Aplicacid per a I'avaluacio de |'activitat protectora de substancies antioxidants.

RESULTATS I DISCUSSIO

§ 1004 iﬂg 1004 ° .
S 80 E < 801
E 5 ¢
2 604 € 3 604
3 £
3 a0
8 404 _g 2 404 L
: 5% 3
= 204 5 g 203 ’-,.-ﬂ.,___.'
=2 o P pr 4
e o ---T %,.--: i ’
w0 e r . L 0 $mamicuilyy- e T .
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.2 0.4 0.6
tBOOH log concentracio (mM) tBOOH log concentracié (mM)

-o- tBOOH -B- Peonidina 3-glucosid 20uM + tBOOH -0+ Malvidina 3-glucosid 20uM + tBOOH
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Figura 45: Corbes concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques en I'avaluacioé de I'efecte
antioxidant in vivo dels polifenols identificats amb més intensitat en la mostra de vi negre: quercetina 3-B-d-
glucosid, malvidina 3-glucosid, peonidina 3-glucosid i kaempferol 3-glucosid.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,001, en la comparacié de les corbes dels polifenols amb les corbes
de letalitat i d’anormalitats morfologiques de tBOOH.

Els compostos polifenolics sdn productes del metabolisme secundari de les plantes i estan presents de
forma natural en la majoria de productes alimentaris d’origen vegetal. Aquests compostos sén part
habitual de la dieta dels animals i dels humans, ja que es troben en la majoria dels teixits vegetals
(Gulgin, 2012). La major part dels polifenols presenten una activitat segrestadora de radicals lliures, aixi
com una activitat moduladora de diferents enzims i d’interaccié amb receptors especifics en la regulacié
redox (Williams et al., 2004). Els compostos fenolics quercetina 3-B-D-glucosid, malvidina 3-glucosid,
peonidina 3-0-glucosid, kaempferol i quercetina han estat identificats en altres mostres d’extractes
d’aliments com el raim, la poma, les maduixes, la soja, etc. i se n’ha avaluat la seva activitat antioxidant
mitjancant metodes quimics, confirmant un efecte antioxidant en tots ells (Melo et al., 2015; Zhang et
al., 2011; Zhang et al., 2008).

Existeixen una gran quantitat de factors que poden influir en I'activitat antioxidant dels compostos, com
son la reactivitat enfront als radicals lliures, la concentracié de compost utilitzada, la temperatura, la
llum, el tipus de substrat, etc. Per aquest motiu, s’ha considerat que el métode ideal per a la
determinacid de les propietats antioxidants d’'un compost hauria de ser aquell que permeti avaluar
I’efecte en les condicions que mimetitzen |'estatus oxidant in vivo (Prior et al., 2005). El model d’EO
establert en aquesta tesi doctoral compleix aquests requisits, ja que és un metode in vivo, en el que
s’han comprovat els efectes en el creixement i desenvolupament dels embrions de ZF, deguts a la
produccié d’EO. Mitjancant el model d’EO amb embrions de ZF, s’ha avaluat per primera vegada
I'activitat antioxidant dels estandards comercials de la quercetina 3-B-D-glucosid, la malvidina 3-
glucosid, la peonidina 3-glucosid i el kaempferol 3-glucosid, de forma aillada i s’ha corroborat I'efecte
antioxidant que s’havia observat en el conjunt de la mostra de vi negre, mitjancant les tecniques
d’avaluacié de la capacitat antioxidant de tipus quimic. Aixi mateix, s’"ha tornat a posar de manifest la
capacitat del model d’EO amb embrions de ZF per a I'estudi dels efectes antioxidants de diferents
compostos, entre els que es troben els polifenols d’origen natural.
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4.3. EFECTE NEUROPROTECTOR DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE

El cervell és un organ especialment vulnerable al dany oxidatiu degut al seu elevat consum d’oxigen, Ialt
contingut d’acids grassos poliinsaturats i la preséncia de coure i ferro, que son metalls actius en
reaccions redox. Degut a aquestes caracteristiques, I'EO es considera una causa important de malalties
neurodegeneratives relacionades amb I’edat com sén el Parkinson i I’Alzheimer (Valko et al., 2007).

En la malaltia de Parkinson es produeix una péerdua selectiva de neurones de I'area cerebral denominada
substantia nigra. Com a conseqliéncia, disminueixen els nivells de dopamina en el nucli estriat. Aquesta
és una de les causes de la simptomatologia tipica en el moviment de les persones afectades per la
malaltia de Parkinson (Jenner, 2003). Diversos estudis han relacionat 'EO amb la cascada
d’esdeveniments que porten com a conseqiiéncia la degeneracié de les neurones dopaminérgiques
(Abdullah et al., 2014; Garcia-Garcia et al., 2012; Tretter et al., 2004; Jenner, 2003; Reeve et al., 2014).

Els antioxidants naturals, s’han proposat com a possibles molécules per al tractament preventiu de
malalties neurodegeneratives relacionades amb I'edat (Albarracin et al., 2012). Els compostos
identificats amb més intensitat en la mostra de vi negre i en la mostra d’homogenat d’embrions de ZF
préviament exposats a la mostra de vi negre, han estat majoritariament flavonoides: quercetina,
quercetina 3-B-D-glucosid, kaempferol 3-glucosid; i antocianines: malvidina 3-glucosid i peonidina 3-
glucosid. Les antocianines sén un grup de compostos polifenolics presents en el raim negre, que tenen
activitat antioxidant i neuroprotectora, entre altres (Badshah et al.,, 2015; Kelsey et al., 2011). Els
flavonoides han estat estudiats i s’ha vist que degut a la seva activitat com a quelants del ferro, poden
presentar un efecte neuroprotector en malalties neurodegeneratives com I’Alzheimer i el Parkinson
(Obrenovich et al., 2010; Scapagnini et al., 2011).

Per aquests motius, el tercer objectiu d’aquesta tesi doctoral ha estat estudiar els efectes
neuroprotectors dels polifenols del vi negre en els embrions de ZF.

