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5-HIAA acido 5-hidroxi indolacético

5-HT 5-hidroxitriptamina, serotonina

5-HTP 5-hidroxitriptéfano

AADC enzima L-aminoéacido aromatico descarboxilasa
ABC del inglés ATP-binding cassette

ADN 4cido dexorribonucleico

Akt proteina quinasa B de la via PI3K/Akt/mTOR
AMP adenosin monofosfato

AMPc adenosin monofosfato ciclico

AMPK proteina quinasa activada por AMP

ANOVA andlisis de la varianza

ARQOS del inglés active regulator of SIRT1

ATP adenosina trifosfato

BBB del inglés blood brain barrier

BCA método del &cido biciconinico

BCRP del inglés breast cancer resistance protein
BNDF del inglés brain-derived neurotrophic factor
Cdk1-B del inglés cyclin-dependent kinase 1B

COX enzima ciclooxigenasa

DA dopamina

DBC1 del inglés deleted in breast cancer 1

DOl densidad Gptica integrada

DOPA 3,4-dihidroxifenilalanina

DOPAC &cido hidroxifenilacético

DYRK del inglés dual specifity tyrosine phosphorylation-regulated kinase
ECL electroquimioluminiscencia amplificada

EDTA acido etilenediamino tetraacético

ERK quinasa regulada por sefiales extracelulares
FOXO del inglés forkhead box

Glu?% aminoacido glutamato 230

GnRH hormona liberadora de la gonadotrofina

HPLC del inglés high performance liquid chromatography
HVA &cido homovanilico

i.p via intraperitoneal

IgG inmunoglobulina G

1S del inglés insulin/IGF (insulin-like growth factor)-like signaling
IKK proteina quinasa de la via de NF-kB

IL-18 interleuquina 1 g



IMAO inhibidor de la enzima MAO

iNOS oxido nitrico sintasa

IxB proteina quinasa de la via de NF-xB

JNK proteina quinasa activada por estrés que fosforila c-Jun
kDa kilodaltons

LPS endotoxina lipopolisacarido

LTP del inglés long term potentiation

MAO enzima monodmino oxidasa

MAPK proteina cinasa activada por sefiales mitdgenas

MEK proteina tirosina/treonina quinasa de la via de las MAPK
MRP2 del inglés multidrug resistance-associated protein 2
mTOR proteina diana de la rampamicina en mamiferos

NA noradrenalina, norepinefrina

NAD+ nicotinamida adenina dinucleotido

NADH nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa
NF-kB factor nuclear kappa B

NO oxido nitrico

NSD 1015 3-hydroxybenzyl hydrazine; inhibidor de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
o/n del inglés over night

OMS Organizacién Mundial de la Salud

OSA acido octano sulfénico

PGCl-a coactivador transcripcional 1 alfa

PKA del inglés protein kinase A

PKB del inglés protein kinase B

RARpB receptor de 4cido retinoico beta

ROS del inglés reactive oxygen species

SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilaminda con SDS

SIRT del inglés silent information regulator proteins
SNA sistema nervioso autbonomo

SNC sistema nervioso central

SPF del inglés specific pathogen free

STAC del inglés sirtuin activating compound

TBS tampon tris salino

TH enzima tirosina hidroxilasa

TNF-a factor de necrosis tumoral o

TPH enzima triptéfano hidroxilasa

WB Western blot
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RESUMEN

El desarrollo de la medicina y la tecnologia ha favorecido el incremento de la proporcién de poblacion
longeva a nivel mundial. Este contexto demografico ha generado la necesidad de comprender mejor los
cambios que ocurren a nivel cerebral durante el envejecimiento, asi como de encontrar estrategias
encaminadas a prevenir, retrasar y atenuar sus consecuencias. Aunque no se conocen bien todos los
mecanismos moleculares implicados en el proceso de envejecimiento, se ha sefialado como causas
fundamentales el estrés oxidativo y la activacion de la inflamacion. En este sentido, los polifenoles, dadas
sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, pueden ser moléculas claves para contribuir a la
prevencion del envejecimiento. El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos protectores de los
tratamientos con polifenoles sobre los cambios que ocurren durante el envejecimiento a nivel cerebral, asi
como analizar los mecanismos de accion implicados. Para ello se realizaron diversos tratamientos crénicos
con los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas. Durante los tratamientos
se realizaron diferentes pruebas comportamentales para analizar los efectos a nivel cognitivo y motor,
comparando los resultados con los de ratas jovenes y viejas control. Después de los tratamientos y sacrificio
de los animales, se analizaron: mediante HPLC con deteccion electroquimica, la sintesis y acumulacién de
neurotransmisores monoaminérgicos implicados en los procesos cognitivos y motores; y mediante western
blot, los niveles de inmunoreactividad de diferentes proteinas/vias de sefializacion (PISK/AKt/mTOR,
MEK/ERK, NF-xB y SIRT1) implicadas en envejecimiento y/o inflamacion. Se comprobd que el
envejecimiento genera deterioro cognitivo y motor, que esta ocasionado en parte por un declive en los
sistemas monoaminérgicos centrales, asi como por cambios en los niveles de proteinas relacionadas con
envejecimiento e inflamacion. Se comprob6 que estos cambios son contrarrestados por los tratamientos
crénicos con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina. Estos compuestos actlian como antioxidantes
y antiinflamatorios, restaurando los niveles de los principales neurotransmisores monoaminérgicos, asi
como regulando los niveles de proteinas claves en el proceso de envejecimiento y neuroinflamacion como
SIRT1 y NF-kB, en regiones cerebrales fundamentales para la correcta funcionalidad de los procesos

cognitivos y motores.



RESUM

El desenvolupament de la medicina i la tecnologia ha afavorit I'increment de la proporcioé de poblacio
longeva a nivell mundial. Aquest context demografic ha generat la necessitat de comprendre millor els
canvis que ocorren a nivell cerebral durant I'envelliment, aixi com de trobar estratégies encaminades a
prevenir, retardar i atenuar les seves conseqiiéncies. Encara que no es coneixen bé tots els mecanismes
moleculars implicats en el procés d'envelliment, s'han assenyalat com a causes fonamentals I'estrés oxidatiu
i l'activacio de la inflamacié. En aquest sentit, els polifenols, donades les seves propietats antioxidants i
antiinflamatories, poden ser molécules claus per contribuir a la prevencié de I'envelliment. L'objectiu
d'aquest treball va ser determinar els efectes protectors dels tractaments amb polifenols sobre els canvis que
ocorren durant I'envelliment a nivell cerebral, aixi com analitzar els mecanismes d'accio implicats. Per a
aixo es van realitzar diversos tractaments cronics amb els polifenols resveratrol, silimarina, quercetina i
naringenina en rates velles. Durant els tractaments es van realitzar diferents proves comportamentals per
analitzar els efectes a nivell cognitiu i motor, comparant els resultats amb els de rates joves i velles control.
Després dels tractaments i sacrifici dels animals, es van analitzar: mitjangant HPLC amb deteccio
electroquimica, la sintesi i acumulacié de neurotransmissors monoaminérgics implicats en els processos
cognitius i motors; i mitjangant Western blot, els nivells de inmunoreactivitat de diferents proteines/vies de
senyalitzacio (PI3K/Akt/mTOR, MEK/ERK, NF-kB i SIRT1) implicades en envelliment i/o inflamacid. Es
va comprovar que I'envelliment genera deteriorament cognitiu i motor, que esta ocasionat en part per un
declivi en els sistemes monoamineérgics centrals, aixi com per canvis en els nivells de proteines relacionades
amb envelliment i inflamacié. Es va comprovar que aquests canvis son contrarestats pels tractaments
cronics amb resveratrol, silimarina, quercetina i naringenina. Aquests compostos actuen com a antioxidants
i antiinflamatories, restaurant els nivells dels principals neurotransmissors monoaminergics, aixi com
regulant els nivells de proteines claus en el procés d'envelliment i neuroinflamacié com SIRT1 i NF-«xB, en

regions cerebrals fonamentals per a la correcta funcionalitat dels processos cognitius i motors.



ABSTRACT

The development of medicine and technology has helped to increase the proportion of the aging population
worldwide. This demographic context has created the need to better understand the changes that occur in
the brain during aging and to find strategies to prevent, delay and mitigate its consequences. Although not
all the molecular mechanisms involved in the aging process are well known, oxidative stress and activation
of inflammation have been identified as the leading causes. In this regard, the polyphenols due to its
antioxidant and anti-inflammatory properties, may be key molecules contributing to the prevention of
aging. The aim of this study was to determine the protective effects of the treatments with polyphenols on
the changes that occur during aging in the brain, and to analyze the mechanisms of the action involved.
Various chronic treatments were carried out with the polyphenols resveratrol, silymarin, quercetin and
naringenin in old rats. Different behavioral tests were performed during treatments in order to analyze the
effects at a cognitive and motor level, comparing the results with those of young and old control rats. After
treatments and the sacrifice of animals it was analyzed: the synthesis and accumulation of monoamine
neurotransmitters involved in cognitive and motor processes, by HPLC with electrochemical detection; and
the immunoreactivity levels of different protein/signaling pathways (PISK/Akt/mTOR, MEK/ERK, NF-xB
and SIRT1) involved in aging and/or inflammation, by Western blot. It was found that aging generates
cognitive and motor impairment, which is caused in part by a decline in the central monoaminergic systems,
as well as changes in the levels of proteins related to aging and inflammation. It was found that these
changes are reversed by chronic treatment with resveratrol, silymarin, quercetin and naringenin. These
compounds act as antioxidants and anti-inflammatories, restoring the levels of the major monoaminergic
neurotransmitters and regulating the levels of key proteins in the aging process and neuroinflammation such

as SIRT1 and NF-xB in brain regions critical for accurate functionality of cognitive and motor processes.
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Introduccion

1.1 ENVEJECIMIENTO

1.1.1 Datos poblacionales

Durante las ultimas décadas, como consecuencia del desarrollo cientifico y tecnoldgico se ha
producido un aumento de la esperanza de vida. Este hecho unido a la disminucion en la tasa de
fecundidad ha generado en casi todos los paises una inversion de la tendencia demogréafica
(Imserso, 2014) (Figura 1). Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y de
Naciones Unidas en el informe World Population Prospects: The 2012 Revision, en la Gltima
década la proporcidn de personas mayores de 60 afios se ha incrementado mas rapidamente que
cualquier otro grupo de edad. La OMS prevé que, entre 2000 y 2050, la poblacion mundial mayor
de 60 afios se triplicara y pasara de 600 millones a 2000 millones. Otra de las tendencias previstas
es la del denominado envejecimiento de la poblacion mayor o también envejecimiento del
envejecimiento. Este término hace referencia al incremento de la poblacion més anciana, es decir,
la que supere los 80 afios. Segun la misma fuente en 2050 habréa en el mundo cerca de 400 millones

de personas con 80 afios 0 mas (Figura 2).

El envejecimiento de la poblacion, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo, es
un indicador de la mejoria de la salud en el mundo. Este fendmeno tiene consecuencias directas
para la sociedad, ya que por un lado las personas de edad realizan importantes contribuciones a
la sociedad, pero por otro lado supone un importante desafio sanitario, como por ejemplo la
necesidad de mejorar la atencion tanto a nivel sanitario como social; asi como encontrar
estrategias para prevenir y tratar las enfermedades crénicas asociadas a la edad, y el deterioro

fisioldgico que acompafia al envejecimiento.
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Figura 1. Inversion de la tendencia demografica en Espafia, 1900-2050. Las proyecciones de poblacion (2020-2050)
estan calculadas a partir de la poblacion a 1 de enero de 2012 (Imserso, 2014).
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Figura 2. Poblacién mayor de 65 afios en paises desarrollados y en vias de desarrollo, 2010-2050 (millones y
porcentaje). Se trata de una proyeccion (Imserso, 2014).

Ademas, la OMS en el mismo informe, destaca que mas del 20 % de los adultos que pasan de los
60 afios sUfren de un trastorno mental o neurol6gico. Por lo que, a nivel poblacional el
envejecimiento cerebral tiene destacadas consecuencias. Los trastornos neuropsiquiatricos mas
comunes son la demencia y la depresion, siendo un 6,6 % de las personas mayores de 60 afios
diagnosticadas con incapacidad total, a causa de este tipo de trastornos. De esta forma el declive
cognitivo se ha convertido en una de las principales amenazas contra la salud durante el

envejecimiento (Bishop y cols., 2010).
1.1.2 Concepto de envejecimiento

Hasta el momento no existe una definicion universalmente aceptada del proceso de
envejecimiento. Sin embargo, en términos generales el envejecimiento se puede definir como el
declive funcional dependiente del tiempo que afecta a la mayoria de los organismos vivos (L6pez-
Otin y cols., 2013). Es un proceso universal en la naturaleza, complejo y multifactorial que
ademas de causar una progresiva pérdida de funcionalidad, aumenta el riesgo de muerte (revision
sobre envejecimiento de Vifia y cols., 2007). En esta misma revision se define el proceso de
envejecimiento a partir de las siguientes caracteristicas: 1) es universal: cualquier fendmeno
asociado con el envejecimiento ocurre en diferentes grados en todos los individuos de una especie.
2) es intrinseco: las causas que son el origen del envejecimiento deben ser enddgenas; no deben
depender de factores extrinsecos. 3) es progresivo: Los cambios que conducen al envejecimiento
deben ocurrir gradualmente a lo largo de la vida (deben también ocurrir en individuos jovenes,
aungue sea en una pequefia proporcion). 4) El envejecimiento es perjudicial, es decir, un
fenébmeno asociado al envejecimiento sélo se considerara como parte del proceso de

envejecimiento si es nocivo para el individuo.



Introduccion

La ciencia ha experimentado un avance sin precedentes en los Gltimos afios, y hoy en dia, la
investigacion sobre el envejecimiento est4 encaminada a profundizar en el conocimiento de los
mecanismos responsables de este proceso a nivel molecular y celular, y al estudio de las
enfermedades asociadas a esta etapa de la vida (Lépez-Otin y cols., 2013).

1.1.3 Teorias del envejecimiento: teoria del estrés oxidativo

En el estudio del envejecimiento ademas de la blsqueda de una definicion correcta de este
proceso, existen teorias que intentan dar una explicacion de las causas de este fenémeno. Mas de
300 teorias se han postulado sobre el envejecimiento (Medvedev, 1990). Estas teorias pretenden
llegar a la comprension del fendmeno del envejecimiento y explicar el deterioro fisioldgico que

parece estar asociado a una acumulacion de fallos en diversos componentes bioldgicos.

Entre estas teorias, la teoria del estrés oxidativo o de los radicales libres del envejecimiento
(Harman, 1956) es una de las mas aceptadas, por lo que a continuacién profundizaremos en este
tema. Esta teoria estd relacionada con el proceso de respiracion celular, por tanto para
comprenderla debemos recordar que durante la respiracion celular las mitocondrias de los
organismos aerobicos generan adenosina trifosfato (ATP) a partir de la fosforilacion oxidativa.
Durante este proceso el oxigeno molecular se reduce formando agua. Cada atomo de oxigeno
captura 2 electrones, por tanto 4 electrones por cada oxigeno molecular. Asi cada O, captura 4 H*
y 4 e dando lugar a 4 H,O. El punto clave radica en la captura del primer electron donde se forma
el radical superdxido O+ Durante este proceso se producen especies reactivas de oxigeno (ROS)
como consecuencia de la reducciéon incompleta del oxigeno (Reiter y cols., 2001), que son
moléculas muy pequefias altamente reactivas debido a la presencia de una capa de electrones de
valencia no apareada. Los principales ROS son el i6n superdxido (Oz¢"), el peréxido de hidrégeno
(H20,), el radical hidroxilo (HO*), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO") (Iharay cols.,
1997). Durante la respiracion celular la mitocondria consume el 90 % del oxigeno captado por la
célula, lo que le convierte en una gran fuente de ROS. Por ejemplo, en un estado fisiologico
normal durante la respiracion celular entre el 1y el 5 % del oxigeno captado por la célula es
convertido en radicales O,~ (Boveris y cols., 1972). Estos ROS son intermediarios normales de
la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, pero cuando ocurre una produccién
excesiva los ROS pueden provocar dafio oxidativo en proteinas, lipidos y en el acido
desoxirribonucleico (ADN), en un proceso conocido como estrés oxidativo que se cree que podria
ser uno de los causantes del envejecimiento y muerte celular (Alexeyev y cols., 2004). Para evitar
el dafio existen mecanismos de defensa que estan basados en enzimas antioxidantes especializadas
como por ejemplo la superéxido dismutasa, la catalasa y la glutation reductasa, que neutralizan
estos ROS. Teniendo en cuenta todo lo anterior, la teoria del estrés oxidativo propone la hipotesis

de que el envejecimiento es el resultado de una disfuncion mitocondrial progresiva causada por

5



un aumento de la produccién de ROS, y por tanto por un aumento del estrés oxidativo, sin los
niveles adecuados de defensas antioxidantes (Harman, 1956). Debido a su estructura quimica las
sustancias lipidicas como el colesterol o los acidos grasos poliinsaturados, son unas de las
principales afectadas por el estrés oxidativo. En este sentido, los ROS inducen peroxidacion
lipidica, generando cambios estructurales en las mitocondrias, y acumulacién de productos de
peroxidacidn lipidica (Sies, 1997; Negre-Salvayre y cols., 2010).

En combinacion con la teoria del estrés oxidativo, es necesario introducir el concepto de
mitohormesis segun el cual niveles moderados de ROS pueden activar los sistemas de defensa
induciendo una respuesta adaptativa que contribuye a la homeostasis y a la supervivencia del
organismo; por el contrario y en concordancia con la teoria del estrés oxidativo, altos niveles de
ROS causan dafio celular y envejecimiento (Calabrese y cols., 2011; Ristow y Schmeisser 2014;
Yun y Finkel, 2014) (Figura 3). En este sentido, algunos trabajos recientes parecen indicar que
niveles moderados de ROS pueden prolongar la esperanza de vida en levaduras y C. elegans
(Doonany cols., 2008; Van Raamsdonk y Hekimi, 2009; Mesquita y cols., 2010). Es por ello que,
modificaciones genéticas 0 mutaciones espontaneas, en diversos organismos, que aumenten la
resistencia al estrés oxidativo pueden incrementar la longevidad (Ristow y cols., 2010). Estos y
otros datos han abierto el camino a una reconsideracion del papel de ROS en el envejecimiento.
En la misma linea existen estudios que sugieren que sustancias como la metformina y el
resveratrol actuarian como venenos mitocondriales, induciendo un nivel moderado de estrés que

activaria los mecanismos de defensa celulares prolongando la vida (Hawley y cols., 2010).

Mitocondria

ROS
¥ | 1

- Expresién de genes de defensafrente al estrés

1
! I
! Enzimas antioxidantes H
: Proteinas de choque térmico !
1
1
1

Proteostasis

f Salud y prolongacion de la vida Dafo y muerte celular *

Figura 3. Esquema representativo del concepto de mitohormesis. Niveles altos de ROS causan dafio celular dando
lugar a muerte celular, mientras que niveles bajos son capaces de activar mecanismos que median en respuestas
adaptativas que pueden prolongar la vida.
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1.1.4 Caracteristicas generales del envejecimiento

En el envejecimiento de diferentes organismos, con especial énfasis en el envejecimiento de los
mamiferos, ademas de producirse estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial, a nivel celular y
molecular se pueden identificar las siguientes caracteristicas comunes: inestabilidad genémica,
acortamiento de los telémeros, senescencia celular replicativa, reduccién del nimero de células
madre, alteraciones epigenéticas, pérdida de proteostasis, alteracién de la comunicacion celular
y desregulacion del estado energético y nutricional. Estas caracteristicas cumplen los siguientes
requisitos: 1) tienen lugar durante el envejecimiento normal, 2) su empeoramiento de forma
experimental acelera el envejecimiento y 3) su mejoria experimental retarda el proceso de
envejecimiento normal y por lo tanto incrementa la esperanza de vida. Para cada una de las
caracteristicas comentadas, este conjunto de requisitos ideales se cumple en diversos grados. La

complejidad deriva de la interconexidn existente entre todas ellas (L6pez-Otin y cols., 2013).

A continuacidn comentaremos brevemente cada una de estas caracteristicas, asi como la relacion
existente entre ellas. El envejecimiento se caracteriza por la inestabilidad genomica: la
acumulacién de dafio a nivel genético durante la vida es una caracteristica general del
envejecimiento (Moskalev y cols., 2012). La integridad y estabilidad del ADN se ven desafiados
por la accion continta de agentes exdgenos fisicos, quimicos y bioldgicos, asi como por las
amenazas enddgenas, incluyendo errores de replicacion de ADN, reacciones hidroliticas
espontaneas y el propio fendmeno de estrés oxidativo comentado anteriormente (Hoeijmakers,
2009). Para minimizar estas lesiones, los organismos han desarrollado una gran variedad de
mecanismos de reparacion del ADN que sinérgicamente son capaces de hacer frente a la mayor
parte de los dafios causados en el ADN (Lord y Ashworth, 2012). Sin embargo, todas estas
amenazas provocan mutaciones puntuales, translocaciones cromosomicas, delecciones y
duplicaciones o adiciones, integracion de ADN procedente de virus o transposones vy
acortamiento de los telémeros. Los teldmeros son secuencias especializadas de ADN que se
encuentran en el extremo de los cromosomas. Los telémeros contienen muchas repeticiones en
tdndem de secuencias cortas, reconocidas por la telomerasa que rellena estas secuencias cada vez
gue la célula se divide. La actividad telomerasa mantiene la longitud de los telémeros. Sin
embargo, existen tipos celulares en los cuales la actividad de la telomerasa disminuye de modo
que cada vez que la célula se divide pierde nucleétidos del extremo hasta que los cromosomas
son defectuosos y las células ya no pueden dividirse. Esto es lo que se denomina senescencia
celular replicativa (Campisi 1997). Se ha observado acortamiento de los telomeros durante el
envejecimiento normal, tanto en humanos como en ratones (Blackburn y cols., 2006; Blasco,
2007). Se considera que el acortamiento de los telomeros es uno de los causantes de la senescencia

celular, que es la interrupcion del ciclo celular acompafiado de cambios fenotipicos estereotipados
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(Hayflick y Moorhead, 1961). Debido a que el niamero de células senescentes aumenta con el
envejecimiento, se ha asumido que la senescencia contribuye al envejecimiento. Aunque el
proposito principal de la senescencia es prevenir la propagacion de las células dafiadas y activar
su desaparicion por medio del sistema inmune, en los organismos de edad el sistema de reposicion
de células dafadas puede llegar a ser ineficaz; resultando en la acumulacidon de células senescentes
que pueden agravar los dafios y contribuir al envejecimiento. En los ltimos afios, se ha apreciado
que las células senescentes manifiestan alteraciones draméticas en su secretoma, convirtiéndose
en un secretoma proinflamatorio, que produce citoquinas que contribuyen al proceso de
envejecimiento dando lugar a inflamacion (se profundizara sobre este aspecto en el apartado 1.1.7
Neuroinflamacion y envejecimiento) (Kuilman y cols., 2010; Rodier y Campisi, 2011). Durante
el envejecimiento debido al aumento de la senescencia por los procesos ya explicados, se produce
una reduccién del namero de células madre, asi por ejemplo hay una disminucién en la
produccién de células que participan en las respuestas inmunitarias, un proceso que se denomina
inmunosenescencia (Shaw y cols., 2010). Ademas durante el envejecimiento asi como se observa
inestabilidad gendémica también se producen alteraciones epigenéticas: los cambios epigenéticos
implican alteraciones en los patrones de metilacion del ADN, asi como modificaciones
postraduccionales de las histonas (metilacion, desmetilacion, acetilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion entre otras), afectando a la remodelacion de la cromatina (Greer y cols., 2010;
Siebold y cols., 2010).

El envejecimiento no solo se caracteriza por cambios genéticos y epigenéticos, también es
caracteristico de esta estapa la pérdida de proteostasis, que es la pérdida de la homeostasis de las
proteinas (Powers y cols.,, 2009). La proteostasis implica los siguientes mecanismos:
estabilizacién de proteinas correctamente plegadas, regulacion de la familia de las proteinas de
choque térmico y mecanismos de degradacién de proteinas mal plegadas o dafiadas por medio del
sistema ubiquitina-proteosoma y del sistema lisosomal de autofagia (Mizushima y cols., 2008;
Hartl y cols., 2011; Koga y cols., 2012). Durante el envejecimiento se produce una inadecuada
funcidn de estos sistemas, que puede ocasionar una acumulacion de agregados proteicos toxicos
(Bishop y cols., 2010), contribuyendo al desarrollo de algunas patologias relacionadas con la
edad, tales como la enfermedad de Alzheimer y enfermedad de Parkinson, entre otras (Powers y
cols., 2009).

Todas estas alteraciones descritas anteriormente pueden poner en riesgo los tejidos y la
homeostasis del organismo. Otras caracteristicas del envejecimiento son la alteracion de la
comunicacién celular, como por ejemplo la desregulacion neurohormonal o la sefializacion
neuronal (Russell y Kahn, 2007; Laplante y Sabatini, 2012; Rando y Chang, 2012; Zhang y cols.,

2013); y la desregulacion del estado energético y nutricional, en el que se ven afectados los
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sistemas detectores de nutrientes como la via de sefializacion de la insulina (11S) que participa en
la deteccidn de glucosa y la diana de rapamicina en célula de mamiferos (mTOR) que detecta
altas concentraciones de aminoécidos, ambas vias regulan el metabolismo anabdlico (Laplante y
Sabatini, 2012). También se producen alteraciones en los sensores de nutrientes que sefialan
escasez y catabolismo de nutrientes como son la proteina quinasa activada por adenosin
monofosfato (AMPK) que detecta bajos niveles de energia mediante la deteccion de altos niveles
de AMP vy las sirtuinas (SIRT), en especial SIRT1, que detectan los estados de baja energia
mediante la deteccidn de altos niveles de nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD*) y actlan en
la direccion opuesta de 11S y mTOR (Houtkooper y cols., 2010). Estas vias estan interconectadas
y relacionadas con el envejecimiento, por lo que cambios en ellas se han relacionado con el
envejecimiento prematuro, tanto en organismos modelo como en humanos (Fontana y cols., 2010;
Kenyon, 2010; Barzilai y cols., 2012). Por ejemplo, se ha observado que la inhibicién de mTOR
quinasa prolonga la vida en levadura, gusanos y moscas (Johnson y cols., 2013). AMPK tiene
maultiples efectos sobre el metabolismo como por ejemplo inhibe mTOR (Alers y cols., 2012).
Por su parte SIRT1 puede producir respuestas metabolicas complejas como por ejemplo aumentar
la mitocondriogenesis (Rodgers y cols., 2005), mejorar las defensas antioxidantes, y reducir la
oxidacion de &cidos grasos lo que favorece la longevidad (Fernandez-Marcos y Auwerx, 2011)
(se profundizara sobre SIRT en el apartado 1.2.2 Mecanismo de accion de las sirtuinas y su
relacion con los polifenoles). Ademas se ha descrito que SIRT1 y AMPK pueden participar en un
circuito de retroalimentacion positiva, conectando asi los dos sensores de estados de baja energia
para dar una respuesta unificada (Price y cols., 2012). En conjunto, las investigaciones disponibles
hasta el momento apoyan firmemente la idea de que la sefalizacién anabdlica acelera el
envejecimiento y la disminucion de la sefializacion de nutrientes extiende la longevidad (Fontana
y cols., 2010).

Finalmente, estas caracteristicas a nivel molecular y celular en conjunto favorecen la pérdida de
la homeostasis frente a los cambios en el ambiente externo, dando lugar a cambios caracteristicos
del envejecimiento en 6rganos y sistemas (Vifia y cols., 2007). Citaremos algunos ejemplos:
durante el envejecimiento disminuye la capacidad para soportar situaciones generales de estrés,
como por ejemplo disminuye la capacidad de soportar temperaturas extremas (Chester y Rudolph,
2011). El funcionamiento del sistema inmunitario es deficiente y esto da lugar a un aumento tanto
de enfermedades autoinmunes, asi como un aumento de la susceptibilidad a las infecciones,
acomparfiado de una disminucion de la filtracién glomerular en los rifiones, falta de ventilacion
pulmonar, y disminucién del flujo sanguineo (Chester y Rudolph, 2011). La mayoria de los
organos vitales sufren fendmenos asociados a la atrofia o degeneraciéon, sobretodo el cerebro,
corazon y sistema muscular. De esta forma, hay falta de coordinacién motora, acompafiado de

pérdida de fuerza y elasticidad del sistema muscular (Darling y cols., 1989; Contreras-Vidal y



cols., 1998; Seidler y cols., 2010). A nivel de los 6rganos de los sentidos, el envejecimiento se
caracteriza por pérdidas en la vision, y en la capacidad auditiva, que también influyen en los fallos
a nivel cognitivo, como son los fallos en la memoria, caracteristicos del envejecimiento (Peters y
cols., 2002; Wilson y cols., 2006). Por otra parte, el envejecimiento provoca una degradacion del
material intercelular. Por ejemplo, hay una disminucion en el nimero de fibras elésticas, asi como
enlaces transversales de fibras de coldgeno en la dermis (Brun y cols., 2015). La incidencia de
patologias como el cancer aumenta exponencialmente con la edad, y lo mismo ocurre con la
incidencia de enfermedades degenerativas, de las cuales las neurodegenerativas son las mas

destacadas (Kennedy y cols., 2012).

1.1.5 Caracteristicas del envejecimiento a nivel cerebral

Antes de explicar las caracteristicas del envejecimiento a nivel cerebral hay que destacar que el
cerebro es una de las estructuras que acumulan mas estrés oxidativo con la edad (Mdller y cols.,
2010). Algunas de las razones principales de este fendmeno se deben a que en el cerebro hay un
elevado consumo de oxigeno necesario para mantener un alto rendimiento energético, un mayor
nimero de mitocondrias, abundante éxido nitrico (NO) y membranas celulares ricas en acidos
grasos poliinsaturados, que son facilmente peroxidados, fendmeno que se ve agravado por una
falta de niveles adecuados de defensas y sistemas antioxidantes (que también disminuyen a causa
del estrés oxidativo) (Sohal 1990 a y b, Coyle 1993, Reiter 1998 b, Mariani, 2005, Freeman,
2012). Todo ello puede contribuir a laacumulacion del dafio neuronal con la edad (Yanker y cols.,
2008). Por este motivo el estrés oxidativo es considerado en numerosos estudios como un
colaborador importante para el desarrollo y la patogénesis de una amplia variedad de
enfermedades neurodegenerativas, asi como en el deterioro cognitivo relacionado con la edad
(Bishop y cols., 2010). A continuacion se resumiran las principales caracteristicas del

envejecimiento a nivel cerebral.

1.1.5.1 Declive cognitivo y motor

Se ha observado que durante el envejecimiento se produce un declive a nivel cognitivo y motor.
La funcion motora sufre un deterioro caracterizado por la pérdida de fuerza muscular,
disminucién del equilibrio (Darling y cols., 1989; Contreras-Vidal y cols., 1998) y coordinacion
(Seidler y cols., 2010), debido a disfunciones del sistema nervioso central y periférico, asi como
del sistema neuromuscular (Diggles-Buckles, 1993). La falta de equilibrio y los problemas al
andar son algunas de las causas principales de morbilidad en el envejecimiento (Alexander y cols.,
1992). La cantidad de movimientos disminuye un 15-30 % con la edad (Diggles-Buckles, 1993).
Esta disminucion parece ser una estrategia en los individuos adultos para ganar exactitud en los

movimientos a cambio de perder velocidad (Seidler-Dobrin y Stelmach, 1998). La lentitud para
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procesar informacion también afecta la actividad motora debido a un incremento del ruido neural

y otros cambios sinapticos (Salthouse y Somberg, 1982; Salthouse, 1993).

Junto con el declive en la actividad motora tambien se produce un deterioro en las funciones
cognitivas. Las funciones cognitivas mas afectadas por la edad son la atencion, la memoria, y el
aprendizaje. Estas funciones dependen de la percepcion, que aunque es considerada como una
funcidn precognitiva muestra un declive relacionado con la edad atribuible a los problemas que
ocurren en los 6rganos de los sentidos (Peters y cols., 2002). El deterioro en la percepcién,
atencion y memoria afecta negativamente a otras funciones cognitivas mas complejas como el
aprendizaje (Wilson y cols., 2006; Glorioso y cols., 2011). Esto se debe a que el aprendizaje y la
memoria son dos procesos cognitivos relacionados, formados por la capacidad de adquirir
(atencion y percepcion), codificar, almacenar, mantener y recuperar (memoria) informacién
procedente del entorno (Sweatt, 2003). La memoria se puede clasificar en diferentes categorias

segun el tipo de recuerdo y el tiempo de retencién de la informacion.
La clasificacion basada en el tipo de recuerdo segun sea consciente o inconsciente puede ser:

1) memoria declarativa o explicita, también llamada aprendizaje consciente. La memoria
declarativa implica el almacenamiento inconsciente pero el recuerdo consciente de la
informacidn. Puede referirse a eventos (memoria episddica), hechos o datos aislados (memoria
semantica). Asimismo, incluye condicionamiento asociativo consciente y aprendizaje espacial.
Debido a la recuperacion de la informacidn, la memoria declarativa es consciente por lo que las

regiones cerebrales mas implicadas en este proceso son las regiones corticales y el hipocampo.

2) memoria no declarativa o implicita, también llamada aprendizaje no consciente (Sweatt,
2003). El almacenamiento de informacién correspondiente a la memoria implicita es
inconsciente, pero la recuperacion de la misma puede ser consciente o inconsciente. Se ha descrito
que las vias neurales implicadas en este proceso son principalmente la corteza prefrontal, el nicleo
accumbens, laamigdala, cuerpo estriado, cerebelo, tallamo y corteza motora. Este tipo de memoria
engloba memoria de procedimiento, que consiste en la capacidad de adquirir habitos y habilidades

motoras cuya repeticion tiende a incrementar destreza en su ejecucion.

La memoria también se puede clasificar segun el tiempo en que la informacion es mantenida hasta

su evocacion posterior en (Baddeley, 2000):

1) memoria de largo plazo, en la que se puede mantener la informacién por horas, dias o afios,

porque es mas estable, menos labil.
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2) memoria de corto plazo. Dentro de esta categoria se encuentra la memoria de trabajo (o
memoria de corto plazo activa, 0 memoria operante) que se refiere, al recuerdo a corto plazo de
informacién especifica necesaria para la ejecucion de una tarea determinada. La dindmica
psiconeural de este tipo de memoria de corto plazo esté sustentada por la conformacion de redes
din&dmicas entre neuronas prefrontocorticales denominadas “campos de memoria”; estas redes son
alternantes, temporalmente reverberantes y se mantienen activas y estables hasta que la accion
conductual es ejecutada (Williams y Goldman-Rakic, 1995). La memoria de trabajo y las acciones
motrices conducentes a ejecutar las tareas relacionadas con la memoria de trabajo, implican el
procesamiento enteramente consciente de la informacién (Sweatt, 2003). Las regiones cerebrales
implicadas en este tipo de memoria son la corteza cerebral, el hipocampo, el cuerpo estriado, el

nucleo amigdalino y el cerebelo.

En la Figura 4 vemos como en humanos, a lo largo de la vida, se incrementan los conocimientos,
sobre todo a nivel del lenguaje, en parte debido a la experiencia adquirida con los afios. Sin
embargo, de forma paralela a este hecho, se produce un declive en los diferentes tipos de memoria
a largo y corto plazo, acompariado por un deterioro en la velocidad de procesamiento (Glorioso y
cols., 2011), como ya hemos comentado anteriormente.
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Figura 4. Efecto del envejecimiento en los diferentes tipos de memoria. Z-score es la medida de la distancia de la

media en relacion a la desviacidn estandar (Glorioso y cols., 2011).