4.3.1. EFECTES DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE EN EL MOVIMENT

Primerament s’ha aplicat el model d’EQO amb la 6-OHDA, a I’avaluacié dels efectes de la quercetina, la
qguercetina 3-B-D-glucosid, el kaempferol 3-glucosid, la malvidina 3-glucosid i la peonidina 3-glucosid,
sobre el moviment en els embrions de ZF. En la primera part d’aquesta tesi doctoral, s’"han caracteritzat
els efectes de la 6-OHDA en el moviment dels embrions de ZF i s’ha seleccionat aquest compost com
I'inductor d’EO a utilitzar per a l'avaluacié dels efectes neuroprotectors d’antioxidants naturals.
L’exposicié a 6-OHDA és un model de malaltia de Parkinson en els embrions de ZF (Anichtchik et al.,
2004). Per aquest motiu, s’han exposat els embrions de ZF a la CMT dels compostos polifenolics de les 2
a les 26 hpf. A continuacid, s’ha portat a terme |'exposicié dels embrions a les concentracions de treball
de la 6-OHDA de les 50 a les 74 hpf i passat el periode d’exposicid, s’ha avaluat la distancia total
recorreguda pels embrions.

La pre-exposicié dels embrions de ZF als compostos polifenolics del vi negre, seguida de I'exposicié a 6-
OHDA, ha produit un augment significatiu de la distancia total recorreguda pels embrions, aixi com un
desplagcament significatiu de les corbes concentracio-resposta per a la distancia total recorreguda cap a
concentracions superiors de 6-OHDA, en tots els casos estudiats (Taula 25 i Figura 46). Després de la
pre-exposicié dels embrions als polifenols, serien necessaries concentracions més elevades de 6-OHDA
per a produir el mateix efecte en el moviment que en I'exposicié Unica a 6-OHDA.
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Taula 25: Avaluacié de la distancia total recorreguda pels embrions en la pre-exposicid a

polifenols i la posterior exposicio a la 6-OHDA.
Polifenols estudiats i concentracio efectiva 50 per a la distancia total recorreguda (ECs).

Polifenols Inductor d’estres ECso
oxidatiu (IC 95%)

Sense Polifenols 386,9 uM
(329,6-454,3)

Quercetina 3-B-D-glucosid 597,5 uM *
(502,5-710,4)
Malvidina 3-glucosid 800,8 uM ***
(708,6-905,1)
Peonidina 3-glucosid 6-OHDA 1110 pM ***
(926,9-1329)
Kaempferol 3-glucosid 1234 pM ***
(947,2-1608)
Quercetina 819,9 uM ***
(703,7-955,3)

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup no tractat amb moduladors:
* p < 0,05; ¥** p < 0,001.
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Figura 46: Corbes concentracio-resposta per a la distancia total recorreguda pels embrions en els assaigs de pre-
exposicio als polifenols i a la 6-OHDA.

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,05 en la comparacié de la corba de la quercetina 3-B-D-glucosid
amb la corba de la distancia total recorreguda de la 6-OHDA i p < 0,001, en la comparacié de les corbes de la
resta de compostos amb la corba de la distancia total recorreguda de la 6-OHDA.

Els resultats de I'estudi indiquen un efecte protector de la quercetina, la quercetina 3-B-D-glucosid, el
kaempferol 3-glucosid, la malvidina 3-glucosid i la peonidina 3-glucosid, enfront dels efectes neurotoxics
de la 6-OHDA en el moviment dels embrions. Aquests resultats concorden amb I’estudi de Zhang et al.,
(2012), en que han observat un efecte protector de I'extracte de Fructus (Alpinia oxyphylla) enfront els
efectes de la 6-OHDA, en embrions de ZF.
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4.3.2. EFECTES DELS POLIFENOLS DEL VI NEGRE EN LES NEURONES DOPAMINERGIQUES

Per tal d’aprofundir en I’estudi de I'efecte neuroprotector dels polifenols del vi negre, s’han analitzat les
neurones dopaminergiques en els embrions de ZF exposats als compostos polifenolics i a la 6-OHDA.

La tirosina hidroxilasa (TH) és I'’enzim limitant en la sintesi de catecolamines, especialment de dopamina.
Catalitza la conversido de I'aminoacid tirosina a dopamina (Feng et al., 2014). La detecci6é de la TH
mitjancant una immunotincié amb un anticos anti-TH ha estat utilitzada per a la caracteritzacié del
sistema catecolaminérgic en larves de ZF i s’ha establert que les neurones TH positives, corresponen a
neurones dopaminergiques (Rink i Wullimann, 2001).

La immunotincid anti-TH s’ha realitzat en embrions de ZF de 74 hpf i s’han detectat les neurones
dopaminergiques mitjancant |'observacié en el microscopi confocal. Primerament s’ha realitzat la
immunotincido en embrions exposats a la ECsy per a la 6-OHDA (386,9 uM) de les 50 a les 74 hpf. S’ha
observat una disminucié significativa del nombre de neurones dopaminérgiques, respecte del grup
control, només incubat amb solucié de Danieau (Figura 47 i 48). Amb aquest resultat, s’"ha comprovat
I’efecte neurotoxic de la 6-OHDA, que s’acumula en l'interior dels terminals dopaminérgics, on produeix
ROS que causen mort cel-lular (Rodriguez-Pallares et al., 2007). La pérdua de neurones dopamineérgiques
esta directament relacionada amb I'aparicié d’alteracions en el moviment (Kulisevsky et al., 2013).
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Figura 47: Representacid grafica del nombre de neurones dopaminérgiques quantificades a
partir de la immunotincid anti-tirosina hidroxilasa en I'assaig d’exposicio dels embrions de peix
zebra a la 6-OHDA.

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup control: *** p<0,001
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Figura 48: Immunotincid anti-tirosina hidroxilasa en embrions de peix zebra. A I'esquerra, imatge d’un embrié de peix zebra
obtinguda amb llum transmesa; al centre, immunotincié en un embrié control; a la dreta immunotincié en un embrid exposat a
6-OHDA. El cercle blanc indica I’area on es localitzen les neurones dopaminérgiques.

S’han exposat els embrions de ZF a la CMT dels polifenols de les 2 a les 26 hpf i s’han incubat en solucié
de Danieau fins a les 74 hpf, moment en el que s’ha realitzat la immunotincié TH (Figura 49). No s’han
observat diferéncies entre el nombre de neurones dopaminérgiques en el grup control (Figura 50A) i els
diferents compostos estudiats: malvidina 3-glucosid(Figura 50B), peonidina 3-glucosid (Figura 50C),
kaempferol 3-glucosid (Figura 50D) i quercetina (Figura 50E). L'exposicio dels embrions a quercetina 3-B-
D-glucosid ha produit una disminucié significativa del nombre de neurones dopaminérgiques en els
embrions exposats (Figura 50F).
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Figura 49: Representacié grafica del nombre de neurones dopaminérgiques, quantificades a
partir de la immunotincié anti-tirosina hidroxilasa en I’assaig d’exposicié dels embrions de peix
zebra als polifenols.