Aunque en la memoria y aprendizaje participan diferentes estructuras cerebrales, que ya hemos
citado anteriormente, hay determinadas regiones que tienen un papel fundamental en la
funcionalidad de estos procesos, estas son el hipocampo Yy el estriado. Por ello comentaremos

brevemente algunas caracteristicas de estas regiones en relacion a los procesos cognitivos.
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En la memoria y aprendizaje el hipocampo es una de las regiones mas implicadas, con especial
participacion en la memoria espacial (Morris y cols., 1982). Esté4 involucrado principalmente en
la formacién de mapas cognitivos detallados del contexto en el que se produce el aprendizaje
(lugar de aprendizaje). Es una region rica en neuronas noradrenérgicas y serotonérgicas (Viljoen
y cols., 2007; Berumen y cols., 2012). Se ha demostrado que la funcién del hipocampo, se ve
afectada con la edad, lo que origina deterioro en la memoria (Driscoll, 2005; Burke, 2006). En
cambio, el cuerpo estriado dorsolateral es mas importante para el aprendizaje y la eleccién de las
acciones (Cook y Kesner, 1988; Brasted y cols., 1997), por lo tanto, se encarga de asociar los
estimulos con las respuestas a estos (aprendizaje de respuesta). El estriado es una regién rica en
neuronas dopaminérgicas y serotonérgicas (George y cols., 1994; Phillips, 2003). El hipocampo
y el cuerpo estriado pueden funcionar en paralelo como parte de un sistema dinamico de memoria
con el objetivo de optimizar el comportamiento basado en experiencias anteriores (Kim y Baxter,
2001; Poldrack y Packard, 2003).

El declive cognitivo y motor que se produce durante el envejecimiento es en parte debido a
cambios a nivel estructural y neurofisioldgico, que conllevan a una pérdida de eficacia en la
neurotransmision (Randall y cols., 2012). A continuacion comentaremos las caracteristicas

estructurales y neurofisiol6gicas mas destacadas durante el proceso de envejecimiento.

1.1.5.2 Caracteristicas estructurales

Durante el envejecimiento, se producen cambios en la morfologia de las neuronas (Burke y cols.,
2006). Estos cambios morfol6gicos consisten en cambios en el tamafio del soma neuronal, pérdida
y/o deterioro de dendritas y espinas dendriticas, que dan lugar a cambios en las sinapsis (Hedden
y cols., 2004, Zindler y cols., 2010; Chen y cols., 1995; Wong y cols., 1998). Los axones sufren
una desmielinizacion, provocando alteracion de la conductividad neuronal (Rizzo y cols., 2015).
También en las neuronas hay alteraciones en la densidad de receptores para neurotrasmisores
(Rizzo y cols., 2015). A pesar de todo esto y en contraste con la idea de que con la edad existe
una pérdida neuronal irreversible, hace unos 40 afios se ha demostrado que en areas especificas
del cerebro las neuronas son continuamente regeneradas a partir de células madre indiferenciadas.
El problema es que existe un punto en el que los dafios ocasionados por el envejecimiento o las
enfermedades neurodegenerativas son mayores que la capacidad regeneradora del tejido neuronal
(Zindler y cols., 2010).

El envejecimiento también provoca alteraciones sobre la neuroglia, sin observarse cambios
importantes en el nimero total de células (Pakkenberg y cols., 1997). Al parecer los

oligodendrocitos y las células de la microglia son las células principalmente afectadas por el
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envejecimiento, siendo los oligodendrocitos los mas suceptibles debido a los cambios

morfol6gicos que sufren en las capas de mielina (Peters, 2002).

También se observan cambios en la barrera hematoencefalica (BBB) durante el envejecimiento.
La BBB es el mayor modulador del transporte de nutrientes entre el sistema circulatorio y el
sistema nervioso central (SNC), evitando el paso de sustancias toxicas al SNC. De esta forma las
alteraciones que se producen en el sistema circulatorio debidas a la edad como puenden ser
hipertension, cambios en el didmetro y permeabilidad de los capilares, isquemias
cerebrovasculares, y cambios histoldgicos en la vascularidad del cerebro, afectan el paso de
sustancias y nutrientes al cerebro. Todo esto provoca una disminucién en el flujo sanguineo al

cerebro y en particular en el flujo de glucosa (Donahue y cols., 2008).

Como comentaremos a continuacion algunos de estos cambios estructurales se traducen en
cambios neurofisioldgicos que afectaran a la comunicacion neuronal y por tanto a las funciones

cognitivas y motoras (Rizzo y cols., 2015).
1.1.5.3 Caracteristicas neurofisiol6gicas

El envejecimiento genera alteraciones en la estructura de las neuronas, lo que afecta a las fases de
los potenciales de accién y a la velocidad de conduccidn de estos, asi como a la expresion de los
canales de Na*, K*y Ca?* y a la respuesta a neurotransmisores. En conjunto estas modificaciones
se traducen en cambios en las sinapsis y la plasticidad neuronal, causando deterioro cognitivo y
motor (Fieber y cols., 2010; Moroz y Kohn, 2010; Akhmedov y cols., 2013; Kadakkuzha y cols.,
2013; Sibille y cols., 2013; Kempsell y Fieber, 2015). Estos cambios estan acompafiados por
alteraciones en los sistemas de sintesis y metabolismo de neurotransmisores monoaminérgicos en
el cerebro (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014) y en otros sistemas de
neurotransmision como el sistema colinérgico, cuyo principal neurotransmisor es la acetilcolina,
gue tiene funciones relacionadas con los procesos de recompensa y en la memoria (Millan y cols.,
2004). A continuacion se explicara la influencia del envejecimiento en los principales sistemas

de neurotransmision monoaminérgicos implicados en los procesos cognitivos y motores.

1.1.6 Influencia del envejecimiento en los sistemas de neurotransmision monoaminérgicos

involucrados en los procesos cognitivos

Los neurotransmisores monoaminérgicos estan involucrados en muchas funciones en el cerebro,
gue cambian durante el envejecimiento (Esteban y cols., 2010 a y b; Moranta y cols., 2014).
Algunas regiones cerebrales como la corteza prefontal, hipocampo y cuerpo estriado estan

inervadas por aferentes monoaminérgicos. La memoria y aprendizaje estan modulados por estas
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estructuras por lo que una alteracion de las funciones de estas vias de neurotransmision pueden
resultar en cambios a nivel cognitivo (Gonzalez-Burgos y cols., 2009). El sistema
monoaminérgico esta formado por neurotransmisores y neuromoduladores de tipo monoaminas,
cuya estructura quimica consiste en un anillo aroméatico conectado a grupo amino. Todas las
monoaminas derivan de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, tirosina o triptéfano.
Dentro del grupo de las monoaminas se encuentran las catecolaminas que son la dopamina (DA),
la noradrenalina (NA) y la adrenalina; las indolaminas como la 5-hidroxitriptamina (5-HT,;
serotonina) y la imidazolamina como la histamina (Carlsson, 1987). Ademas de tener actividad
neurotransmisora, poseen actividad neuromoduladora. Lo anterior significa que pueden ejercer
una influencia directa o indirecta sobre la excitabilidad de las neuronas a las que estimulan
(Gonzalez-Burgos y cols., 2009). A continuacién explicaremos de forma resumida las principales
caracteristicas de los sistemas de neurotransmision catecolaminérgico y serotonérgico, que son
sistemas que estan directamente implicados en la funcionalidad de los procesos cognitivos y

motores.

1.1.6.1 Funcion del sistema catecolaminérgico en los procesos de memoria y aprendizaje.

Influencia del envejecimiento

El sistema catecolaminérgico esta formado por el sistema noradrenérgico y el sistema
dopaminérgico. Estos sistemas sintetizan los neurotransmisores noradrenalina (NA) y dopamina
(DA) a partir de la tirosina. La tirosina hidroxilasa (TH, E.C. 1.14.16.2) es la enzima limitante de
la via de sintesis de catecolaminas, cataliza la conversion de la L-tirosina en 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA), paso inicial en la biosintesis de catecolaminas. La enzima se activa
por fosforilacion, que puede ser provocada por proteinas quinasas dependientes de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) o de Ca?*. La DOPA es descarboxilada de forma réapida por la
enzima descarboxilasa de L-aminoacidos aromaticos (AADC) para formar DA y ésta

posteriormente es transformada en NA (Fernstrom y cols., 2007) (Figura 5).

Debido a que la TH cataliza la reaccion inicial y autolimitante en la biosintesis de DA, NA y
adrenalina, los niveles tisulares de catecolaminas estan determinados en gran medida, por la
actividad de esta enzima. Entre las sustancias que pueden modular la actividad del enzima TH se
encuentran tanto substratos, cofactores, productos de reaccion, iones como Fe, y distintos
neurotransmisores, asi como diversos farmacos. Ademas, la actividad de TH también se regula
en respuesta a modificaciones en el flujo de impulsos nerviosos, asi el aumento del flujo de
impulsos conlleva a una mayor liberacion y metabolizacién del neurotransmisor, lo cual

produciria el vaciamiento de un dep6sito de NA que ejerce de regulador, accesible a la TH,

15



mientras que en los periodos de reposo, en los que la utilizacion de este neurotransmisor

disminuye, la NA se acumularia disminuyendo la actividad TH (Weiner, 1970; Fillenz, 1990).
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Figura 5. Esquema de la sintesis de catecolaminas.
Sistema noradrenérgico

El sistema noradrenérgico esta compuesto por neuronas noradrenérgicas que sintetizan NA a
partir de la tirosina, que se libera en las terminaciones nerviosas de multiples regiones cerebrales
incluido el hipocampo. En la Figura 6 vemos la organizacion del sistema noradrenérgico en el
cerebro de rata (Swanson y Hartman, 1975). El sistema noradrenérgico se relaciona con los
estados de activacion del organismo, por lo que desempefia una funcién muy importante a nivel
del SNC en la regulacion de la vigilia, potencia el aprendizaje espacial y la memoria, regula la
actividad motora y ciertos estados afectivos. Por ello una disminucion de NA cerebral se
correlaciona con depresion. Asi, el sistema noradrenérgico es importante en las funciones
cognitivas (ver revision de Chamberlain y Robbins, 2013) como son el procesamiento de nueva
informacién y la exploracion de novedades (Delini-Stula y cols., 1984), lo cual requiere un
incremento de la actividad noradrenérgica debida a la activacion del locus coeruleus (Sara y
cols.,1994; Vankov y cols., 1995) y a un aumento de la liberacion de NA en el hipocampo (Lemon
y cols., 2009; Sara y cols., 1994). A su vez la NA sirve de neurotransmisor en el sistema nervioso
autonomo (SNA), y en las fibras postganglionares del sistema nervioso simpéatico (McCorry,
2007).
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La NA es reconocida por diferentes tipos de receptores entre ellos los receptores adrenérgicos o
y B que pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G. Asi, la NA induce
respuestas en las neuronas postsinapticas a través de sistemas de segundos mensajeros mediados
por proteinas G (Schatzberg y Nemeroff, 2006). Los receptores adrenérgicos a y B presentan dos
subtipos: receptores adrenérgicos a1 Y o, Y receptores adrenérgicos B1y B2 (Cerdarbaum y cols.,
1977). Todos estos receptores muestran una amplia distribucion en la corteza cerebral, y en
distintas regiones del talamo, el hipotalamo, el estriado, el hipocampo y la corteza cerebral
(Young y cols., 1980; Reznikoff y cols., 1986).

Los niveles de NA se ven reducidos significativamente con la edad debido en parte a pérdida de
neuronas en el locus coeruleus (Mann y cols., 1983; Marcyniuk y cols., 1986) y a disminucion de
actividad de la enzima TH (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014). También
disminuyen en el cerebelo y se ha relacionado este fendbmeno con problemas a nivel motor
(Bickford, 1993; Gould y Bickford, 1996) y de aprendizaje espacial (Collier y cols., 2004), y en

patologias neurodegenerativas como el Alzheimer (Gannon y cols., 2015).

Sistema dopaminérgico

La DA se sintetiza a partir de la tirosina y se encuentra ampliamente distribuida en regiones
cerebrales involucradas estrechamente con los procesos de aprendizaje y memoria, asi como con
el control motor (Nieoullon A, 2002; Garret y cols., 2015). En la Figura 7 se puede observar la
organizacion del sistema dopaminérgico en el cerebro de rata. La actividad de la DA es mediada
por dos familias de receptores acoplados a segundos mensajeros, la familia D1 que agrupa a los

receptores D1 y D5, y la familia D2 que incluye a los receptores D2, D3 y D4 (Misale y cols.,
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1998). El subtipo D1 es el receptor dopaminérgico més abundante (Jackson y Westlind-
Danielsson, 1994). Se encuentra densamente distribuido en regiones de relevancia cognitiva tales
como el neoestriado, nicleo accumbens, amigdala, ndcleo subtalamico, sustancia negra y
cerebelo y en concentraciones moderadas en la corteza cerebral frontal, tdlamo, globo pélido y
formacion hipocampal. De la familia de receptores D2, se ha detectado una alta densidad del
subtipo D2 en neuronas GABAérgicas del neoestriado, formacion hipocampal y nucleo
accumbens, y en cantidades moderadas en la sustancia negra, corteza cerebral prefrontal, globo

palido, amigdala y talamo (Jackson y Westlind- Danielsson, 1994).
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Figura 7. Organizacion del sistema
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hipofisis (George y cols, 1994).

La transmision dopaminérgica resulta crucial en la memoria del trabajo (Arnsten y Li, 2005), en
la que interviene la corteza prefrontal (Luciana y Collins, 1997), asi como en diferentes procesos
cognitivos que implican al hipocampo (Li y cols., 2003; Manahan-Vaughan y cols., 2003; Lemon
y cols., 2006), jugando un papel importante tanto los receptores del subtipo D1 (Williams y
Golman-Rakic, 1995, Seamans y cols., 1998) como del subtipo D2 (Wilkerson y Levin, 1999).

Existen estudios que indican que una disminucion de DA produce deterioro en el desempefio de
la memoria de trabajo (Brozoski y cols., 1979), observandose una correlacion negativa entre los
niveles de DA y el nimero de errores cometidos en las pruebas de memoria que utilizan el
laberinto en T (Sahakian y cols., 1985). Por otro lado, la liberacion de DA se incrementa en la
corteza prefrontal, ndicleo accumbens y estriado dorsal cuando la recompensa es contingente con
el aprendizaje (Stefani y Moghaddam, 2006; O’Neill y Brown, 2006). Algunos circuitos neurales
entre la corteza prefrontal, la formacién hipocampal y diversas regiones del cuerpo estriado, estan
relacionados con la conducta de busqueda basada en la memoria; y son modulados por un aumento
de la liberacion de DA en dichas regiones (Phillips y cols., 2003). Asi, la DA liberada modula la
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entrada de informacion biolégicamente significativa procedente de la corteza prefrontal
(atencion), del hipocampo (contexto espacial) y de la amigdala (motivacion); mediante receptores
D1, cuya funcion es mantener un estado bajo de actividad neuronal. Cuando la neurona se
despolariza tras la excitacion sostenida mediada por las aferencias corticales, hipocampales y
amigdalinas, el receptor D2 (que es excitador) contribuye a sostener dicho efecto despolarizante
estabilizando un estado alto de actividad facilitando la generacion del potencial de accién
subyacente al envio de la informacién hacia zonas motoras relacionadas, entre las que se
encuentran la corteza cerebral, globo palido, talamo y el nicleo accumbens (Fernandez-Espejo,
2000). Asi, la adquisicion o en su caso la extincion de condicionamientos aversivos 0 apetitivos

estarian moduladas por actividad dopaminérgica mediada por los receptores D1y D2.

El sistema dopaminérgico también tiene grandes implicaciones en las disfunciones cognitivas y
motoras relacionadas con la edad (Kaasinen y Rinne, 2002). Esto es debido a que las personas de
edad tienen niveles absolutos de DA inferiores (Carlsson y Winblad, 1976; Garnett y cols., 1983).
Ademas, se produce una reduccién de los receptores de DA (Suhara y cols., 1991; Inoue y cols.,
2001; Kaasinen y cols., 2002) y de los transportadores de DA (Van Dyck y cols., 1995; Rinne y
cols., 1998; Volkow y cols., 1998) cuando comparamos jovenes y adultos. Dado el papel que
juega la memoria en la adquisicion de habilidades motoras, los deficits cognitivos asociados a la
degeneracion dopaminérgica pueden contribuir a la disfuncién motora (Seidler y cols., 2010).

1.1.6.2 Funcion del sistema serotonérgico en los procesos de memoria y aprendizaje.

Influencia del envejecimiento

La serotonina (5-HT) es sintetizada a partir del triptéfano procedente de la dieta. La enzima
triptéfano hidroxilasa (TPH, EC 1.14.16.4, L-triptéfano-5- monooxigenasa) transforma el
triptéfano en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). Esta enzima se encuentra s6lo en el citoplasma de
células serotonérgicas. El 5-HTP es rapidamente descarboxilado y transformado en 5-HT por la
enzima descarboxilasa de aminoacidos L-aromaticos (Lovenberg y cols., 1962) (Figura 8). En
condiciones fisioldgicas, esta enzima no se encuentra saturada por el substrato, por lo que la
formacion de 5-HT en el cerebro se ve afectada por cambios en la disponibilidad de tript6fano,
ya que el paso de triptéfano a 5-HTP es limitante de la sintesis de 5-HT (Young y Gauthier, 1981).
La actividad neuronal también puede regular la sintesis de 5-HT. Asi, aumentara la sintesis de
manera dependiente a la estimulacién somética de las neuronas serotonérgicas (Eccleston y cols.,
1970; Shields y Eccleston, 1972; Hamon y Glowinski, 1974). Aunque en condiciones fisioldgicas
la concentracion de 5-HT no regula la actividad de la TPH, en ciertas condiciones experimentales,
como tras un tratamiento con determinados farmacos que aumente la concentracion de 5-HT, si

que provocara una inhibicion de la sintesis de 5-HT (Hamon y cols., 1973); ya que las
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monoaminas liberadas al espacio sinaptico participan en la regulacion de la propia sintesis de

neurotransmisor por parte de la neurona liberadora, a través de la interaccion con receptores

presinapticos que modulan la actividad TPH, que es el paso limitante de la sintesis.

NH L-triptéfano

N COOH Triptofano hidroxilasa

H (TPH)
HO NH . oy s _ar
| ?  S-hidroxitriptéfano

COOH (5-HTP)
N
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aminodcidos arométicos
HO NH; (AADC)
Serotonina
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Figura 8. Esquema de la sintesis de serotonina.

La 5-HT se sintetiza y se libera en las terminaciones nerviosas de multiples regiones del cerebro

tales como el hipocampo y el cuerpo estriado, que estan implicadas en la organizacién de diversos

procesos cognitivos, incluyendo el aprendizaje y la memoria (Gonzalez-Burgos, 2009, Zhang y

cols., 2015). Se ha visto que la restriccion de triptéfano y por tanto, la reduccion de 5-HT producen

deterioro de la memoria de corto plazo y en la memoria espacial (Olvera-Cortés y cols., 1998;

Schmitt y cols., 2000; Van der Veen y cols., 2006; Hritcu y cols., 2007). En la Figura 9 se puede

ver la organizacion del sistema serotonérgico en el cerebro de rata.
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Al igual que cualquier otro neurotransmisor, la actividad de la 5-HT est4 mediada por receptores
especificos. Los efectos sinapticos y fisioldgicos de las sinapsis serotonérgicas dependen del tipo
de receptor que resulte estimulado en una sinapsis dada, asi como de la posible interaccién que se
establezca entre los propios terminales serotonérgicos y otros sistemas de neurotransmision tales
como el sistema colinérgico en hipocampo, corteza y estriado, en donde ambos sistemas cooperan

en la regulacion de las funciones cognitivas (Cassel y Jeltsch, 1995).

La familia de receptores de 5-HT consiste en 20 miembros divididos en siete clases que, a su vez,
se pueden subdividir en subtipos (Barnes y Sharp, 1999; Menéses, 1999). La mayoria han sido
localizados en éareas relacionadas con aprendizaje y memoria, tales como el hipocampo, el
estriado, laamigdalay la corteza cerebral (Meltzer y cols., 1998). La lesion de vias serotonérgicas
en hipocampo provoca deficiencias en la memoria de referencia de ratas, al ser evaluadas en el
laberinto acuéatico de Morris (Sprague y cols., 2003). También se ha descrito que el bloqueo
postsinaptico del receptor 5SHT1A favorece el desempefio eficiente de la capacidad de retencion
y memoria de trabajo espacial y de referencia no espacial mediante un efecto facilitador de la
liberacion de acetilcolina (Millan y cols., 2004). Diversas regiones del cuerpo estriado poseen
densidades diferentes de receptores de 5-HT (Barnes y Sharp, 1999). La 5-HT estriatal esta
involucrada en la consolidacion de la informacion relacionada con el aprendizaje. El cuerpo
estriado esta en particular involucrado en la organizacion del aprendizaje y memoria que evocan

respuestas condicionadas, asi como en la memoria de procedimiento (Sweatt, 2003).

En el envejecimiento los niveles de 5-HT se ven reducidos significativamente debido en parte a
una disminuacion de la actividad de la enzima TPH, lo que también se relaciona con problemas a

nivel cognitivo (Esteban y cols., 2010 a y b, Moranta y cols., 2014, Sarubbo y cols., 2015).

1.1.7 Neuroinflamacién y envejecimiento

Durante el envejecimiento en el cerebro aparte de tener lugar las alteraciones comentadas
anteriormente a nivel estructural y neurofisiol6gico, también se produce una alteracion del sistema

inmune dando lugar a procesos de inflamacion, que sera lo que comentaremos a continuacion.

Una amplia variedad de estudios han puesto en evidencia la activacion del sistema inmunitario
durante el proceso de envejecimiento en mamiferos, este fendmeno se denomina inflammaging
(inflamacion asociada al envejecimiento). Se refiere a un fenotipo proinflamatorio que acompafia
al envejecimiento en los mamiferos (Salminen y cols., 2008 a y b). Este fenotipo puede ser
consecuencia de multiples causas, tales como la acumulacién de dafio en los tejidos, la ineficacia

del sistema inmune frente a la defensa contra patdgenos y células huésped disfuncionales, la
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propension de las células senescentes para secretar citoquinas proinflamatorias, el aumento de la
activacion de la via de sefializacion del factor nuclear kappa B (NF-kB) o la aparicion de una
respuesta defectuosa de autofagia (Salminen y cols., 2012 a, b y c).

A mediados del siglo XIX, Rudolf Virchow describi6 por primera vez un tejido conectivo en el
cerebro y la médula espinal, al que llamd Nervenkitt (pegamento neuronal) (Somjen, 1988).
Posteriormente paso a llamarse células de la neuroglia, compuestos por células de la macroglia y
microglia, y se les atribuyd una funcién de soporte en el tejido nervioso. Sin embargo, en las
Gltimas décadas su funcidn se ha vuelto a evaluar, y se ha visto que las células de la microglia
tienen una funcién inmunitaria en el SNC, y que tienen similares funciones que los macréfagos
periféricos (Kreutzberg, 1996). Siendo células inmunitarias, su principal funcion es defender el
organismo frente a la agresion de patdgenos, promoviendo la repacidon del tejido y facilitando la
homeostasis rodeando neuronas Yy astrocitos (Glass y cols., 2010, Spencer y cols., 2012). Sin
embargo, la activacion descontrolada de la microglia da lugar a la produccién de factores que
contribuyen al dafio neuronal, como son las citoquinas (interleuquina-1f (IL-1P), factor de
necrosis tumoral (TNF-a)) (Gibbons y Dragunow, 2006), ROS (Wang y cols., 2006) y glutamato
(Takeuchi y cols., 2006). Cuando se activa la microglia, activa el inflamasoma NLRP3 y las vias
proinflamatorias como la via de la proteina quinasa B (Akt) que activa mTOR, la via de las
proteina quinasas activadas por mitégenos (MAPK), la via de quinasas c-Jun N-terminal (JNK),
y la via de sefializacion de NF-xB (Spencer y cols., 2012), que conducen a una mayor produccion
de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1p, interferones y TNF-o. que es una de las
principales sefiales inflamatorias en el cerebro (Mrak y Griffin, 2005; Green y cols., 2011,
Salminen y cols., 2012 b y c¢). La inflamacion excesiva se considera un factor critico en la
patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o la enfermedad de
Parkinson, ya que en esta situacion hay un aumento de estres oxidativo, donde se liberan radicales
libres como los radicales superéxido y oxido nitrico (NO), todas estas moléculas generan una
retroalimentacion positiva generando un aumento del dafio oxidativo (Spencer y cols., 2012).
Ademas, esta cascada de eventos culminan con el dafio neuronal, por ejemplo se altera la
integridad de las sinapsis porque se alteran proteinas esenciales post y presinapticas como la
drebrina y la sinaptofisina, lo que puede dar lugar a un declive cognitivo y a enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzheimer (Rao y cols.,
2012; Spencer y cols., 2012). Por tltimo, cuando la inflamacidn es excesiva pude llegar a generar

muerte neuronal por apoptosis (MacEwan, 2002; Taylor y cols., 2005).
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A continuacion se explicardn las siguientes vias de sefializacion implicadas en inflamacion
durante el envejecimiento: 1) la via de NF-kB (Spencer y cols., 2012), 2) la actividad de la via de
sefializacion por quinasas mitogenicas MAPK (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer
y cols., 2009 a) y 3) la via de sefalizacion PI3K/Akt/mTOR, que a pesar de no ser un activador
directo de los procesos de inflamacion actla sobre vias de sefializacion que estan implicadas en

inflamacion (Song y cols., 2005).

1) Via de sefializacion de NF-xB: NF-kB esta formado por un complejo heterodimérico formado
por p50/p52 y p65 (Baldwin y cols., 1996). Como se puede ver en la Figura 10 en el citoplasma,
el dimero de NF-kB se une con la proteina inhibitoria 1kB y de esta forma todo el complejo esta
inactivo. Los ROS y otras moléculas activan proteinas quinasas que fosforilan IkB. De forma que
IxB fosforilada se separa del complejo NF-kB, activandolo y permitiendo que se transfiera al
nucleo, una vez entrado en el nucleo p65 se acetila en la lisina 310 asi como se fosforila lo que

permite la transcripcién de genes (Yeung y cols., 2004).

El regulador principal de la inmunidad innata es el sistema NF-kB (Friedman y cols., 2002). El
papel de NF-xB es importante en la defensa del organismo ya que es un sistema que responde a
dafios medioambientales y a su vez organiza las defensas celulares (Karin y cols., 2002; Perkins
y cols., 2007). Sin embargo, la sobreactivacion de la via de NF-xB es uno de los signos
transcripcionales del envejecimiento, asi por ejemplo se ha visto que la expresion condicional de
un inhibidor de NF-kB en la piel envejecida de ratones transgénicos provoca el rejuvenecimiento
fenotipico de este tejido (Adler y cols., 2007). Del mismo modo, la inhibicién genética y
farmacoldgica de la sefializacion de NF-«B evita caracteristicas asociadas a la edad en diferentes
modelos de envejecimiento acelerado en ratones (Osorio y cols., 2012; Tilstra y cols., 2012). Un
nuevo enlace entre la inflamacion y el envejecimiento deriva del reciente descubrimiento de que
las respuestas inflamatorias y el estrés activan NF-xB en el hipotdlamo e inducen una via de
sefializacién que resulta en reduccion de la produccion de hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) por las neuronas (Zhang y cols., 2013). Esta disminucién de la GnRH puede contribuir a
numerosos cambios relacionados con el envejecimiento tales como fragilidad dsea, debilidad
muscular, atrofia de la piel y la reduccién de la neurogénesis. Estos hallazgos sugieren que el
hipotdlamo puede modular el envejecimiento mediante la integracion de las respuestas
inflamatorias impulsadas por NF-kB mediado con efectos neuroendocrinos de GnRH. Ademas
hay que tener en cuenta que la activacion de la via de sefializacion de NF-kB puede ser regulada
por proteinas como SIRT1 que puede inhibir la sefial de NF-kB, desacetilando la subunidad
RelA/p65 en la lisina 310, disminuyendo el proceso de inflamacién en el envejecimiento

(Oeckinghaus y cols., 2009). Por lo que activadores de SIRT1 como son algunos polifenoles
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pueden regular los procesos de inflamacidn (se profundizara sobre este punto en el apartado 1.2.2
Mecanismo de accion de las sirtuinasy su relacion con los polifenoles) (Rice-Evans y cols., 1996;
Santangelo y cols., 2007; Spencer 2009 a, b y 2010).

(kB Activadores de SIRT1:
Resveratrol
Quercetina

Otros polifenoles

Citoplasma

Nucleo

VT
P30 p3oo/

Transcripcion Transcripcion
INACTIVA ACTIVA

l Incremento de genes proinflamatorios
dependientes de NF-xB

INFLAMACION

Figura 10. Via de sefializacion de NF-kB. Relacion con otras proteinas como SIRTL, que desacetila la subunidad
RelA/p65 en la lisina 310, impidiendo la activacidn de la transcripcion de genes proinflamatorios. Los polifenoles como
el resveratrol y la quercetina pueden incrementar la actividad de SIRT1 provocando una represion de la inflamacion.

2) Via de sefalizacion de MAPK: las MAPK incluyen la sefializacion intracelular regulada por
quinasas (MEK1/2, ERK1/2, INK1/2/3, y p38 quinasa), que son importantes en la transduccion
de sefiales extracelulares en las respuestas celulares. Frente a sefiales externas como son las
citoquinas proinflamatorias, entre otros factores, se genera una cascada de sefalizacion
intracelular, en la cual la activacion de estas quinasas conduce a la fosforilacion de proteinas
citosolicas y nucleares (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a). Entre
las proteinas nucleares activadas por estas vias se encuentran los factores de transcripcion STAT,
NF-kB, CREB, c-jun, (Chang y Karin, 2001) que regulan la expresién de genes que conducen a
un incremento en la expresion de moléculas inflamatoria como NO, citoquinas y cicloxigenasa
(COX). Todo ello conduce a un incremento de la inflamacién, que en Gltima instancia puede

provocar dafio celular y tisular (Figura 11).

3) Via de sefializacion PI3K/Akt y su relacion con NF-&B y mTOR: como ya hemos mencionado
AKkt, es una serina/treonina quinasa también conocida como proteina quinasa B (PKB), que est4
implicada en inflamacion y en regulacion de la autofagia por medio de modular la actividad de

mTOR (Song y cols., 2005). Ademas, Akt interacciona con otras vias implicadas en inflamacion,
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como la via de NF-kB. Akt puede fosforilar 1xB y provocar asi su degradacion, con ello se libera
NF-kB, que entonces puede migrar al nicleo y activar la transcripcion de genes (Oeckinghaus y
cols., 2009).

La activacion de la via de PI3K/Akt regula la actividad de mTOR, que es una serina/treonina
quinasa que se presenta en forma de dos complejos multiprotéicos mTOR1 y mTOR2. mTOR
tiene maltiples funciones como controlar la autofagia, el crecimiento celular, la longevidad y la
agregacioén de proteinas que influyen en enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el
envejecimiento (Bishop y cols., 2010). La autofagia es un proceso catabolico regulado de
supervivencia celular cuyo objetivo es eliminar los organulos envejecidos o dafiados, las proteinas
mal plegadas, los agregados proteicos y los patdgenos. Durante la autofagia los elementos
perjudiciales para la supervivencia celular son encapsulados en una doble membrana que
posteriormente se fusionara con el lisosoma que sera el encargado de eliminarlos (Glick y cols.,
2010). Asi se elimina el dafio y se reciclan los componentes celulares, para producir energia o
para ser utilizados en otras reacciones bioquimicas (Yang y cols., 2014). Es un proceso importante
en los procesos de inflamacidn y en respuesta a sefiales de estrés, de esta forma tiene un papel
clave evitando la neurodegeneracion (Glick y cols., 2010). ElI complejo mTOR1 inhibe la
autofagia a través de la proteina S6 quinasa 1 (S6K1) y el factor de iniciacién 4E-unido a proteina
1 (4E-BP1) (Ma y cols., 2009). La inflamacion genera una desregulacion en el proceso de
autofagia, ya que afecta vias de sefializacion como la de mTOR, implicada en este proceso (Yang
y cols., 2014). Durante el envejecimiento se produce una sobreactivacion de mTOR y por tanto
una inhibicion de la autofagia, que es una de las causas que favorecen la aparicién de
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson (Maiese y cols., 2013; Troca-
Marin y cols., 2011). Se ha visto que en el organismo en general, sefiales bajas de mTOR
incrementan la autofagia favoreciendo la longevidad. Sin embargo, la activacion de forma
adecuada de mTOR es indispensable para la morfogénesis de las dendritas, la plasticidad
sinaptica, y la consolidacion de la memoria a largo plazo (Urbanska y cols., 2012; Yang y cols.,
2008). Asi por ejemplo en el hipocampo la inhibicién de Akt debido al envejecimiento, provoca
inactivacioén de la via de sefializacion de mTOR, que también causa un déficit en los procesos de
autofagia y ello origina deterioro a nivel cognitivo (Yang y cols., 2014). Por este motivo, aungue
las implicaciones de mTOR en enfermedades neurodegenerativas han sido ampliamente
estudiadas se debe investigar mas sobre el papel de mTOR durante el envejecimiento (Maiese y
cols., 2013; Troca-Marin y cols., 2011). Ademas se debe tener en cuenta que mTOR es uno, pero
no el Unico factor que regula la autofagia, algunos ejemplos: SIRT1 inhibe mTOR (Guo y cols.,
2011) y también desacetila Akt promoviendo el desarrollo axonal (Li y cols., 2013), también la
via de sefializacion de NF-xB regula mTOR, ya que como hemos explicado NF-xB esta

relacionado con Akt (Yang y cols., 2014).
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En la Figura 11 podemos ver un esquema donde se resumen algunas de las interrelaciones entre

estas proteinas y vias de sefializacion implicadas en envejecimiento e inflamacion en el cerebro.
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Figura 11. Esquema de las principales vias implicadas en inflamacion y autofagia durante el envejecimiento. Cuando
los astrocitos y la microglia se activan por sefiales de estrés como citoquinas y ROS, entre otros, activan vias de
sefializacién intracelulares, como la via de las MAPK o NF-xB. También pueden activar la via PI3K/Akt/mTOR,
aunque también existen otros activadores de esta via como quimioquinas y factores de crecimiento entre otros. MAPK
y NF-kB activan directamente los procesos inflamatorios. La via PISBK/Akt/mTOR estd implicada en autofagia y
proteinas como SIRT1 inhiben mTOR regulando la autofagia. Ademas la via PI3K/Akt/mTOR puede actuar sobre vias
de sefializacion implicadas en inflamacion, asi como ser activado por estas. Esta cascada de eventos intracelulares da
como resultado un aumento en la produccion de citoquinas y ROS que pueden generar inflamacidn, dafio tisular y
apoptosis.

26



Introduccion

1.2 ANTIOXIDANTES EN LA PREVENCION DEL ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

Tal como se ha comentado anteriormente, se considera que el estrés oxidativo puede ser una causa
originaria del envejecimiento y de la aparicion de enfermedades neurodegenerativas. De esta
manera, se asocia el envejecimiento cerebral con un desequilibrio progresivo entre las defensas
antioxidantes y las concentraciones intracelulares de ROS (Reiter, 1998 a y b). Ademas, el declive
cognitivo que acompafia al envejecimiento se correlaciona con una disminucién de la
concentracion de antioxidantes a nivel cerebral (Berr, 2000) y en suero (Rinaldi y cols., 2003).
Por esta razon, se ha sugerido la utilizacion de antioxidantes como posible tratamiento protector
frente al envejecimiento (Gémez-Pinilla y cols., 2012). Un antioxidante se puede definir como
cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el dafio oxidativo provocado por ROS en una
molécula diana (Halliwell, 1997). Los antioxidantes pueden ser moléculas complejas como la
enzima superdxido dismutasa o0 moléculas sencillas como el &cido Urico. Con la aparicion de la
teoria del estrés oxidativo comenzaron muchas lineas de investigacion que intentaron discernir el
posible papel de los antioxidantes en la prevencion del estrés oxidativo. Aunque no hay un
consenso acerca de la efectividad in vivo de los antioxidantes y mucho menos acerca de su
mecanismo de accién durante el envejecimiento, en el organismo no solo son importantes los
antioxidantes enddgenos, ya que existen estudios que sefialan que los antioxidantes de la dieta
podian suprimir la expresion de algunos genes relacionados con el envejecimiento cerebral en
ratones (Liu y cols., 2002) o reducir el deterioro cognitivo previniendo el dafio oxidativo en el
cerebro de ratas envejecidas (Lau y cols., 2005). Algunos estudios sugieren gue los antioxidantes
como la vitamina B, los acidos grasos m-3 (Coley y cols., 2015) y otras moléculas presentes en
frutas y verduras, como los polifenoles, pueden prevenir el declive congnitivo disminuyendo el
riesgo de sufrir enfermedades neurodegenerativas gracias a sus propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias (Joseph y cols., 2009). Dietas como la mediterranea, son ricas en estos
compuestos (Huhn y cols., 2015), por lo que el estudio del impacto de estas moléculas a nivel
cognitivo y molecular durante el envejecimiento, pueden ser (tiles en la prevencion del
envejecimiento de forma natural. Por ejemplo, experimentos que utilizaron una suplementacion
dietética con extractos de fruta y verdura, mostraron una gran efectividad previniendo los efectos
comportamentales deletéreos del envejecimiento tanto cognitivos como motores en ratas (Joseph
y cols., 2009), asi como previenen la aparicion de patologias neurodegenerativas (Corredor,
2006).