Diferéncies estadisticament significatives respecte del grup control: * p<0,05; *** p < 0,001
Diferéncies significatives respecte del grup 6-OHDA: + p < 0,05; +++ p < 0,001
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Figura 50: Immunotincid anti-tirosina hidroxilasa en embrions de peix zebra. Imatges representatives dels embrions
control (A) i dels embrions exposats als polifenols malvidina 3-glucosid (B), peonidina 3-glucosid (C), kaempferol 3-
glucosid (D), quercetina (E) i quercetina 3-B-d- glucosid (F). El cercle blanc indica I'area on es localitzen les neurones
dopaminérgiques.

Per comprovar si I'exposicio als compostos polifenolics del vi negre pot prevenir els efectes neurotoxics
de la 6-OHDA, s’han pre-exposat els embrions de ZF de les 2 a les 26 hpf a la CMT de la quercetina, la
quercetina 3-B-D-glucosid, el kaempferol 3-glucosid, la malvidina 3-glucosid i la peonidina 3-glucosid.
Seguidament s’han exposat a la ECso de 6-OHDA de les 50 a les 76 hpf i s’ha realitzat la immunotincié TH.
Els resultats de la pre-exposicid dels embrions als compostos polifendlics, seguida de I'exposicié a 6-
OHDA s’ha representat graficament en la Figura 51. S’ha observat una disminucid estadisticament
significativa del nombre de neurones dopaminérgiques respecte del grup control (Figura 52A) en tots els
grups de pre-exposicié als compostos polifenolics: quercetina 3-B-D-glucosid (Figura 52B); malvidina 3-
glucosid (Figura 52C); peonidina 3-glucosid (Figura 52D); quercetina (Figura 52E). Unicament en el grup
de pre-exposicio a kaempferol 3-glucosid (Figura 52F), no s’han observat diferéncies significatives
respecte el grup control. Aixi mateix, en la comparaciéo amb el grup d’exposicié Unica a 6-OHDA (Figura
52G), s’ha observat un augment significatiu del nombre de neurones dopaminérgiques en tots els casos.
Els resultats obtinguts en el grup de tractament amb el kaempferol 3-glucosid han estat especialment
rellevants, ja que els embrions pre-exposats a aquest compost i seguidament exposats a 6-OHDA,
presentaven practicament el mateix nombre de neurones dopaminérgiques que els embrions control.

Els resultats derivats d’aquest estudi indiquen que la pre-exposicié dels embrions de ZF als compostos
polifenolics del vi negre, té un efecte preventiu enfront de la pérdua de neurones dopamineérgiques
produida per I'exposicié 6-OHDA.

La neuroproteccié s’ha definit com el rescat, recuperacié o regeneracié del sistema nervids, les seves
cél-lules, estructura o funcid (Scapagnini et al., 2011). En I'estudi realitzat s’ha demostrat I'efecte
neuroprotector de la quercetina, la quercetina 3-B-D-glucosid, el kaempferol 3-glucosid, la malvidina 3-
glucosid i la peonidina 3-glucosid enfront de la pérdua de neurones dopaminérgiques en un model de
malaltia de Parkinson en ZF. La prevencié dels efectes neurotoxics de la 6-OHDA per part dels
compostos polifenolics s’ha pogut determinar mitjancant I'observacié d’'un major nombre de neurones
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dopaminergiques, aixi com un augment en la distancia total recorreguda en els embrions de ZF pre-
exposats als polifenols estudiats.
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Figura 51: Representacié grafica del nombre de neurones dopaminergiques, quantificades a partir de la
immunotincio anti-TH en I'assaig de pre-exposicid dels embrions de ZF als polifenols i la seglient exposicid a
6-OHDA.

Diferencies estadisticament significatives respecte del grup control:
* p<0,05; ** p< 0,01; *** p < 0,001
Diferéncies significatives respecte del grup 6-OHDA: ++ p < 0,01; +++ p < 0,001

Els resultats obtinguts concorden amb altres estudis d’avaluacié de I'efecte protector d’antioxidants
naturals sobre els efectes de la 6-OHDA en cultius cel-lulars (Han et al., 2014; Kwon et al., 2012), en
rates (Dolatshahi et al., 2015; Lv et al., 2014) i en embrions de ZF (Wang et al., 2011; Zhang et al., 2012).
S’ha confirmat la capacitat del model d’EO amb 6-OHDA en embrions de ZF, desenvolupat en aquesta
tesi doctoral, per a I'avaluacio dels efectes neuroprotectors de diferents compostos polifenolics. L'estudi
realitzat ha coincidit amb els resultats obtinguts per Parng et al., (2006), en que s’avaluava la capacitat
de l'assaig amb embrions de ZF per a identificar compostos neuroprotectors in vivo. Aixi mateix, el
model desenvolupat ha permes una avaluacié rapida dels efectes neurotoxics de la 6-OHDA, produits
per un mecanisme d’EO, aixi com I'estudi de la prevencié d’aquests efectes per part de compostos amb
activitat neuroprotectora.
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Figura 52: Immunotincié anti-tirosina hidroxilasa en embrions de peix zebra pre-exposats als polifenols i posteriorment
exposats a 6-OHDA. Imatges representatives dels embrions control (A) i dels embrions pre-exposats als polifenols quercetina 3-
B-d-glucosid (B), malvidina 3-glucosid (C), peonidina 3-glucosid (D), quercetina (E), kaempferol 3-glucosid (F) i d’embrions
exposats Unicament a 6-OHDA (G). el cercle blanc indica I’area on es localitzen les neurones dopamineérgiques.

La relacio entre I'EO i les causes dels processos d’envelliment (Finkel i Holbrook, 2000), aixi com per a
algunes malalties neurodegeneratives (Jenner 2003; Scapagnini et al., 2011), ha estat ampliament
estudiada. L'activacié de vies antioxidants és especialment important en teixits que presenten menys
defenses antioxidants, com és el cervell. Per aquest motiu, la utilitzacid d’antioxidants presents en la
dieta que tinguin la capacitat d’accedir al cervell, podria suposar una estrategia terapéeutica per retardar
I'inici de malalties neurodegeneratives, ja que aquests poden actuar com a neuroprotectors (Scapagnini
et al., 2011). El potencial neuroprotector d’alguns antioxidants naturals ha estat estudiat en models de
malaltia d’Alzheimer (Badshah et al., 2015; Santa-Maria et al., 2012) i de malaltia de Parkinson (Solanki
et al., 2015; Zhang et al., 2012). Els diferents estudis realitzats suporten la hipotesi que els compostos
antioxidants naturals podrien ser molecules diana farmacologica per a la prevencid d’efectes
neurotoxics. Tot i aixi, s’"han desenvolupat pocs compostos efectius per a la seva aplicacié clinica
(Albarracin et al., 2012).
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En la present tesi doctoral, s’"han estudiat els efectes neuroprotectors dels polifenols del vi negre en un
embrions de ZF exposats a 6-OHDA, de manera que presentaven una disminucié del nombre de
neurones dopaminérgiques i per tant, suposen un model animal de malaltia de Parkinson. La
suplementacié de la dieta amb polifenols del raim, ha produit una disminuciéd dels canvis
neurodegeneratius que es produeixen en el consum cronic d’alcohol, en rates Sprague-Dawley (Sun et
al., 1999). Aixi mateix, la capacitat neuroprotectora de les antocianines i dels flavonoides com a familia
de compostos ha estat estudiada (Badshah et al., 2015; Solanki et al., 2015). Tot i aixi, els efectes
biologics de la resta dels polifenols del vi negre analitzats en aquesta tesi no havien estat estudiats
préviament, a excepcido de la quercetina, que ha estat ampliament estudiada i els seus efectes
neuroprotectors han estat confirmats (Boots et al., 2008; Dajas et al., 2015; Zhang et al., 2011). Aquest
és el primer estudi en el que s’han avaluat i confirmat els efectes neuroprotectors de la pre-exposicid
dels embrions de ZF als compostos polifenodlics quercetina 3-B-D-glucosid, malvidina 3-glucosid,
peonidina 3-glucosid i kaempferol 3-glucosid, en un model animal de malaltia de Parkinson.
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4.4. ASSAIG AMB NEUROESFERES HUMANES

El model de neuroesferes humanes és un sistema in vitro en tres dimensions, en el que les cél-lules
progenitores neurals humanes que el formen creixen en forma d’esfera. Aquest model permet
mimetitzar els processos basics del desenvolupament cerebral: proliferacié de cel-lules progenitores
neurals, migracié, diferenciacié i apoptosi (Moors et al., 2009). Les neuroesferes poden exposar-se a
diferents compostos a través del medi de cultiu. Mitjangant I'avaluacié de diferents parametres en la
proliferacid, migracid i diferenciacid, pot determinar-se la capacitat neurotoxica del compost estudiat
(Fritsche et al., 2011). Amb el model de neuroesferes humanes s’han estudiat els efectes de
neurotoxines a nivell funcional i a nivell molecular (Gassmann et al., 2010). Aixi mateix, ha estat utilitzat
per a I'estudi dels efectes de I'EO sobre la neurogénesi (Gassmann et al., 2012).

El quart objectiu de la present tesi doctoral ha estat estudiar els efectes de I'estres oxidatiu i els
antioxidants en el model de neuroesferes humanes.

4.4.1. CARACTERITZACIO DELS EFECTES DE L’EXPOSICIO A COMPOSTOS INDUCTORS D’ESTRES OXIDATIU |
ANTIOXIDANTS EN NEUROESFERES HUMANES.

4.4.1.1.TCHQ

Primerament, s’han caracteritzat els efectes de I'exposicid de les neuroesferes a inductors d’EO i
antioxidants. L'inductor d’EO seleccionat per a I'exposicié de neuroesferes ha estat la TCHQ.

Per tal d’estudiar els efectes de la TCHQ en les neuroesferes s’han seleccionat diferents finestres
d’exposicid. Les neuroesferes s’han exposat a la TCHQ durant 8 hores, per tal de seleccionar les
concentracions de treball i durant 48 hores, per tal de seleccionar una concentracid baixa a la que no
s’observin canvis significatius en els parametres estudiats.

L'exposicié a TCHQ durant 8 hores s’ha realitzat en el dia 5 de cultiu, en neuroesferes de menys de 3
mesos d’edat (nsf < 3 mesos) i en un rang de concentracions de 1 a 50 uM. Aquesta exposicié ha produit
una disminucid significativa de la viabilitat de les neuroesferes en tots els grups de tractament, essent
maxima a la concentracié de 50 UM on no s’han observat neuroesferes viables (Figura 53A). En
I’avaluacid de la diferenciacié a neurones de les cél-lules progenitores neurals que formen les nsf < 3
mesos després de I'exposicié a TCHQ, s’ha observat una disminucié significativa del percentatge de
neurones en els grups de concentracio de 5 uM i de 10 uM de TCHQ (Figura 53C), indicant un efecte
neurotoxic significatiu.

A més a més, també s’ha analitzat I'efecte de I'exposicié curta a TCHQ en neuroesferes de més de tres
mesos d’edat (nsf > 3 mesos). Les nsf > 3 mesos son considerades cél-lules en procés d’envelliment i
durant aquesta etapa s’accentuen els processos relacionats amb I'EO, que poden afectar al
funcionament cel-lular (Simm i Klotz 2015). S’han exposat les nsf > 3 mesos a TCHQ durant 8 hores, per
tal d’estudiar els efectes d’un inductor d’EO en unes cel-lules que presenten caracteristiques oxidatives
augmentades. No s’han observat efectes significatius en la viabilitat i en la diferenciacié neuronal en els
nsf > 3 mesos exposades a les concentracions baixes de TCHQ. Per altra banda en I'exposicié d’aquestes
a les concentracions altes de TCHQ, no s’han observat cel-lules viables en cap dels casos, i no es va
poder avaluar la diferenciacié neuronal (Figura 53B i 53D). Els resultats observats indiquen un augment
dels efectes toxics en les neuroesferes, després de I'exposicié a TCHQ.