Se pueden dividir los antioxidantes de acuerdo con su solubilidad en hidrosolubles y liposolubles.
Los hidrosolubles son las vitaminas B y C (acido ascorbico) o algunos polifenoles como los
taninos hidrosolubles; los liposolubles son la vitamina E o tocoferol, la vitamina A, los

carotenoides, algunas quinonas y la mayoria de polifenoles (Corredor, 2006).
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A continuacion haremos referencia al papel de los polifenoles como posibles moléculas con

potencial para prevenir el envejecimiento.
1.2.1 Polifenoles: clasificacidon y propiedades

Los polifenoles son un grupo de sustancias quimicas, sintetizados por las plantas como
metabolitos secundarios y como fitoalexinas frente a patégenos (Pandey y cols., 2009). Se
caracterizan por la presencia de mas de un grupo fenol por molécula, entre los que podemos
encontrar diferentes tipos de taninos, ligninas y flavonoides. Quimicamente, se pueden clasificar
en 10 grupos en funcién del nimero de anillos de fenol que contienen y los elementos
estructurales unidos a los anillos. Dentro de estos 10 grupos, los flavonoides comprenden el grupo
polifendlico mas abundantes en frutas y verduras, tienen una estructura 2-fenil-1,4-benzopirona
e incluyen 13 subgrupos, entre ellos se encuentran: antocianinas, isoflavonoides, flavonoles,
flavanonas y flavonas (Gomez-Pinilla y cols., 2012). Otros dos grupos importantes de polifenoles
son los estilbenos como el resveratrol y los lignanos o flavolignanos, como la silimarina (Nencini
y cols., 2007).

El conjunto de polifenoles constituye uno de los tipos de antioxidantes mas abundantes en la dieta
mediterranea (Manach y cols., 2004). En una dieta equilibrada de tipo mediterranea la ingesta
total de polifenoles es aproximadamente 1 g/dia, una cantidad que es muy superior a la de otras
clases de fitoquimicos y antioxidantes. Por este motivo se considera que el consumo de
polifenoles en una dieta mediterranea normal puede llegar a ser 10 veces mayor gque el consumo
de vitamina C y hasta 100 veces mayor que el consumo de vitamina E (Scalbert y cols., 2000;
Manach y cols., 2004). Algunos estudios sugieren que los polifenoles pueden alcanzar una
concentracion del orden de 1 nmol/g de tejido en el cerebro, en dietas ricas en polifenoles
(Schaffer, 2012). Se encuentran en verduras y frutas, asi como también en el té, el mate, el café,
la cerveza, el vino (principalmente el tinto), el aceite de oliva, diferentes frutos secos, chocolate,
cereales, etc (Scalbert y cols., 2005 a y b). Ademas, se ha sugerido un papel importante de los
polifenoles en la limitacion de los efectos del envejecimiento actuando como uno de los
principales antioxidante capaces de reducir los dafios oxidativos de lipidos, proteinas,
carbohidratos y del ADN (Khurana y cols., 2013; Cirillo y cols., 2014). Afectan a una amplia
gama de mecanismos en el cerebro que pueden ayudar al mantenimiento de la salud mental, asi
como a la recuperacioén de enfermedades neurodegenerativas (Gomez-Pinillay cols., 2012). Estos
polifenoles han demostrado capacidad neuroprotectora frente a las lesiones inducidas por
neurotoxinas y tienen la capacidad de suprimir la neuroinflamacion, posicionandose como posible
terapias frente a enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Venigalla y cols., 2015).

Sus efectos beneficiosos también incluyen un aumento de la activacion de las vias de sefializacion
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que inducen el aumento de la expresion de genes que codifican para enzimas antioxidantes y para
proteinas protectoras (Vanzour, 2012). Ademas, diversos estudios experimentales en animales
apoyan la importancia de los polifenoles en la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
canceres, enfermedades neurodegenerativas, diabetes o la osteoporosis (Scalbert y cols., 2005 b).
Gran parte de la relevancia de los polifenoles en la proteccion del envejecimiento cerebral se debe
a su capacidad de cruzar la BBB por ser moléculas lipofilicas (Abbott, 2010 y 2013). Se ha
demostrado en una serie de estudios in vitro e in vivo en animales y humanos gue los polifenoles
tienen potencial para inhibir la neuroinflamacién por medio de atenuar la activacion de las vias
de sefializacion intracelulares relacionadas directamente con los procesos inflamatorios como son
la via de sefializacién de MAPK vy la via de sefializacion de NF-kB (Rice-Evans y cols., 1996;
Santangelo y cols., 2007; Spencer 2009 a, b y 2010). De esta forma, regulan la liberacion de
citoquinas como TNF-a (Rojanathammanee y cols., 2013), la expresion de 6xido nitrico sintasa
(iNOS) (Bhat y cols., 1998; Kaminska y cols., 2009; Wen y cols., 2011), la produccion de NO,
asi como regulan la actividad de nicotinamida adenina dinucleotido deshidrogenasa (NADPH) y
pueden quelar metales de transicién como el hierro (Fe) (Levites y cols., 2002; Mandel y cols.,
2005 y 2006).

En este trabajo se estudiaron los siguientes compuestos polifendlicos: resveratrol como
representante de los estilbenos, silimarina en representacién de los flavolignanos, y los

flavonoides guercetina y naringenina.

1.2.1.1 Resveratrol

El resveratrol es un antioxidante polifendlico del tipo de los estilbenos. Fué aislado por primera
vez en 1939 del eléboro blanco (Veratrum album, L. var. Grandiflorum Maxim. Ex Baker)
(Takaoka, 1939). El nombre resveratrol proviene precisamente del nombre de la resina que genera
la planta, el prefijo latin res significa que viene de y el sufijo ol hace referencia a la presencia de
un grupo alcohol en su estructura (Borriello y cols., 2014). Hoy se conoce que esta ampliamente
distribuido en la naturaleza y sintetizado por diversas plantas (ej. Polygonum cuspidatum, Vitis
vinifera, entre otros) como fitoalexina en respuesta a factores de estrés e infecciones externas
(Tyihék y cols., 2011). En la tabla 1 se pueden observar algunos de los principales alimentos que
contienen resveratrol y sus cantidades. Este compuesto tomo cierta relevancia debido al articulo
publicado por Jang y colaboradores en 1997 en el que atribuyeron al resveratrol propiedades
anticancerigenas tanto in vitro como in vivo. Ademas en 2003 Sinclair y colaboradores
descubrieron que el resveratrol podia activar la proteina SIRT1, prolongando un 70 % la vida de
levaduras. Un afio mas tarde, el mismo grupo consiguid prolongar la vida de gusanos y moscas
utilizando el mismo método (Baur y Sinclair, 2006 a). Finalmente en 2006 demostraron que el

resveratrol junto con una dieta baja en calorias aumentaba significativamente la supervivencia de
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ratones de mediana edad (Sinclair y cols., 2006). En roedores, el resveratrol mejora la salud y
previene la mortalidad precoz asociada a la obesidad (Baur y cols, 2010) y tiene efectos
beneficiosos a nivel cardiovascular (Bauer y cols., 2006 a), reduce el deterioro que se produce
con la edad a nivel del aparato digestivo y en los rifiones (Cadenas y cols., 1999; Giovannini y
cols., 2001), previene el cancer de colon (Juan y cols., 2008) y tiene efectos positivos en la
espermatogénesis (Juan y cols., 2005), aunque su mecanismo concreto de actuacion es objeto de
debate. En el caso de humanos el efecto del resveratrol es aln objeto de estudio, sin embargo en
paises como Estados Unidos es uno de los suplementos alimentarios que mas se consumen
(Hubbard y cols., 2014). Esto se debe a algunos estudios epidemiolédgicos que sugieren que el
vino tinto, que es rico en resveratrol, tiene efectos beneficiosos sobre la salud como por ejemplo
en la reduccién del riesgo de demencia (Truelsen y cols., 2002). Se ha observado que en parte
debido a la capacidad de atravesar la BBB el resveratrol tiene efectos neuroprotectores a nivel
cerebral (Moriya y cols., 2011; Narita y cols., 2011; Liu y cols., 2011), se ha visto que la
administracion oral de resveratrol en ratas durante 28 dias induce un incremento de la masa

cerebral probablemente debido a un efecto neurotréfico (Smoliga y cols., 2011).

Por este motivo en las Ultimas décadas, esta sustancia ha sido estudiada como potencial agente
terapéutico y preventivo de numerosas enfermedades. En sintesis las investigaciones hechas in
vitro e in vivo han demostrado que el resveratrol ademas de tener efectos antioxidantes que
disminuyen el estrés oxidativo y ayudan a mantener la integridad mitocondrial, es una molécula
con propiedades anti-tumorales, anti-bacterianas, anti-cancerigenas, anti-inflamatorias, y anti-
envejecimiento, entre otras; por lo que puede ser un tratamiento beneficioso en una amplia

variedad de enfermedades (Yang y cols., 2015).

Alimentos Contenido
Uva roja 50-100 ug/g
Vino tinto 0.1-14.3 mg/l
Vino blanco 0.1-2.1 mg/l
Pistacho 0.09-1.67 ug/g
Aréandanos ~32 nglg
Cacahuetes 0.02-1.92 ng/g

Tabla 1. Contenido de resveratrol en algunos alimentos (Planas y cols., 2011).

1.2.1.2 Silimarina

La silimarina es un antioxidante perteneciente quimicamente a la clase de los polifenoles de tipo

flavolignanos o lignanos. Se obtiene como extracto lipofilico de la semilla de Silybum marianum
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L. (cardo mariano) y estd compuesto por varios flavonolignanos isémeros: silibina, isosilibina,
silicristina, silidianina y dehydrosilibinina (Ding y cols., 2001). A diferencia de la mayoria de
polifenoles su presencia en la dieta no es tan abundante, porque no son tantos los alimentos en los
que esta presente. Se encuentra sobretodo en la alcachofa y en el cardo mariano (Ibrahim'y cols.,
2013) (Tabla 2).

Alimentos Contenido
Alcachofa 15 ugl/g
Cardo mariano 1.5-3 % peso seco

(Silybum marianum)

Tabla 2. Contenido de silimarina en algunos alimentos (Ibrahim y cols., 2013)

La silimarina se utiliza para tratar diversas enfermedades de diferentes drganos y sistemas, tales
como la hepatitis y cirrosis hepatica, en los envenenamientos por setas porque tiene un efecto
protector contra toxinas, e incluso se utiliza en la prevencion de ciertos canceres (Cesanow y cols.,
2006; Karimi y cols., 2005 y 2011). Ademés de antioxidante, a la silimarina se le han atribuido
efectos antifibréticos, inmunomoduladores, anti-inflamatorios, antiproliferativos, antivirales,
evita la hemolisis, es antiosteoporético y también es modulador selectivo del receptor de
estrogeno (Gazak y cols., 2007, Karimi y cols., 2011).

Ademas por su capacidad para atravesar la BBB la silimarina puede ser Gtil en el tratamiento y la
prevencion de algunos procesos neurodegenerativos y neurotoxicos, debido a su actividad
antioxidante (Nencini y cols., 2007). Se ha descrito que es capaz de aumentar la concentracién de
determinados neurotransmisores en el cerebro (Karimi, 2005). Cuando se administra a una dosis
de 200 mg/kg/dia, reduce fuertemente la oxidacion de proteinas en el hipocampo y la corteza de
las ratas con edad avanzada (Karimi y cols., 2011). A nivel cerebral se ha demostrado que el
tratamiento con silimarina en ratas disminuye la peroxidacién lipidica, porque activa e induce un
aumento de los niveles de los sistemas de defensa antioxidante (como son la enzima glutation
peroxidasa, el acido ascorbico y la enzima superdxido dismutasa) (De Groot y Rauen, 1998;

Nencini y cols., 2007).

1.2.1.3 Quercetina

La quercetina es un antioxidante perteneciente quimicamente a la clase de los polifenoles de tipo

flavonoides. La quercetina es el compuesto flavonoide que aparece con mas frecuencia en los
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alimentos (Russo, 2012). En la tabla 3 se pueden ver algunas de las fuentes dietéticas de la

quercetina y sus cantidades.

Alimentos Contenido
Cebollas 284-486 mg/kg
Broccoli 30 mg/kg
Manzanas 36 mg/kg

Peras 6.4 mg/kg

Tabla 3. Contenido de quercetina en algunos alimentos (Hertog y cols., 1992)

Es el flavonoide con mayor actividad antioxidante, por lo que es capaz de inhibir la peroxidacién
lipidica, ya que activa y aumenta los niveles de los antioxidantes endégenos, como la enzima
glutatién S-transferasa (Fiander y cols., 2000). Ademas presenta propiedades anti-inflamatorias
(Orsolic, 2004; Scalbert y cols., 2005 a y b; Chondrogianni y cols., 2010), antifibréticas (Lee y
cols., 2003; Yoon y cols., 2012), anticoagulativas (Bucki y cols., 2003), antibacterianas (Cushnie
y Lamb, 2005), antiarterogénicas y antihipertensivas (Perez-Vizcaino y cols., 2009),
antiproliferativas y anticancerigenas (Gulati y cols., 2006). Ademas modula la actividad
enzimética (Hanasaki y cols., 1994) inhibiendo enzimas como la monoamino oxidasa (MAO)
(Bandaruk y cols., 2012) y favoreciendo la expresion de SIRT1 (Davis y cols., 2009). Por todo
ello protege contra diversas enfermedades tales como la osteoporosis, ciertas formas de cancer,
enfermedades pulmonares y enfermedades cardiovasculares (Singh y cols., 2003; Boots, 2008;
Pérez-Vizcaino y cols., 2009). En referencia al envejecimiento se ha visto que puede prolongar la
vida en levaduras y gusanos (Howitz y cols., 2003; Pietsch y cols., 2009). A nivel cerebral se ha
observado que en ratones viejos tras la suplementacion con quercetina se produce una mejora de
la conducta exploratoria, el aprendizaje espacial y la memoria (Liu y cols., 2006). Asi como se ha
visto que la quercetina es capaz de revertir el envejecimiento y la disfuncién cognitiva que se
producen por la accion de ciertas moléculas como etanol (Singh y cols., 2003) o el péptido B-
amiloide (AP(1-42)) (asociado con estrés oxidativo y neurotoxicidad en la enfermedad de
Alzheimer) (Ansari y cols., 2009).

1.2.1.4 Naringenina

La naringenina es un antioxidante perteneciente quimicamente a la clase de los polifenoles de tipo
flavonoides. Estd presente en diferentes alimentos (Tabla 4), pero se encuentra en mayor
proporcién en zumo de frutas citricas (Erlund y cols., 2001), uvas y en el tomate (Pagangay cols.,

1999). Felgines y cols., 2000, vieron que la naringenina es absorbida eficientemente después de
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alimentar a las ratas con alimentos ricos en este compuesto, lo que hace que este polifenol sea un

buen candidato como agente antioxidante exdgeno.

Alimentos Contenido
Tomate 192 + 372 mg/kg
Zumo de naranja 21-25 mg/l
Zumo de uva 157-241 mg/l

Tabla 4. Contenido de naringenina en algunos alimentos (Erlund vy cols., 2001)

Al igual gue el resto de polifenoles se sabe que es un agente multifuncional que ademas de
propiedades antioxidantes tiene efectos anti-inflamatorios (Hirai y cols., 2007; Angeline y cols.,
2014), antitumorales (Kanno y cols., 2005) y hepatoprotectores (Lee y cols., 2004). En el cerebro
gracias a su capacidad de traspasar la BBB, presenta un efecto neuroprotector contra ciertas
patologias asociadas al envejecimiento como son Alzheimer o Parkinson (Khan y cols., 2012).
En este sentido, se ha demostrado que la naringenina puede mejorar la capacidad de aprendizaje
y la memoria en un modelo de ratas con enfermedad de Alzheimer (Ma y cols., 2013).

1.2.2 Mecanismo de accién de las sirtuinas y su relacion con los polifenoles

Los polifenoles son sustancias antioxidantes y antiinflamatorias con un elevado potencial
neuroprotector que, gracias a su habilidad para modular diversos mecanismos celulares, son
dignos candidatos para prevenir los sintomas del envejecimiento (Pandey y cols., 2009). Entre
estos mecanismos esta la regulacion de proteinas implicadas en envejecimiento e inflamacién,
como las proteinas conocidas como sirtuinas (SIRT). EI nombre de estas proteinas proviene del
inglés Silent Information Regulator proteins (SIRT), es decir proteinas reguladoras de la
informacién silente (Klar y cols., 1979; Rine y cols., 1979; Markus y cols., 2008). Se encargan
de regular las respuestas fisioldgicas frente a sefiales metabdlicas y de estrés, dos factores claves

que afectan al envejecimiento (Duan, 2013).