S’han avaluat els resultats obtinguts en la viabilitat i en el percentatge de neurones, de les nsf < 3 mesos
i nsf > 3 mesos exposades a TCHQ durant 8 hores. En les nsf < 3 mesos s’ha obtingut un valor d’ECs, per
a la viabilitat de 9,11 uM i un valor d’ECs, en el percentatge de neurones de 7,53 uM. Pel que fa a les nsf
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> 3 mesos, degut a la dispersié en els resultats, només s’ha pogut realitzar una aproximacié en el valor
d’ECso per a viabilitat i per al percentatge de neurones, que ha resultat de 5,30 uM en ambdds casos.
Donat que els valors d’ECsy en I'exposicid de les nsf > 3 mesos a TCHQ han estat menors que en el cas de
I’exposicié de les nsf < 3 mesos, aquests resultats indicarien que les nsf > 3 mesos han resultat més
sensibles a I'efecte de I’exposicié a TCHQ durant 8 hores.
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Figura 53: Representacié grafica de la viabilitat i del percentatge de neurones en les neuroesferes de menys de 3 mesos
d’edat (Ai C), i de les neuroesferes majors de 3 mesos d’edat (B i D), en I'exposicié a TCHQ durant 8 hores.

La viabilitat esta expressada en percentatge respecte el grup control.
Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: *** p < 0,001

L'exposicié de les neuroesferes a TCHQ durant 48 hores s’ha portat a terme en un rang de
concentracions inferior, de 0,05 a 0,5 uM. En aquest cas, s’ha observat una disminucié significativa de la
viabilitat i del percentatge de neurones en el grup de tractament de 0,5 uM, al comparar-lo amb el grup
control (Figures 54 i 55).
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Figura 54: Representacio grafica de la viabilitat i del percentatge de neurones en les
neuroesferes de menys de 3 mesos d’edat (A i C), i de les neuroesferes majors de 3 mesos
d’edat (B i D), en I'exposicié a TCHQ durant 8 hores.

La viabilitat esta expressada en percentatge respecte el grup control.
Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: * p < 0,05.
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Figura 55: Representacié grafica del percentatge de neurones respecte el grup control,
obtingut en les neuroesferes exposades a TCHQ durant 48 hores.

Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: * p < 0,05.

A partir dels resultats obtinguts en I'exposicid de les neuroesferes a la TCHQ en diferents finestres
d’exposicid, s’han seleccionat les concentracions de treball de TCHQ de 1, 5i 10 uM i la concentracié
baixa de 0,05 uM, per tal de ser utilitzades en posteriors assaigs.
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4.4.1.2. ANTIOXIDANTS

Les neuroesferes s’han exposat als antioxidants hesperetina i kaempferol. La hesperetina és la forma
aglicona de I’hesperidina, el principal flavonoide de les fruites citriques. Ambdds compostos presenten
una activitat segrestadora de radicals lliures (Hirata et al., 2005). El kaempferol és un flavonol natural
present en diferents tipus d’aliments, entre els que es troben el te, el brocoli, les tomates, les maduixes i
el raim. El seu mecanisme antioxidant es basa en la captacid de radicals lliures, aixi com en una activitat
inhibidora de I'enzim xantina oxidasa, que és |’enzim responsable de |'oxidacié de la xantina a acid uric.
La reaccid catalitzada per aquest enzim és coneguda com a font de radicals lliures (Calderéon-Montafio et
al., 2011).

Les neuroesferes s’han exposat als antioxidants hesperetina i kaempferol durant 5 dies en un rang de
concentracions de 0,1 a 5 uM i s’han avaluat els seus efectes en la migracid, viabilitat i diferenciacié a
neurones de les cél-lules progenitores neurals que formen la neuroesfera.

L’exposicié a hesperetina no ha produit canvis significatius en la migracié de les neuroesferes exposades
(Figura 56). S’ha observat una disminucié significativa de la viabilitat de les neuroesferes i de la
diferenciacié a neurones a la concentracié d’hesperetina de 5 uM (Figura 57 i 58).
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Figura 56: Representacié grafica de la migracié de les cél-lules progenitores neurals que
formen la neuroesfera en I'exposicié a hesperetina durant 5 dies.

La migracid esta expressada en percentatge respecte del grup control.
No s’han observat diferencies estadisticament significatives respecte el grup control.
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Figura 57: Representacio grafica de la viabilitat de les neuroesferes exposades a hesperetina
durant 5 dies.

La viabilitat esta expressada en percentatge respecte el grup control.

Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: *** p < 0,001.
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Figura 58: Representacid grafica del percentatge de neurones respecte el grup control,
obtingut en les neuroesferes exposades a hesperetina durant 5 dies.

Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: *** p < 0,001.

L'exposicié de les neuroesferes a kaempferol no ha produit canvis significatius en la migracié i en la
viabilitat de les neuroesferes exposades (Figura 59 i 60). S’"ha observat una disminucié significativa del
percentatge de neurones en els grups de tractament amb kaempferol de 1i 5 uM (Figura 61).
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Figura 59: Representacié grafica de la migracié de les cel-lules progenitores neurals que
formen la neuroesfera en I'exposicié a kaempferol durant 5 dies.

La migracio esta expressada en percentatge respecte del grup control.
No s’han observat diferencies estadisticament significatives respecte el grup control.
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Figura 60: Representacio grafica de la viabilitat de les neuroesferes exposades a kaempferol
durant 5 dies.

La viabilitat esta expressada en percentatge respecte el grup control.
No s’han observat diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control.
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Figura 61: Representacié grafica del percentatge de neurones respecte el grup control,
obtingut en les neuroesferes exposades a kaempferol durant 5 dies.

Diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control: ** p <0,01; *** p < 0,001

4.4.2. ESTUDIS D’EXPOSICIO COMBINADA DE COMPOSTOS INDUCTORS D’ESTRES OXIDATIU | ANTIOXIDANTS EN
NEUROESFERES HUMANES

En la segona part de I'estudi amb el model de neuroesferes humanes s’ha realitzat una primera
aproximacié a l'estudi de I'efecte protector dels antioxidants en neuroesferes humanes en una situacié
d’EO.

S’ha portat a terme un estudi preliminar en que les neuroesferes s’han exposat durant tot el cultiu a la
concentracié d’hesperetina de 1 uM, que no produia canvis significatius en els parametres de migracié
viabilitat i diferenciacio cel-lular. A continuacié, en el dia 5 de cultiu, s’"han exposat a les concentracions
de treball de TCHQ de 1, 5 i 10 uM durant 8 hores. S’han avaluat els efectes en la viabilitat de les
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neuroesferes i s’han comparat amb els efectes en la viabilitat de les neuroesferes exposades Unicament
a les concentracions de treball de TCHQ.

En les neuroesferes pre-exposades a hesperetina, s’ha produit un desplacament significatiu de la corba
concentracié-resposta de viabilitat cap a concentracions majors de TCHQ, al comparar-la amb la corba
de I'exposicié Unica a TCHQ (Figura 62). El valor d’ECsy per a la viabilitat en I'exposicié Unica a TCHQ ha
estat de 3,48 uM, mentre que el valor d’ECs, per a la viabilitat en la pre-exposicid a hesperetina, seguida
de I'exposicié a TCHQ ha estat de 6,15 uM.

100
-~ TCHQ

~.s -8- Hesperetina 1 uM + TCHQ

Viabhilitat Neuroesferes (%)

0.0 0.5 1.0 1.5
TCHQ log concentracié (pM)

Figura 62: Corbes concentracié-resposta per a la viabilitat de les neuroesferes en I'assaig de pre-exposicid
a hesperetina, seguida de I'exposicio a les concentracions de treball de TCHQ i de I'exposicié Unica a
TCHQ.

Aquests resultats preliminars semblen indicar un possible efecte protector antioxidant de I'hesperetina
sobre els efectes en la viabilitat de la TCHQ, ja que després de la pre-exposicio de les neuroesferes a la
hesperetina serien necessaries concentracions majors de TCHQ per a produir els mateixos efectes que
en I'exposicié Unica. Aquests resultats concorden amb I'estudi realitzat per Hwang i Yen (2009), en que
es va comprovar els efectes protectors antioxidants de I'hesperetina en cél-lules PC12 a les que s’induia
EO amb peroxid d’hidrogen.

La teoria de la hormesi es refereix al fet que una dosi baixa d’un compost potencialment toxic pot
produir efectes beneficiosos. Aquesta teoria ha estat aplicada a I'EO i s’ha vist que una dosi baixa d’un
inductor d’EO, pot produir efectes antioxidants, ja que pot activar mecanismes de defensa antioxidants i
de reparacié cel-lular (Radak et al., 2005). En la present tesi doctoral s’ha aplicat aquesta teoria al model
de neuroesferes humanes per a I'estudi del possible efecte hormeétic d’'una concentracié baixa de TCHQ,
enfront de I'EO produit per les concentracions de treball de TCHQ.

S’han pre-exposat les nsf < 3 mesos a una concentracié baixa de TCHQ (0,05 uM) durant 48 hores, a
continuacié, en el dia 5 de cultiu, s’han exposat a les concentracions de treball de TCHQ (1, 5i 10 uM)
durant 8 hores. Finalment, s’han avaluat els efectes en la viabilitat i en el percentatge de neurones i
aquests s’"han comparat amb els efectes obtinguts en I'exposicid Unica a les concentracions de treball de
TCHQ. Aquest assaig també s’ha realitzat amb nsf > 3 mesos, per tal d’estudiar I'efecte hormetic en una
situacié d’envelliment.

La pre-exposicié de les nsf < 3 mesos a la concentracié de TCHQ de 0,05 uM, seguida de I'exposicio a les
concentracions de treball de TCHQ ha produit un desplagament significatiu de la corba de viabilitat cap a
concentracions superiors de TCHQ, al comparar-la amb la corba de viabilitat de I'exposicié Unica a TCHQ
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(Figura 63A). En I'exposicié Unica a TCHQ s’ha obtingut un valor d’ECsy per a la viabilitat de les
neuroesferes de 11,22 uM, mentre que en la pre-exposicié a la concentracié baixa de TCHQ, la ECso ha
estat de 14,04 uM. Aquest resultat indica un efecte protector hormetic de la concentracié de 0,05 uM
de TCHQ en la viabilitat de les neuroesferes, ja que serien necessaries concentracions de treball de
TCHQ majors per tal d’obtenir els mateixos efectes que en I'exposicid Unica.

En el cas de les nsf > 3 mesos, la pre-exposicid a la concentraci6 de TCHQ de 0,05 uM, seguida de
I’exposicié a les concentracions de treball de TCHQ, ha produit un desplagcament significatiu de la corba
de viabilitat, pero cap a concentracions inferiors de TCHQ (Figura 63B). El valor d’'ECsy en el cas de
I’exposicié Unica a TCHQ ha estat de 4,38 uM, mentre que el valor d’ECsy en I'assaig de pre-exposicio a la
concentracié baixa de TCHQ ha estat de 2,36 uM. De manera que, la pre-exposicié de les nsf > 3 mesos a
la concentracio baixa de TCHQ exacerba I'efecte de la TCHQ, i sén necessaries concentracions de treball
de TCHQ menors per a produir els mateixos efectes en la viabilitat de les neuroesferes que en I'exposicid
Unica a TCHQ.
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Figura 63: Corbes concentracio-resposta per a la viabilitat de les neuroesferes de menys de tres mesos d’edat (A) i de
les neuroesferes de més de 3 mesos d’edat (B), en |'assaig de pre-exposicié a una concentracié baixa de TCHQ, seguida
de I'exposicio a les concentracions de treball de TCHQ i de I'exposicié Unica a TCHQ.

Diferencies estadisticament significatives: p < 0,05, en la comparacié de les corbes de viabilitat de I'assaig de pre-
exposicid a la concentracié baixa de TCHQ amb les corbes de viabilitat de I'exposicié Unica a les concentracions de
treball de TCHQ.

Pel que fa a l'avaluacié de la diferenciacio cel-lular en les nsf < 3 mesos, no s’han observat diferencies
significatives en el percentatge de neurones entre el grup d’exposicié Unica a TCHQ i el grup de pre-
exposicid a la concentracid baixa de TCHQ, seguida de I'exposicid a les concentracions de treball de
TCHQ. Tot i aixi, la corba concentracid-resposta per al percentatge de neurones en la pre-exposicié a la
concentracié baixa de TCHQ presenta una tendéncia cap a concentracions de TCHQ majors que la corba
concentracié-resposta per al percentatge de neurones en I'exposicid Unica (Figura 64A). . El valor d’ECs
per al percentatge de neurones en I'exposicié Unica ha estat de 7,53 uM i el valor d’EC5; en el cas de la
pre-exposicié a la concentracié baixa de TCHQ ha estat de 9,2 uM. Aquests resultats indiquen que la
pre-exposicié a la concentracio baixa de TCHQ no influeix significativament en els efectes de la TCHQ en
la diferenciacio a neurones

En el cas de les nsf > 3 mesos, la pre-exposicid a una concentracié baixa de TCHQ, seguida de I'exposicio
a les concentracions de treball de TCHQ, ha produit un desplacament significatiu de la corba del
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percentatge de neurones cap a concentracions inferiors de TCHQ, en comparacié amb la corba de
percentatge de neurones de I'exposicié Unica a TCHQ (Figura 64B). Els resultats obtinguts en aquest
assaig indiquen que la pre-exposicié a una concentracid baixa de TCHQ en nsf > 3 mesos produeix una
disminucié en el percentatge de neurones a concentracions inferiors que en I'assaig d’exposicid Unica,
de manera que s’intensifica I'efecte en la diferenciacié cel-lular de la TCHQ.
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Figura 64: Corbes concentracié-resposta per al percentatge de neurones de les neuroesferes de menys de tres mesos
d’edat (A) i de les neuroesferes de més de 3 mesos d’edat (B), en I'assaig de pre-exposicié a una concentracio baixa de
TCHQ, seguida de I'exposicid a les concentracions de treball de TCHQ i de I'exposicié Unica a TCHQ.