En los ultimos afios, las sirtuinas han sido investigadas por medio de una variedad de técnicas que
incluyen ensayos in vitro, cultivos celulares, modelos animales de enfermedades
neurodegenerativas y estudios de tejido humano, por su implicacion en varias enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, Huntington, Esclerosis lateral amiotréfica y
atrofia muscular espinal y bulbar (Herkovist y Guarante, 2013). Son clasificadas como
desacetilasas de histonas clase Il (HDAC). Sin embargo, vale la pena sefialar que no todos los

sustratos de sirtuinas son histonas y varios miembros de esta familia de proteinas no tienen
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actividad desacetilasa (Gregoretti y cols., 2004; Dokmanovic y cols., 2007). En los mamiferos,
hay siete miembros de la familia de las sirtuinas y todos se han asociado con la proteccion contra
las enfermedades durante el envejecimiento, por una variedad de mecanismos tales como la
regulacioén de la respuesta al estrés, la apoptosis y la reparacion del ADN (Qiny cols., 2006; Jiang
y cols., 2012). Todas las sirtuinas de mamiferos contienen un dominio de unién NAD+ y un
dominio catalitico, pero difieren en sus dominios terminales (Horio y cols., 2011). Las siete
sirtuinas de mamiferos tienen diferentes sustratos y se localizan en compartimentos celulares
especificos (Yamamoto y cols., 2007 a) (Figura 12). En los mamiferos, por lo menos tres
miembros de la familia de las sirtuinas, SIRT1, SIRT3 y SIRT6 contribuyen al envejecimiento
saludable: SIRT1y SIRT6 regulan la estabilidad gendmica, la via de sefializacion de NF-xB y la
homeostasis de la glucosa a través de la desacetilacion de histonas (Kawahara y cols., 2009; Kanfi
y cols., 2010; Zhong vy cols., 2010) y SIRT3 mitocondrial desacetila proteinas mitocondriales,

previniendo el envejecimiento (Someya y cols., 2010).

Figura 12. Localizacion subcelular de las sirtuinas de mamiferos. Las siete sirtuinas se clasifican en cuatro grupos en
funcion de la homologia de su secuencia. Estas proteinas tienen diferentes actividades enzimaticas y localizaciones
subcelulares (Frye y cols., 2000). Las sirtuinas de la clase | (SIRT1, SIRT2 y SIRT3) se representan con texto rojo.
Estas proteinas tienen actividad desacetilasa en presencia de NAD+ (Du y cols., 2011). SIRT1 generalmente se cree
que tiene una localizacion nuclear, aunque se ha visto SIRT1 citoplasmatica en las neuronas y otros tipos de células
(Hisahara y cols., 2008; Byles y cols., 2010). SIRT2 es una proteina predominantemente citoplasmética que puede ser
transportada al ndcleo (North y cols., 2003; Inoue y cols. 2007) y SIRT3 es una proteina mitocondrial (Onyango y cols.,
2002). Las sirtuinas clase Il (SIRT4) se resaltan en color marron (Haigis y cols., 2006). La sirtuina clase 111 (SIRT5) se
representa en azul y esta enzima mitocondrial tiene actividades demalonilasa y desuccinilasa NAD-dependientes,
ademas de una actividad desacetilasa mas débil (Du y cols., 2011; Peng y cols., 2011; Nakagawa y cols., 2009). Las
sirtuinas clase IV (SIRT6 y SIRT7) estan representadas con texto en verde. SIRT6 es una proteina nuclear con una
débil actividad desacetilasa y actividad ADP-ribosiltransferasa (Liszt y cols., 2005; Michishita y cols., 2008); y SIRT7
se localiza en los nucleolos y tiene actividad desacetilasa (Vakhrusheva y cols., 2008; Du y cols., 2011; Barber y cols.,
2012,). Fuente: Herskovits y Guarante, 2013.
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Ademas de tener una localizacion particular dentro de las células, en el cerebro también cada tipo

de sirtuina tiene un patrdon de expresion variable dependiente de cada region cerebral (Figura 13).
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Figura 13. Patrdn de expresion de las diferentes sirtuinas en distintas regiones del SNC de rata adulta
(Sidorova-Darmos y cols., 2014).

De los siete tipos de sirtuinas, nos centraremos en SIRT1 (110 kDa), que como hemos dicho es
una proteina desacetilasa dependiente de NAD+, que se une a histonas y otras proteinas. SIRT1
tiene generalmente una localizacion nuclear, aunque también se encuentra en el citoplasma
(Herskovits y Guarante, 2013) (Figura 12). La localizacion citoplasmatica de SIRT1 se ha
asociado con la regulacion de la autofagia, la apoptosis, la diferenciacion y la transformacion
oncogénica (Byles, 2010; Hisahara y cols., 2008). Ademas, SIRT1 se ha asociado con la
regulaciéon de multiples funciones fisioldgicas, dependiendo de su localizacion especifica en los
diversos tejidos y organos (Finkel y cols., 2009). La Figura 14 ilustra la implicacion de SIRT1
en esta gran variedad de funciones fisiolégicas (Finkel y cols., 2009). Se ha observado que protege
directamente contra ROS y modula las respuestas inflamatorias, asi se ha visto que la reduccion
de SIRT1 es una de las causas de varias enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como

por ejemplo la diabetes, el cancer, la osteoporosis y la neurodegeneracion (Michan y cols., 2010).
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Por este motivo se ha sugerido en diferentes estudios que las moléculas que puedan modular la
expresion de SIRT1 podrian representar una promesa en la prevencién de los signos de
envejecimiento (Hall y cols., 2013).
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Figura 14. Funciones fisioldgicas de SIRT1. Se muestra la organoespecificidad fisioldgica de SIRT1, acompafiada de
algunas dianas directas e indirectas de la regulacion de sirtuina. Ademas se muestran ejemplos de algunos de los
mecanismos intracelulares reguladores de SIRT1 (Finkel y cols., 2009).

Se han descrito diferentes niveles de regulacion de la actividad enzimatica de SIRT1:

1) a nivel transcripcional, factores como la edad del individuo, la regién del organismo o
condiciones fisiolégicas concretas como los estados de restriccion caldrica pueden cambiar el
patron de expresion de sirtuinas (Sidorova-Darmos y cols., 2014).

2) a nivel post-traduccional, la actividad de las sirtuinas estd regulada por procesos como
fosforilacion, sumolizacion, metilacion y trans-nitrosilacion. Se ha observado que la fosforilacion
en diferentes sitios localizados en los extremos amino y carboxilo terminal puede inducir estados
mas activos de la proteina. Asi y aunque aun no se conoce el mecanismo concreto, se ha visto que
proteinas quinasas como JNK1, DYRK, PKA vy la ciclina B (Cdkl1-B), fosforilan a SIRT1
activandola (Revollo y Li, 2013).
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3) mediante la formacion de complejos proteicos, estos complejos estdn formados por proteinas
moduladoras y pueden tener un efecto activador o inhibidor de sirtuinas. Citamos dos ejemplos:
AROS (active regulator of SIRT1) que es un modulador positivo de la accion de SIRT1 sobre p53
y DBC1 (deleted in breast cAncer 1) que es un modulador negativo de SIRT1 también sobre p53
(Law y cols., 2009).

4) por medio de la union con el co-sustrato NAD+, debido a que la actividad enzimatica de todas
las sirtuinas es dependiente del co-sustrato NAD* (Smith y cols., 2000; Imai y cols., 2010). El
NADH es un inhibidor competitivo de las sirtuinas, por lo que se sugirié que un incremento en la
relaciéon NAD*: NADH, provocado por un cambio en el metabolismo oxidativo, puede derivar en

el aumento de la actividad de las sirtuinas (Lin y cols., 2004).

5) mediante la accion de compuestos activadores de sirtuinas (STACs): Los STACs son
moléculas con capacidad para activar directamente SIRT1 mediante un mecanismo alostérico de
unién al aminoécido GIlu230 localizado en una estructura del dominio N-terminal de la proteina
SIRT1 (Hubbard y cols., 2013) (Figura 15). En experimentos in vitro se han identificado
diferentes STACs, pero la mayoria son compuestos polifendlicos, como flavonoides, estilbenos y
antocianidinas que comparten una estructura quimica caracterizada por anillos fendlicos con
grupos hidroxilo. A parte de los STACs de origen vegetal existen otros sintéticos como SRT1460,
SRT1720, SRT2183 e isonicotinamida un antagonista de los efectos inhibitorios de la
nicotinamida. Dentro de los STACs de origen natural el resveratrol se ha visto que es el mas
potente activando SIRT1 (Hubbard y cols., 2014). Aln se desconoce si los STACs pueden
prolongar la vida, pero los estudios que se han realizado al respecto sefialan que la activacion
directa de SIRT1 podria ser responsable, al menos en parte, de los efectos fisiol6gicos de los
STACs. Por lo que la activacién alostérica de SIRT1, por medio de STACs, se convierte en una
posible estrategia de intervencion terapéutica para tratar muchas enfermedades asociadas con el

envejecimiento (Hubbard y cols., 2014).

En este sentido, se ha descrito que los polifenoles como el resveratrol y la quercetina, activan
SIRT1 in vitro e in vivo, con efectos a nivel cerebral (Cohen y cols., 2004; Davis y cols., 2009;
Bhullar y Hubbard, 2015). El resveratrol estimula la actividad de SIRT1, porque al unirse a la
proteina provoca un cambio de conformacion que incrementa la afinidad de union al sustrato
acetilado y a NAD+, necesario para la activacion de SIRT1 (Chung y cols., 2010). Ademas el
resveratrol no solo se ha propuesto como activador de SIRT1, sino también como inductor de la

sobreexpresion de SIRT1, reduciendo la formacién de ROS (Mannari y cols., 2010).
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Figura 15. Mecanismo propuesto para la activacion alostérica de SIRT1 por medio de STACs. SIRT1 desacetila
proteinas diana (en amarillo) utilizando NAD+ como cosustrato para generar un producto desacetilado, o-acetil-ADD
ribosa (OACADPR) y nicotinamida (NAM). Se ha observado a partir de datos estructurales y bioquimicos un
mecanismo alosterico de activacion directa de SIRT1, por medio de la unién de STACs al Glu230 del dominio N-
terminal de la proteina SIRT1. Mutaciones del glutamato a lisina o alanina (E230 k/S) en la estructura N-terminal,
bloquean la activacion por medio de STACs, como el resveratrol, lo que demuestra que éste es el mecanismo de
activacion de SIRT1 (Hubbard y cols., 2014)

Una vez activa SIRT1 juega un papel critico en la supervivencia celular, porque limita algunas
respuestas del organismo frente el estrés, como puede ser el desencadenamiento de las respuestas
inflamatorias, la apoptosis y la resistencia al estrés oxidativo (Brunet y cols., 2004; Yamamoto y
cols., 2007 b; Horio y cols., 2011), lo que en altimo término favorece la longevidad del organismo
(Chung y cols., 2010; Duan, 2013). EI mecanismo de accion de SIRT1 consiste en regular el
silenciamiento de genes por medio de desacetilar histonas (Figura 16), regulando por tanto la
transcripcion de proteinas relacionadas con el metabolismo energético y mecanismos de
supervivencia (como enzimas reparadoras del ADN, proteinas quinasas, factores de transcripcion,
y coactivadores). Ademas SIRT1 desacetila otras proteinas no histona implicadas en los procesos
de apoptosis, inflamacion y envejecimiento (Xie y cols., 2013) (Figura 17). Asi por ejemplo,
varios estudios han revelado que SIRT1 desacetila la lisina 310 de la subunidad RelA/p65 de NF-
kB, una subunidad critica para la activacién de la transcripcion de genes proinflamatorios y por
tanto del desencadenamiento de los procesos inflamatorios, como es la liberacion de citoquinas
(Yeung y cols., 2004). Al respecto, los polifenoles como el resveratrol y la quercetina pueden
incrementar la actividad de SIRT1 provocando una represion de la inflamacion, a través de la
regulacion de la actividad de NF-xB (Labinskyy y cols., 2006; Chung y cols., 2010). En este
sentido, se ha constatado en modelos de enfermedades inflamatorias créonicas, que los polifenoles
pueden inhibir la inflamacién mediante la activacion de SIRT1, que desacetila NF-xB (Yeung y
cols, 2004; Birrell y cols., 2005; Milne y cols, 2007 y 2008; Rajendrasozhan y cols, 2008). De
acuerdo con estos hallazgos, la reduccidn de los niveles de SIRT1 se correlaciona con el desarrollo

y progresion de muchas enfermedades inflamatorias; asi como por lo contrario la activacion
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farmacologica de SIRT1 puede prevenir respuestas inflamatorias en ratones (Zhang y cols., 2010;
Gillumy cols., 2011; Yao y cols., 2012).

SIRT1

|

DNA

Legend:
base pair
P phosphate

Y lysine
A acetyl
SIRT1

Figura 16. Mecanismo de accion de SIRT1: A) las histonas acetiladas no pueden unirse al ADN, dejandolo libre lo
que permite la transcripcidn de genes. B) cuando SIRT1 se activa desacetila las lisinas de las histonas, dejandolas libres
para unirse a los fosfatos del ADN, lo que impide la transcripcion de genes. C) al unirse las histonas al ADN, este se
enrolla sobre las histonas provocando el silenciamiento de genes (Zhang y cols., 2011).

Se ha demostrado que SIRT1 tiene funciones importantes a nivel cerebral, ya que regula el
metabolismo energético y los ritmos circadianos, el crecimiento axonal, la formacién de dendritas
y por tanto la plasticidad neuronal, la supervivencia neuronal frente al estrés y ejerce proteccion
contra la neurodegeneracién y el deterioro cognitivo asociado a la edad (Ng y cols., 2015). Por
este motivo la disminucién de la expresion de SIRT1 en el hipocampo y en la corteza de rata
debido al estrés oxidativo genera deterioro cognitivo (Wu y cols., 2006). Ademas, tras la
activacion de SIRT1 se han encontrado efectos neuroprotectores en enfermedades neuroldgicas
agudas y crénicas (como isquemia cerebral, dafio axonal, Alzheimer, Parkinson, Hungtinton,
esclerosis lateral amiotrofica, y esclerosis multiple) (Zhangy cols., 2011, Herskovits y Guarante,
2014). Por ejemplo se ha constatado que la activacion de SIRT1 puede regular la patogénesis de
enfermedades como el Alzheimer tanto en cultivos celulares como en modelos de animales de
esta enfermedad, ya que la activacion de SIRT1 inhibe las proteinas p53, NF«kB, factor de
transcripcion forkhead box 3 (FOXO3), receptor de &cido retinoico beta (RARp) y coactivador
transcripcional 1 alfa (PGC1-o)) impidiendo la amiloidogénesis, reduciendo el estrés oxidativo e
incrementando la resistencia a la apoptosis e inflamacion (Bonda y cols., 2011, Ng y cols., 2015).
Debido al papel neuroprotector y al rol antagénico de SIRT1 en la progresion de los procesos

neurodegenerativos, se creia que sus efectos sobre la plasticidad sindptica y las funciones
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cognitivas estaban asociadas al efecto de contrarrestar las condiciones neuropatologicas que
deterioran el aprendizaje y la memoria (Ng y cols., 2015). Sin embargo, en ratones knockout para
SIRT1 en el hipocampo se comprobd que estos animales sufren deterioro de la memoria a corto
plazo, la memoria asociativa, y el aprendizaje espacial comparado a ratones control (Michan y
cols., 2010). También en el hipocampo de estos ratones se detectaron deficiencias en la
potenciacion a largo plazo (LTP), descenso en los niveles de sinaptofisina y en la densidad de
espinas dendriticas (Gao y cols., 2010). Lo que en conjunto sugiere que SIRT1 regula la

plasticidad sinaptica y las funciones cognitivas.

En el estudio de estos animales se ha constatado que SIRT1 regula a nivel epigenético la expresion
de neurotrofinas implicadas en la funcionalidad de las sinapsis. Por ejemplo, cuando descienden
los niveles de SIRT1 también se produce una reduccién de los niveles del factor neurotrofico
derivado del cerebro (BNDF), que se encarga de regular el tamafio y morfologia de las espinas
dendriticas. SIRT1 tiene diferentes mecanismos de regulacion de la expresion de estas
neurotrofinas, una de ellas es la desacetilaciéon de BNDF (Zocchi y Sassone-Corsi, 2012). Por
estas razones se cree que el déficit de SIRT1 en el hipocampo de animales viejos puede dar lugar
a deficiencias a nivel cognitivo. Durante el envejecimiento en humanos un mecanismo
compensatorio del deterioro de areas como el hipocampo puede ser el aumento de las
interacciones entre diferentes areas cerebrales no especializadas en procesos cognitivos (Cabeza
y cols., 2002; Bishop y cols., 2010).
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Figura 17. Esquema del papel de SIRT1 como regulador de varios procesos celulares por medio de la desacetilacion
de histonas y otras proteinas no histonas, controlando procesos como la inflamacion y el envejecimiento.
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Otros mecanismos de accioén de sirtuinas: SIRT 75 kDa

Se ha descrito en condrocitos articulares humanos que el tratamiento con TNF-a produce una
reduccion de la actividad de SIRT1 (110 kDa), que estd acompafiada de su fragmentacién
proteolitica donde se produce un fragmento estable de 75 kDa (Dvir-Ginzberg y cols., 2011). Este
fragmento a diferencia de la forma completa de la proteina SIRT1 (110 kDa) es incapaz de unirse
alacromatinay a los coactivadores asociados a la cromatina. Sin embargo, se ha visto que durante
la respuesta inflamatoria la formacidn de este fragmento de 75 kDa de SIRTL1 tiene la funcién
biolégica de proteger las células contra la muerte celular por apoptosis, blogueando el ensamblaje
del apoptosoma al unirse al citocromo C (Oppenheimer y cols., 2012) (Figura 18). Este estudio
llega a la conclusion que para que se produzca una respuesta inflamatoria es necesaria la
inactivacién de SIRT1, pero aunque esto ocurra SIRT1 tienen un mecanismo biol6gico alternativo
que consiste en la capacidad de evitar la muerte celular por medio de la accion de su fragmento
de 75 kDa (Dvir-Ginzberg y cols., 2011).