No s’han observat diferéncies estadisticament significatives respecte el grup control en la comparacié de la corba de
percentatge de neurones de la pre-exposicid de les neuroesferes de menys de tres mesos a la concentracié baixa de
TCHQ i la corba de I’'exposicié Unica a les concentracions de treball de TCHQ..

Diferéncies estadisticament significatives: p < 0,001, en la comparacié de la corba de percentatge de neurones de
I’assaig de pre-exposicié de les neuroesferes de més de tres mesos a la concentracié baixa de TCHQ amb la corba de
percentatge de neurones de I'exposicid Unica a les concentracions de treball de TCHQ.

La pre-exposicié de les neuroesferes menors de 3 mesos d’edat (nsf < 3 mesos) a la concentracié baixa
de TCHQ ha produit efectes significatius en la viabilitat, indicant un efecte protector hormeétic de
I’exposicié a una concentracié baixa de TCHQ enfront als seus efectes oxidants en el model de
neuroesferes humanes. La situacié és totalment a l'inrevés en la pre-exposicié de les nsf > 3 mesos a la
concentracié baixa de TCHQ. En aquest cas, s’ha produit un increment dels efectes neurotoxics de la
TCHQ. Aquests resultats permeten confirmar la hipotesi que les nsf > 3 mesos presenten un increment
fisiologic de I'EO, degut a la seva condicié d’envelliment (Finkel i Holbrook, 2000), que impossibilita
I'increment en la capacitat de la proteccié antioxidant produida per la concentracio baixa d’un inductor
d’EO.

El paradigma de la hormesi es basa en una estimulacié de I'efecte protector a dosis baixes i una inhibicié
d’aquest a dosis altes. Els efectes hormeétics han estat estudiats en neurociéncies i s’han observat
efectes en la supervivencia de les neurones, I'aparicié de neurites, en la memoria i en el dany relacionat
amb malalties neurodegeneratives (Calabrese, 2008; Calabrese et al., 2010). La teoria de la hormesi en
situacions d’EO ha estat estudiada en models d’exercici fisic, ja que en la practica regular d’exercici fisic
es produeixen petites quantitats de ROS, que podrien tenir un paper important en la induccié
d’antioxidants, reparacié de 'ADN i de proteines, etc., resultant en una disminucié en la incidéncia de
malalties relacionades amb I'EO i retard en el procés d’envelliment (Pingitore et al., 2015; Radak et al.,
2005).
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Mitjancant el model de neuroesferes humanes amb nsf < 3 mesos, s’ha pogut comprovar la teoria de la
hormesi en I'efecte protector antioxidant d’una concentracié baixa de TCHQ, enfront dels efectes en la
viabilitat i en la diferenciacié a neurones produits per les concentracions de treball de la TCHQ.

4.4.3. REPRODUCCIO DELS ESTUDIS DE DOBLE EXPOSICIO A TCHQ EN NEUROESFERES AL MODEL D’EMBRIO DE
PEIX ZEBRA

Per tal de comprovar si també es complia la teoria de ’hormesi en I'efecte protector antioxidant d’'una
concentracid baixa de TCHQ en el model d’embrid de peix zebra, s’han reproduit els estudis de doble
exposicié a inductors d’EO que s’havien portat a terme amb el model de neuroesferes humanes.

Primerament, s’han realitzat assaigs per tal de seleccionar la concentracié baixa de TCHQ a la qual
s’havia de portar a terme la pre-exposicid. S’han exposat els embrions de les 2 a les 26 hpf a un rang de
concentracions de TCHQ de 0,025 uM a 10 uM, s’han avaluat els embrions a les 50 hpf i s’han obtingut
les corbes concentracid-resposta de letalitat i d’anormalitats morfologiques (Figura 65). Els resultats
d’aquest assaig s’han representat a la Taula 26. S’ha establert la concentracié de TCHQ de 0,025 uM,
com la concentracio baixa a testar en la doble exposicié dels embrions a TCHQ.

Taula 26: Resultats de I'exposicié dels embrions a TCHQ de les 2 a les 26 hpf.
Rang de concentracions estudiades, numero d’assaigs realitzats, freqliéncia de letalitat i freqliéncia d’anormalitats
morfologiques.

.y L . Freqiieéncia d’anormalitats
<2 Freqiiencia de letalitat L.
Concentracio ., N morfologiques
(M) Log concentracid N (%) (%)
o
Mitjana £ SD Mitjana £ SD
0 - 7 0,0+0,0 0,0+0,0
0,025 -1,6 3 0,0+0,0 0,0+0,0
0,5 -0,3 3 0,0+0,0 5+5,5*%
1 0,0 7 0,0£0,0 12,9 + 25,6**
2,5 0,4 4 5+55 19,4 +£20,7***
5 0,7 7 11,4 £ 13,5** 50,1 + 37,4%**
10 1,0 7 28,6 + 35,6%** 73 £36,5%**

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Figura 65: Corba concentracié-resposta per a letalitat i per a anormalitats morfologiques, resultant de
I’exposicio dels embrions de peix zebra a TCHQ de les 2 a les 26 hpf.

Diferencies estadisticament significatives de cada grup de tractament respecte el grup control:
* p<0,05; ** p<0,01; *** p < 0,001

Els embrions s’han pre-exposat a la concentracié de TCHQ de 0,025 uM de les 2 a les 26 hpf i,
seguidament s’han exposat a les concentracions de treball de TCHQ (0,025 a 10 uM) de les 26 a les 50
hpf. Al final de I'exposicié s’han avaluat els efectes en la letalitat i en la produccié d’anormalitats
morfologiques.