Caspase 8 -=~

= \

%Osome:
N /
(REsSSsisesssccecs Cathepsin B
. Cytochrome C
&) o °
0 0
g °0° — . APOPTOSIS
9! Apoptosome  Caspase 3

activation

SURVIVAL

Nucleus

Figura 18. En condrocitos articulares humanos después de la estimulacion con TNF-o se produce permeabilidad
lisosomal dependiente de caspasa 8. La permeabilidad lisosomal aumenta los niveles de la catepsina B en el citoplasma
y el nicleo de la célula. Cuando se activa la catepsina B se escinde SIRT1 (FLSirT1) nuclear para generar un fragmento
de 75 kDa (75SirT1) estable pero inactivo. Este fragmento migra al citoplasma donde interacciona con el citocromo C
en la membrana mitocondrial y bloquea el ensamblaje del apoptosoma. Las flechas negras continuas indican como se
produciria el proceso de inflamacion tras el tratamiento con TNF-o.. Moléculas como ALLN pueden bloquear la
inflamacion evitando la generacion del fragmento de 75 kDa (Opprenheimer y cols., 2012).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipdtesis y objetivos

El aumento de la proporcion de la poblacion envejecida conlleva un aumento en el nimero de
personas que sufren deterioro cognitivo y enfermedades neurodegenerativas. El envejecimiento
provoca modificaciones en distintos niveles en el organismo. Dentro de estas modificaciones, se
encuentra el deterioro en diferentes funciones y sistemas a nivel cerebral, que afectan a los
sistemas de neurotransmision, asi como generan neuroinflamacion; lo que en conjunto da lugar a
un declive cognitivo y motor. Por otro lado se ha visto que el uso de antioxidantes, como son los
polifenoles, puede mejorar las funciones cognitivas en algunos modelos de enfermedades
neurodegenerativas. A partir de estos datos, nos planteamos la siguiente hipdtesis: el tratamiento
con antioxidantes de tipo polifenoles podria ejercer un efecto protector a nivel cerebral,
previniendo ciertos cambios que de forma natural ocurren en el envejecimiento; en particular
cambios a nivel cognitivo y motor, prevencion de la disminucion de neurotransmisores, asi como
la modulacién de la neuroinflamacion, por medio de la regulacién de proteinas implicadas en

envejecimiento e inflamacion como son SIRT1 y NF-kB (entre otros).

Por tanto, el objetivo general del trabajo fue estudiar los efectos del envejecimiento a nivel
cerebral; asi como analizar los posibles efectos protectores de los tratamientos exdgenos con
polifenoles (resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina) sobre los cambios cerebrales que

ocurren en el envejecimiento y también analizar los mecanismos de accién implicados.

De esta manera se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto in vivo de los tratamientos crénicos con los compuestos polifendlicos
resveratrol, silimarina, quercetina, y naringenina sobre las capacidades cognitivas
(memoria de trabajo espacial y episddica, aprendizaje viso-espacial) y la coordinacién
motora, durante el envejecimiento normal en ratas.

2. Estudiar el efecto de los tratamientos cronicos con antioxidantes resveratrol, silimarina,
guercetina y naringenina sobre la sintesis y metabolismo in vivo de neurotransmisores
monoaminérgicos (sistemas catecolaminérgico y serotonérgico), en diversas regiones
cerebrales (hipocampo y estriado) involucradas en el procesamiento de las funciones
cognitivas y motoras, durante el envejecimiento normal en ratas.

3. Estudiar el efecto de los tratamientos crénicos con antioxidantes resveratrol, silimarina,
quercetina 'y naringenina sobre proteinas/vias de sefalizacion implicadas en

envejecimiento e inflamacién (PI3K/Akt/mTOR, MEK1/2/ERK1/2, NF-xB, SIRT1), con

especial énfasis en el analisis de SIRT1 y NF-«xB acetilada.

45






3. MATERIALES Y METODOS

47






Materiales y métodos

3.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas albinas (Rattus norvergicus) macho libres de patdgenos (SPF) y no
consaguineas, de las siguientes edades: ratas jovenes (3 meses, 250-350 gr), ratas adultas (9
meses, 450-550 gr) y ratas viejas (18 y 20 meses, 500-550 gr) (Charles River, Barcelona, Espafia).
Los animales se mantuvieron en un periodo de cuarentena previo a la fase de manipulacion y
experimentacion. Durante el periodo de cuarentena y de experimentacion los animales
permanecieron en el estabulario de la Facultat de Ciéncies de la Universitat de les llles Balears
(Tipo 11, Institute for Laboratory Animal Research (ILAR)) apropiado para mantenimiento de
animales SPF. Los animales se mantuvieron en jaulas de polipropileno o metacrilato translicidas
de dimensiéon 50x30x12 cm (Panlab®, Barcelona), con viruta de madera como material de
nidificacién (Ultrasorb, Panlab). Permanecieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h (luz de 8:00
a 20:00 horas), en condiciones ambientales controladas (temperatura: 22+2 °C; humedad: 50-60
%). Recibieron bebida (agua corriente) y una dieta estandar tipo A04 (Panlab®) ad libitum
recomendada para roedores con una aportacion caldrica de 2900 kcal/kg y la siguiente

composicién nutritiva (Tabla 5):

Composicion Contenido (%)
Humedad 12
Lipidos 3
Minerales y cenizas 5
Fibra 4
Proteina 16
Glucidos 60 (41 es almidoén)

Tabla 5. Composicion de la dieta estandar A04 (Panlab®). Los valores se proporcionan a titulo indicativo. Se trata de
un promedio. Datos extraidos de la ficha técnica de la dieta estdndar A04 Panlab.

Los animales fueron manipulados durante varios dias previos a la realizacién de los experimentos
con el objetivo de minimizar el efecto del estrés debido a la manipulacién durante las pruebas in
vivo. Todos los experimentos in vivo se llevaron a cabo durante las horas del dia, realizando las

pruebas comportamentales siempre de 9:00 a 13:00 horas.

Los animales se pesaron periddicamente durante el periodo completo de duracion de cada
tratamiento, en el momento exactamente anterior a recibir la correspondiente inyeccion
intraperitoneal (i.p), con el objetivo de poder ajustar al peso real la dosis de los tratamientos, asi
como realizar un seguimiento adecuado de los cambios en el peso corporal de los animales. Todos

los procedimientos experimentales con animales se realizaron de acuerdo con las directrices éticas
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establecidas en la Convencién Europea para la Proteccion de Animales vertebrados utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos (Directiva 86/609/EEC) y con el informe favorable
del Comité de Etica de Experimentacion Animal de la Universitat de les llles Balears.

3.2 Tratamientos farmacol6gicos

Con el objetivo de estudiar el presumible efecto beneficioso de los antioxidantes a nivel cerebral
durante el envejecimiento, se realizaron diversos tratamientos farmacoldgicos agudos y crénicos
en ratas, con los siguientes polifenoles: resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina. Durante
los tratamientos, se estudié su efecto in vivo sobre las capacidades cognitivas, mediante la
realizacion de diversas pruebas: radial maze (laberinto radial), reconocimiento de objetos,
laberinto de Barnes y rotarod (cilindro rotatorio). Finalizados los tratamientos, los animales
fueron sacrificados y se disecciono el cerebro, para posteriormente congelar a -80°C las diferentes
regiones hasta el momento de ser analizadas. A partir de las muestras cerebrales obtenidas, se
analizé el efecto de estos tratamientos sobre la sintesis y los niveles de diferentes monoaminas en
varias regiones del cerebro de rata relacionadas con las funciones cognitivas y motoras; y ricas en
terminales nerviosos noradrenérgicos y serotonérgicos, que es el caso del hipocampo; asi como
en el estriado que es una region rica en terminales dopaminérgicos y serotonérgicos. También se
analizaron la sintesis y niveles serotonérgicos en la glandula pineal. Para ello, se utilizo la técnica
de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) con deteccidn electroquimica. Para determinar
la tasa de sintesis de estas monoaminas in vivo, se evalu6 la actividad tirosina hidroxilasa (TH) y
triptéfano hidroxilasa (TPH), que son las enzimas limitantes en las vias de sintesis de
monoaminas. Con este objetivo, se administré un inhibidor de la enzima carboxilasa de
aminoacidos aromaticos (NSD 1015) 30 min antes del sacrificio de los animales. Por otro lado,
también se analizaron los niveles de las proteinas (ERK1/2, MEK1/2, Akt, mTOR, SIRT1 (110
kDay 75 kDa) y NF-xB) en el hipocampo y en determinados casos también en estriado, corteza

frontal, asi como corteza parietal de rata mediante la técnica de Western blot (WB).

De este modo se realizaron los siguientes tratamientos:

Tratamiento agudo con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas macho
Sprague-Dawley, de 18 meses de edad (500-550 g). Se utilizé una dosis de 20 mg/kg, i.p de cada
uno de los siguientes polifenoles de forma independiente: resveratrol (n=5), silimarina (n=5),
quercetina (n=7), naringenina (n=6), ademas de sus controles del mismo peso, edad y cepa (n=6)
tratados con aceite de maiz (1 ml/kg, i.p). Todos los farmacos se prepararon por disolucion en
aceite de maiz. Los farmacos se administraron 60 minutos antes de realizar la prueba

comportamental de radial maze.
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Para los tratamientos crdnicos con los farmacos resveratrol, silimarina, quercetina y
naringenina, los animales recibieron por via intraperitoneal (i.p.) una dosis diaria del farmaco
correspondiente de 20 mg/kg, entre las 8:00-9:00 a.m. Dado el carécter lipofilico de los farmacos
utilizados y para evitar su oxidacién, se prepararon diariamente y se administraron suspendidos
en aceite de maiz. Los animales control recibieron aceite de maiz, ajustado al peso del animal

(Iml/kg/dia i.p), durante el mismo tiempo que los tratados.

Tratamiento crénico con resveratrol en ratas viejas Wistar, de 20 meses de edad (500-550 g) al
inicio del tratamiento, durante 30 dias (n=6). Se utilizaron como controles animales del mismo
peso, edad y cepa (n=6), ademas de ratas jovenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa

para comprobar el efecto de la edad.

Tratamiento crénico con resveratrol en ratas adultas Wistar, de 9 meses de edad (450-550 g) al
inicio del tratamiento durante 15 dias (n=6). Se utilizaron como controles animales del mismo
peso, edad y cepa (n=5), ademas de ratas jévenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa

para comprobar el efecto de la edad.

Tratamientos crénicos con silimarina, quercetina y naringenina, durante 30 dias. Para los
tratamientos cronicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6), se utilizaron
ratas viejas Sprague-Dawley, de 18 meses de edad al inicio del tratamiento (500-550 g) (Charles
River, Barcelona, Espafia). Se utilizaron como controles animales del mismo peso, edad y cepa
(n=6), ademas de ratas jovenes de 3 meses (250-350 g, n=8) de la misma cepa para comprobar el

efecto de la edad.

Los animales fueron sacrificados por decapitacion 1 dia después de la Gltima inyeccidn, a primera
hora de la mafiana (7:00-8:00), con el objetivo de evitar interferencias del cambio de hora en el
ciclo bioldgico de los animales. Todos los animales utilizados para estudiar la modulacion de la
sintesis de monoaminas también recibieron una inyeccion del inhibidor de la descarboxilasa de
aminoacidos aromaticos NSD 1015 (100 mg/kg, i.p.) 30 min antes de su sacrificio (ver apartado
3.4 Determinaciéon cromatografica de la actividad tirosina hidroxilasa (sintesis de DOPA) y

triptéfano hidroxilasa (sintesis de 5-HTP) in vivo).

Durante el tratamiento crénico de 30 dias con resveratrol, a parte de registrar el peso corporal,
también se registr6 la temperatura corporal de las ratas viejas tratadas y control mediante un
termistor (DS 192 1H thermocron® iButtom® Maxim) colocado en el abdomen mediante cirugia,
realizada bajo anestesia general con isoflurano, en condiciones de asepsia, 3 dias antes del inicio

de los tratamientos. De esta forma, se dejo un tiempo adecuado para que los animales se
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recuperaran de la cirugia, y asi evitar interferencias de esta operacion en los resultados de las
pruebas que se han realizado. El termistor registro la temperatura cada 30 min, durante los 30 dias
de tratamiento. Ademas, en estas mismas ratas se realiz6 un registro continuo de la actividad
locomotora espontanea durante el tratamiento cronico. Para ello, se utilizaron marcos de registro
de actividad locomotora de dimensiones 20x20 cm? de didmetro, equipado con dos rayos
infrarrojos localizados a 70 mm de altura. EI movimiento de los animales fue digitalizado y
guardado en un ordenador equipado con un software especifico, registrando la suma del nimero
de veces que el animal interfiere con el rayo y el sensor no detecta el rayo durante intervalos de
15 min. El andlisis de la actividad motora se realizd con el programa disefiado para cronobiologia

El Temps (©Diez-Noguera, Universidad de Barcelona).

3.3 Analisis conductual (pruebas comportamentales)

Para estudiar el efecto de los tratamientos agudos con polifenoles (resveratrol, silimarina,
quercetina y naringenina) a nivel cognitivo, se realiz6 la prueba comportamental de radial maze
(laberinto radial) 60 minutos después de la aplicacion i.p de los farmacos. Para estudiar el efecto
de los tratamientos crdnicos con los mismos polifenoles citados anteriormente a nivel cognitivo,
se realizaron las siguientes pruebas comportamentales: radial maze, reconocimiento de objetos,
y laberinto de Barnes. Asi como la prueba de rotarod (cilindro rotatorio) de coordinacién motora.
Todas estas pruebas, excepto el laberinto de Barnes (para evitar un posible efecto de aprendizaje),
se realizaron al inicio (un dia antes de iniciar los tratamientos cronicos), a la mitad del tratamiento
cronico (15 dias) y al final del tratamiento crénico (30 dias). En el caso del laberinto de Barnes
se realiz6 a los 15 y 28 dias de tratamiento, para no provocar solapamiento temporal entre la

realizacion de las diferentes pruebas el dia 30.

3.3.1 Laberinto radial

Para analizar la memoria de trabajo espacial de los animales se utiliz6 la prueba del laberinto
radial, conocida como radial maze. Fue disefiado para estudiar el aprendizaje espacial y la
memoria en ratas (Olton y Samuelson, 1976). El aparato original consistia en ocho brazos
equidistantes de una plataforma central, donde en el extremo de cada brazo se encontraba
localizada en pequefios recipientes comida como un refuerzo positivo para favorecer la entrada
de los animales en cada brazo. Desde su creacion, el laberinto original ha sido modificado con el
fin de adaptarlo a diferentes protocolos, segun cual sea el objetivo del estudio (aprendizaje,
memoria, otros). El radial maze es una de las pruebas comportamentales mas adecuadas para
estudiar memoria de trabajo (Olton y Samuelson, 1976; Tarragon y cols., 2012). La memoria de

trabajo permite el recuerdo temporal durante el ejercicio de una tarea determinada. En este caso,
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la memoria de trabajo permite al animal recordar que ha entrado recientemente en un brazo. Por
lo tanto, las re-entradas y no entradas en los brazos son errores de memoria de trabajo. El disefio
del aparato asegura que los animales siempre tengan que volver a la plataforma central, después
de visitar cada brazo, lo que obliga al animal a elegir entre ocho posibilidades en cada ocasion.
De esta forma los animales no solo utilizan el olfato como referencia, si no también las referencias
visuales. Diversos estudios demuestran la utilidad de este dispositivo para investigar el efecto de

diversos tratamientos sobre la memoria (Olton y cols., 1976 -1978).

El laberinto radial (Panlab, S.L. Barcelona, Espafia) utilizado en este estudio consiste en una
plataforma central octogonal (28 cm de diametro) a partir de la cual surgen 8 brazos (70x11 cm)
equidistantes (Figura 19), en cuyos extremos se encuentran unos pequefios recipientes en los que
se coloca una pequefia cantidad de comida, para que actle como refuerzo positivo para favorecer
la entrada del animal. En las paredes de la sala donde se encuentra el laberinto hay una serie de
sefiales de referencia que ayudan a los animales a ubicar cada uno de los brazos. Estas sefiales

externas al laberinto contribuyen a la memoria espacial de los animales.

Antes de iniciar la prueba, los animales se mantienen 48 h (en animales viejos) 0 24 h (en animales
jévenes) en ayuno con suministro de agua, para reforzar la necesidad de los animales de buscar
comida y por tanto completar la prueba. La prueba se inicia colocando el animal en el centro del
laberinto permitiéndole explorarlo durante un tiempo méximo de 20 min, durante el cual se anotan
los brazos visitados. La prueba se considera finalizada cuando el animal haya visitado todos los
brazos, en cuyo caso se considera el tiempo transcurrido desde el inicio, o hasta que hayan
transcurrido los 20 min. Cada una de las pruebas es registrada mediante una cadmara de video
digital conectada a un ordenador. Los datos adquiridos de este modo son analizados con el
programa especifico para esta prueba (Smart v2.5, Panlab, S.L, Barcelona, Espafia). Se analizan
los siguientes parametros: el tiempo total transcurrido para que el animal complete la prueba, el
namero total de errores y la distancia recorrida. Se consideran errores cada uno de los brazos no
visitados por el animal y cada una de las repeticiones en los brazos previamente visitados (re-
entradas) a lo largo de toda la prueba. Finalizada la prueba, el laberinto se limpia con etanol 95
% antes de realizar la prueba a un nuevo animal con el fin de evitar posibles errores por

interferencias entre un animal y otro.

Y

Figura 19. Laberinto radial.
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3.3.2 Reconocimiento de objetos

Se realizd el test comportamental de reconocimiento de objetos para estudiar el efecto de los
tratamientos con antioxidantes sobre la memoria episodica. Esta prueba consiste en la valoracién
de la diferencia del tiempo de exploracion de un objeto nuevo y uno conocido o familiar durante
un periodo de tiempo determinado en el contexto de un campo abierto. Esta prueba se basa en la
capacidad exploratoria espontanea innata de los roedores hacia la novedad, de forma que el
comportamiento puede verse alterado por la interaccion con un objeto nuevo; provocando
respuestas de estrés, o de acercamiento al objeto nuevo, asi como un incremento en los niveles de
corticosterona en plasma, indicador de estrés en ratas (Antunes y Biala, 2012). Basicamente se
observa la memoria del animal al reconocer el objeto familiar y la novedad que supone el objeto
desconocido. El reconocimiento del objeto nuevo puede evaluarse por la diferencia en el tiempo
de exploracion de los objetos nuevo y familiar.

Ennaceur y Delacour en 1988 estudiaron por primera vez la prueba de reconocimiento de objetos
en roedores, donde llegaron a la conclusién de que esta prueba es un ensayo conductual simple
de la memoria basado principalmente en el comportamiento exploratorio innato de un roedor en
ausencia de reglas o de refuerzos aplicados externamente. Esta prueba se ha convertido en un
modelo ampliamente utilizado para la investigacion de las alteraciones de memoria tras
tratamientos farmacolégicos, dafio cerebral y para estudiar las bases neuronales de la memoria
(Goulart y cols. 2010). Modificando ciertos parametros, como son el tiempo entre fases, la
colocacion vy tipo de objetos (material, forma, color), asi como el entorno donde se realiza la
prueba, se puede configurar para medir la memoria episddica, la atencion y la ansiedad en

roedores (Goulart y cols., 2010; Silvers y cols., 2007).