La pre-exposicid a la concentracié de 0,025 uM de TCHQ en els embrions de peix zebra, seguida de
I’exposicié a les concentracions de treball de TCHQ ha produit un desplacament significatiu de la corba
de letalitat cap a concentracions superiors de TCHQ, en comparacid amb la corba de letalitat de
I’exposicié Unica a TCHQ (Figura 66). El maxim percentatge de letalitat obtingut en els embrions pre-
exposats a la concentracid baixa de TCHQ i seguidament exposats a les concentracions de treball de
TCHQ ha estat del 13,3 %, mentre que el percentatge maxim de letalitat en I'exposicié Gnica a TCHQ ha
estat significativament superior, 35 %. Aquests resultats indiquen un efecte protector en la letalitat de la
pre-exposicié dels embrions a la concentracidé baixa de TCHQ, ja que serien necessaries concentracions
de TCHQ superiors per tal d’obtenir els mateixos efectes letals que en I'exposicid Unica a les
concentracions de treball de TCHQ.

Pel que fa a la produccié d’anormalitats morfologiques, en comparaciéo amb I'exposicid Unica a TCHQ, la
pre-exposicié a la concentracidé baixa de TCHQ i la posterior exposicié a les concentracions de treball de
TCHQ ha produit un desplagament significatiu de la corba concentracié-resposta d’anormalitats
morfologiques cap a concentracions superiors de TCHQ (Figura 67). La pre-exposicié a 0,025 uM de
TCHQ seguida de I'exposicid a les concentracions de treball ha aportat un valor d’ECs, per anormalitats
morfologiques de 4,4 uM, mentre que en |'exposicié Unica a TCHQ s’ha obtingut un valor d’ECso per
anormalitats morfologiques de 1,03 uM. La pre-exposicio dels embrions de ZF a una concentracié baixa
de TCHQ, protegeix enfront als efectes de la TCHQ en la produccié d’anormalitats morfologiques, ja que,
en aquest cas, serien necessaries concentracions majors de TCHQ per tal d’obtenir els mateixos efectes
que en l'exposicié Unica a TCHQ.
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Figura 66: Corbes concentracié-resposta per a letalitat en la pre-exposicié dels embrions de peix zebra a
una concentracié baixa de TCHQ, seguida de I'exposicié a les concentracions de treball de TCHQ i en
I’exposicid Unica a TCHQ.

Diferencies estadisticament significatives: p < 0,001, en la comparacié de la corba de I'exposicié a una
concentracié baixa de TCHQ amb la corba de letalitat de les concentracions de treball de TCHQ.
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Figura 67: Corbes concentracié-resposta per a anormalitats morfologiques en la pre-exposicié dels
embrions de peix zebra a una concentracié baixa de TCHQ, seguida de I'exposicio a les concentracions de
treball de TCHQ i en I'exposicid Unica a TCHQ.

Diferencies estadisticament significatives: p < 0,001, en la comparacié de la corba de I'exposicié a una
concentracié baixa de TCHQ amb la corba d’anormalitats morfologiques de les concentracions de treball
de TCHQ.

Aquests resultats concorden amb els obtinguts en el model de neuroesferes humanes. Donat que en la
primera part d’aquesta tesi doctoral s’Tha comprovat que els efectes de la TCHQ en la letalitat i en la
produccié d’anormalitats morfologiques en els embrions de ZF eren deguts a un mecanisme d’EO, els
resultats de la doble exposicié dels embrions a la TCHQ indiquen un efecte protector hormétic
antioxidant de la concentracié baixa de TCHQ.
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5. CONCLUSIONS

The conclusions derived from the present work are as follows:

Regarding objective 1: Set up an oxidative stress model for the evaluation of antioxidant effects of
different compounds with the zebrafish embryo test, the conclusions are:

e The evaluation of the effects of different compounds related to oxidative stress on the zebrafish
embryonic growth and development reinforced the zebrafish embryo as a useful model to study
the effects of oxidative processes.

e The modulation of the response to oxidative stress, consisting in the pre-exposure of the
embryos to modulators of antioxidant status, followed by the exposure to the oxidative stress
inducers, confirmed the oxidative mechanism in the effects produced by these compounds in
the zebrafish embryos.

e An oxidative stress model for the evaluation of antioxidant effects, based on the exposure of
zebrafish embryos to the oxidative stress inducers tert-butyl hydroperoxide (tBOOH) and 6-
hydroxydopamine (6-OHDA), was developed, confirmed and applied.

Regarding objective 2: Evaluate the in vivo antioxidant effect of natural compounds present in a red
wine sample, the conclusions are:

e Some polyphenolic compounds were detected for the first time inside zebrafish embryos which
were previously exposed to red wine samples.

e The metabolic capacity of zebrafish embryos was determined by the detection of quercetin-O-
glucuronide, a metabolite of quercetin, in the homogenate of zebrafish embryos previously
exposed to a red wine sample.

e In vivo antioxidant activity of polyphenolic compounds which were identified with major
intensity in the red wine samples was confirmed by the application of the oxidative stress model
with tBOOH.

Regarding objective 3: Study neuroprotective effects of red wine polyphenols in zebrafish embryos, the
conclusions are:

e Pre-exposure of zebrafish embryos to polyphenolic compounds of red wine increased the total
distance moved by the zebrafish embryos and prevented dopaminergic neuronal loss, produced
by the exposure of the embryos to 6-OHDA.

e Neuroprotective activity of polyphenolic compounds of red wine was demonstrated in vivo
through the oxidative stress model with the neurotoxin 6-OHDA.

Regarding objective 4: Study oxidative stress effects and antioxidants with the human neurospheres
model, the conclusions are:

e Exposure to TCHQ produced significant neurotoxic effects in neurospheres, which were related
to oxidative stress.

e The hormesis paradigm as an antioxidant strategy was applied in the human neurospheres
model and in the zebrafish embryo model. Pre-exposure of neurospheres and zebrafish embryos
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to a low concentration of TCHQ prevented oxidative damage produced by the exposure to
working concentrations of TCHQ in both experimental models.

The final conclusion is as follows:

e The oxidative stress model using the zebrafish embryo developed in the present work integrates
and combines different experimental procedures which allow an in vivo, rapid and efficient
screening of antioxidant compounds.
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7. ANNEX

Publicacions derivades de la present tesi doctoral:
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Marti M., Llobet JM., Lamuela-Raventds RM., 2015. Identification of phenolic compounds in red grape
extract samples and zebrafish embryos by HPLC-ESI-LTQ-Orbitrap-MS. Food Chem. 181, 146-151.
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