La medida de reconocimiento se ve influida por el intervalo entre el tiempo dedicado a explorar
el objeto nuevo y el tiempo explorando el objeto familiar, asi como el tiempo transcurrido entre
las fases del experimento que se explican a continuaciéon (Ennaceur y Delacour, 1988). Cuando
los animales estan en contacto con un objeto familiar y otro nuevo, tienen una tendencia innata a
pasar mas tiempo en el objeto nuevo que en el familiar (Ennaceur, 2010). Este test no requiere
motivaciones externas de refuerzo, solamente es necesario un periodo de habituacion con el objeto
familiar y con el lugar donde se realiza la prueba que puede ser llevado a cabo en un periodo corto
de tiempo (Silvers y cols., 2007). Esta habituacion es necesaria, porque el ambiente en el que se
realiza la prueba puede modificar la conducta del animal. La preferencia por el objeto nuevo
significa que la presentacion del objeto familiar existe en la memoria del animal, entonces lo que
medimos es la memoria episodica, que consiste en la capacidad de recordar sucesos ocurridos

anteriormente durante un cierto periodo de tiempo (Ennaceur, 2010).
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En este trabajo la prueba se realizd en un campo abierto de (93x93x61 cm de altura) construido
con madera, con una base de formica que contiene un dibujo de 2 circulos concéntricos dibujados
sobre un fondo blanco. Sujetos a la base se colocan equidistantes dos objetos, que pueden ser
iguales o diferentes en tamario, color y forma dependiendo de la fase del experimento (Figura
20). El campo abierto y los objetos se limpiaron con etanol 95 % antes de comenzar el test con
otra rata. Los circulos concéntricos permitieron dividir el dispositivo en zonas (periféricas y
centrales) cuyas visitas también fueron medidas asi como las micciones y defecaciones del animal

durante la prueba, constituyendo una medida del grado de ansiedad del animal.

Esta prueba consta de las siguientes fases:

Habituacion: con el fin de acostumbrar los animales al lugar donde se realiza la prueba, se coloca
cada animal en el campo abierto, durante 5 min diarios, los 5 dias previos a la prueba. Permitiendo

la exploracion y habituacion con el lugar donde se realizara la prueba.

Rehabituacion: el dia de la prueba, se coloca cada animal en el campo abierto durante 1 min,
permitiendo el reconocimiento del ambiente por parte del animal.

Familiarizacion: se sitlan dos objetos (cubos de plastico de 6x6 cm) a 16 cm de la pared y
separados 37 cm entre ellos. A continuacion se coloca el animal permitiendo la exploracion de
estos dos objetos hasta que el animal consiga 30 s de exploracion total, o en el caso de no
conseguir 30 s, se deja que el animal este en el campo abierto hasta un maximo de 10 min,
anotando el tiempo total de exploracion de cada objeto. Se consideré como tiempo de exploracién
el tiempo en el que la nariz o la boca de los animales estuvieron en contacto con el objeto. Este
tiempo fue cronometrado y registrado por el investigador que realizé la prueba. Durante la sesion
de familiarizacion ambos objetos son nuevos, por lo que el tiempo empleado en la exploracién de
ambos objetos debe ser similar. Los objetos eran de plastico con tres formas diferentes que no
tenian relevancia para los animales ni por su forma ni por su color y nunca habian estado asociados

con refuerzo, ni los habian visto antes.

Periodo de retraso: se dejaron transcurrir 10 min desde la fase de familiarizacion hasta la fase

de prueba (memoria a corto plazo); durante este tiempo los animales estuvieron en sus jaulas.

Prueba: se colocan a igual distancia en el centro del campo abierto dos objetos (en el mismo lugar
que los objetos de la fase de familiarizacion), uno de ellos igual a los colocados en la fase de
familiarizacion (objeto familiar) y otro de diferente forma y color. A continuacion, se coloca en

el centro del campo abierto la rata y se apunta el tiempo de exploraciéon de cada objeto, hasta

55



alcanzar un total de 30 s, correspondientes a la suma del tiempo de exploracion de ambos objetos,
0 hasta un tiempo méximo de 10 min si no consigue completar 30 s de exploracion entre los dos
objetos. Se anota el tiempo dedicado a la exploracidn del objeto nuevo y el objeto familiar.

A) B) 0

Figura 20. Campo abierto. A) Fase de habituacion, B) Fase de familiarizacion, C) Fase de prueba.

3.3.3 Laberinto de Barnes

Se realizd la prueba comportamental del laberinto de Barnes, también conocido como Barnes
maze, para estudiar el efecto de los antioxidantes en el aprendizaje espacial a los 15 dias y a los

28 dias de tratamiento.

El laberinto de Barnes fue creado por Carol A. Barnes en 1979. Es un laberinto utilizado en
investigacion para estudiar aprendizaje espacial. La funcién bésica del laberinto de Barnes es
determinar la habilidad de los animales para aprender y recordar la localizacion de la caja diana
0 de escape (target), utilizando sefiales de referencia localizadas en la sala donde estéa colocado el
laberinto. Esta tarea depende de la tendecia de los animales para escapar de un ambiente aversivo
en basqueda de proteccién y de la capacidad de memoria espacial dependiente del hipocampo
(Harrison y cols., 2009). Esta prueba no invasiva es también (til para estudiar el efecto de
sustancias quimicas o lesiones neuroldgicas sobre la cognicién, asi como para detectar cambios

cognitivos en patologias neurodegenerativas (Barnes, 1979).

En este trabajo se utiliz6 una plataforma circular de madera que se encuentraa 73,5 cm por encima
del suelo, color azul opaco (130 cm de diametro) con 18 agujeros (10 cm de didmetro)
equidistantes (10 cm entre orificios) ubicados en el perimetro de la plataforma. Debajo de uno de
los agujeros se encuentra una caja de escape (28x18x9,5 cm) a la que nos referimos como target
(objetivo) o caja de escape. Desde el centro del laberinto todos los agujeros son idénticos y la caja
de escape tampoco se discrimina visualmente desde otros puntos del laberinto. La posicion de la
caja de escape se mantiene en el mismo lugar durante todo el experimento. Finalmente, para
colocar al animal en el centro del laberinto hasta el comienzo del experimento se utiliza una caja

de inicio (10 cm de diametro) (Figura 21 y 22). Ademas, la agorafobia natural de las ratas se
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acentua por la presencia de dos focos de 500 W, colocados 200 cm por encima de la plataforma

circular.

Se utilizan diferentes sefiales visuales con varios colores y formas, que se colocan en las paredes
que rodean el laberinto; como referencia espacial para los animales. Ademas, las ratas tienen otras
sefiales visuales espaciales en la habitacion (por ejemplo una cortina, un ordenador). Estas sefiales
no se mueven durante todo el experimento ya que éstos son los puntos de referencia del animal
para localizar el target o caja de escape (Brown 1996; Deacon y Rawlins 2002; Barret y cols.,
2009). A medida que se realizan las pruebas, el experimentador tiene que poder observar
directamente el experimento, a la vez que éste es una referencia mas para el animal, por este
motivo es muy importante que el experimentador permanezca en el mismo lugar durante todo el

experimento.

.: N .

CAJA DE ESCAPE

@ 130 cm diametro total

OPUESTO

Figura 21. Diagrama del laberinto de Barnes utilizado para evaluar el aprendizaje espacial y la memoria a corto plazo
en ratas.

Figura 22. A) Laberinto de Barnes y B) target o caja de escape.
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En este trabajo se empled un procedimiento modificado del descrito por Barnes (1979). Consiste

en varias fases: familiarizacion, entrenamiento y test.

Familiarizacion: el dia antes de la prueba (dia 1, 24 h antes del experimento), las ratas se someten
a unarutina de familiarizacion para habituarlas al laberinto y la caja de escape. Cada rata se coloca
en la caja de inicio que se encuentra justo en el centro del laberinto. Después de 10 s, la caja se
levanta, la luz se enciende y el animal tiene 3 min para entrar en la caja de escape. Si no la
encuentra, se dirige al animal manualmente a la caja de escape. Una vez que el animal esté dentro
de la caja de escape la luz se apaga. En esta caja de escape los animales permanecen durante 2

minutos y a continuacion, se devuelven a su jaula de origen.

Entrenamiento: el dia 2 las ratas reciben una sesion de 3 entrenamientos separados cada uno por
un periodo de 10 min para aprender la ubicacion de la caja de escape. El agujero/ubicacion de la
caja de escape se mantiene constante durante todo el experimento. En cada entrenamiento, la rata
se coloca en la caja de inicio en el centro del laberinto, se levanta la caja despuésde 10s y la luz
se enciende. Cada entrenamiento finaliza cuando el animal encuentra la caja de escape 0 en su
defecto cuando hayan transcurrido 3 minutos como tiempo maximo. En caso de que el animal no
haya encontrado la caja de escape se coloca el animal manualmente en la caja, donde permanece
durante 1 min. Al final de cada entrenamiento el animal se devuelve a su jaula y después de 10
min comienza el segundo entrenamiento. La superficie del laberinto se limpia con etanol 95 %

entre cada animal y sesion.

Test: el objetivo de esta fase es determinar si el animal ha aprendido donde se encuentra la caja
de escape. Tiene lugar 10 minutos después del Gltimo entrenamiento. Los animales se colocan en
el centro del laberinto dentro de la camara de inicio. Se levanta la camara a los 10 s, la luz se
enciende y se deja a la rata explorar el laberinto. La prueba finaliza en el momento que el animal

encuentra la caja de escape o en su defecto cuando hayan transcurrido 90 s como tiempo maximo.

Parametros a analizar: se cuantifica el tiempo total de exploracion (latencia total) en el laberinto
para alcanzar la caja de escape. Ademas, se registra la estrategia realizada por el animal para
encontrarla (Harrison y cols., 2006 y 2009). Existen tres estrategias diferentes con el fin de
buscar la caja de escape (Rueda-Orozco y cols., 2008). Estrategia directa: las ratas se dirigen
directamente a la caja (Figura 23A). Estrategia seriada: exploran los agujeros siguiendo una
direccion de forma secuenciada (uno a continuacién del siguiente) (Figura 23B). Cualquier otra
forma de acercarse a la caja de escape se considera una estrategia mixta o aleatoria (Figura 23C).

Por altimo, también se cuantifica el nimero total de errores, que es la suma de todos los agujeros
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visitados (cada vez que el animal asoma su cabeza por debajo del plano de la superficie de la

plataforma) donde no se encuentra la caja de escape.
A) Directa B) Seriada C) Aleatoria

Figura 23. Esquema de los tres tipos de estrategias que el animal puede seguir para encontrar la caja de escape.

3.3.4 Rotarod (cilindro rotatorio)

Se realiz6 la prueba del cilindro rotatorio, también conocida como rotarod, para probar los efectos
sobre la coordinacion motora y la resistencia a la fatiga en ratas, al inicio del tratamiento crénico
(un dia antes de la administracion de farmacos), a la mitad del tratamiento crénico (15 dias) y al
final (30 dias) de los tratamientos crénicos con los antioxidantes (resveratrol, silimarina,
quercetina y naringenina). La prueba del cilindro rotatorio es una prueba basada en la habilidad
de los roedores para mantener el equilibrio en una rueda rotatoria que puede girar con una
velocidad fija o con aceleracion. Los animales son colocados en la rueda y la latencia para caer
es una medida de su coordinacion motora (Bogo y cols., 1981).

En este trabajo, se utilizd la rueda de aceleracion modelo LE8350 Rotarod para 2 ratas de més de
500 g (Panlab, S.L, Barcelona, Espafia) (Figura 24). Consiste en una rueda de aceleracion
colocada sobre una plataforma. Al caer el animal sobre la plataforma el aparato registra el tiempo
transcurrido y deja de girar. El rotarod es controlado por un microprocesador que controla el
tiempo de permanencia en la rueda y regula la aceleracion. La rotacion se ajusta electronicamente
a una velocidad (4-40 rpm) usando un dial en el panel frontal. También se selecciona la tasa de
aceleracion en un tiempo definido (60 s). El aparato se limpio6 con etanol 95 % antes de comenzar

la prueba con otra rata.

Figura 24. Aparato de rotarod.
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Previamente a las pruebas se entrenan los animales durante varias sesiones (durante 5 dias previos
al dia de la prueba) en el aparato de rotarod con rotacion constante hasta conseguir que la rata se
mantenga en el aparato un tiempo estable antes de caer. A continuacion, el dia de la prueba, las
ratas se colocan en el aparato en modo de aceleracion (incremento de velocidad de 4 a 40 cm/s
durante un periodo de 60 s). Se registra el tiempo que las ratas permanecen en el aparato sin caer.
Cada rata realiza la prueba 5 veces y se considera como resultado final de la prueba la media

aritmética de las 5 pruebas.

3.4 Determinacion cromatogréfica de la actividad tirosina hidroxilasa (sintesis de DOPA) y

triptéfano hidroxilasa (sintesis de 5-HTP) in vivo

La actividad in vivo de las enzimas tirosina hidroxilasa (TH, tirosina-3-monoxigenasa, EC
1.14.16.2) y triptéfano hidroxilasa (TPH, triptéfano-5-monoxigenasa, EC 1.14.16.4), enzimas
limitantes de la sintesis de catecolaminas y serotonina respectivamente, fue determinada midiendo
de forma simultanea la acumulacién de 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA) y 5-hidroxitriptéfano
(5-HTP) en los 30 min siguientes a la inhibicion de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
con una dosis efectiva maxima de 100 mg/kg, i.p de 3-hidroxibenzilhidrazina HCI (NSD 1015)
(Carlsson y cols. 1972; Nissbrandt y cols. 1988) (Figura 25). Este método de la acumulacién de
los precursores DOPA y 5-HTP es el méas usado para evaluar la actividad in vivo de las enzimas
TH y TPH cerebrales. La DOPA vy el 5-HTP formados a partir de la hidroxilacién por dichas
enzimas enddgenas fueron medidos por HPLC con un detector electroquimico.

Existen dos isoformas del enzima TPH: TPH-1 que se expresa principalmente en la glandula
pineal y en las células del intestino (Walther y cols., 2003) y TPH-2 que se expresa
preferentemente en el resto del cerebro, donde tiene un papel fundamental en la sintesis de
serotonina (5-HT) (Zhang y cols., 2004). Por lo tanto, los datos sobre la sintesis de 5-HTP en
cerebro se refieren a la actividad de la TPH-2, mientras que las medidas en la pineal hacen
referencia a la actividad de la TPH-1. En cuanto a la TH, solo se ha descrito una isoforma, pero
debido a que la hidroxilacion de la tirosina es un paso comun en la sintesis de catecolaminas, la
acumulacién de DOPA en el cuerpo estriado indica preferentemente la sintesis de dopamina (DA)
(Sastre-Coll y cols., 2002), mientras gque en el hipocampo, indica principalmente la sintesis de
noradrenalina (NA) (Sastre-Coll y cols., 2002).

De esta forma, se determind la sintesis de NA en hipocampo, una region cerebral rica en

terminales nerviosos noradrenérgico. También, la sintesis de DA en el estriado, una region rica

en terminales dopaminérgicos. Y la sintesis de 5-HT se midi6 en ambas regiones cerebrales que
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son ricas en terminales nerviosos serotonérgicos. También se midio la sintesis de 5-HT en la

glandula pineal.

TIROSINA TRIPTOFANO
Tirosina hidroxilasa Triptéfano hidroxilasa
Y r
L-DOPA 5-HTP
Descarboxilasa de aa aromaticos (-) NSD1015(-) Descarboxilasa de aa aromaticos
Y Y
DA 5-HT
MAO (monoiminoe oxidasa) MAO
Dopamina B-hidroxilasa
' HVA 5-HIAA
NA

Figura 25. Esquema del efecto del NSD 1015 sobre las vias de sintesis de monoaminas.

3.4.1 Diseccién y preparacion de muestras

Tras decapitar las ratas, los cerebros fueron extraidos rapidamente y se diseccionaron las distintas
regiones a estudiar en una placa de aluminio a 4 °C. Se extrajeron el hipocampo, estriado y
glandula pineal (Figura 26), junto con otras regiones para otros estudios. Estas regiones
cerebrales se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C hasta el

momento de su procesamiento (Esteban y cols., 2010 a).

Antes de proceder a la homogenizacidn, las regiones fueron pesadas y colocadas individualmente
en tubos frios que contenian 1 ml de tampdn de homogenizacion (HCIO4 0,4 M, K:EDTA 0,01
% y Na>S»050,1 %), y en el caso de la glandula pineal 120 ul de tampon de homogenizacion. Se
utiliz6 un homogenizador Ultraturrax (tipo Tp 18/10) a velocidad maxima durante 30 s. En el
caso de la glandula pineal, en lugar de homogenizar, se sénico durante 10 s a una amplitud de
onda de 30 %. A continuacion las muestras se centrifugaron a 40.000 g durante 20 min a 4°C, y
las glandulas pineales a 40.000 g durante 5 min a 4°C (centrifuga refrigerada serie Biocen 22R,
con rotor 222) y el sobrenadante se filtré con un filtro de jeringa de teflon de 0,45 um de diametro
de poro (Spartan-3, Sigma-Aldrich; Millex®-LH; Millipore; Billerica, Mass, USA). Estos
sobrenadantes filtrados se volvieron a congelar a —80 °C hasta el momento de su cuantificacion

por HPLC con deteccion electroquimica.
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frontal cerebelo
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Figura 26. Representacion esquematizada de la diseccion del cerebro de rata (vision sagital).

3.4.2 Analisis cromatografico

Los niveles de monoaminas, de sus precursores y metabolitos fueron determinados por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), con deteccion electroquimica (Figura 27). Se
inyectaron alicuotas de 20-50 pl de los sobrenadantes de las muestras cerebrales de hipocampo,
estriado y glandula pineal. Se determind simultdneamente noradrenalina (NA),
dihidroxifenilalanina (DOPA), é&cido dihidroxifenilacético (DOPAC), dopamina (DA), 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP), acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), acido homovanilico (HVA) y
serotonina (5-HT).

Figura 27. Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Para separar los compuestos anteriormente citados se utilizo una columna de tipo Spherisorb S3
ODSI1 (5 pm de tamafio de particula, 4,6 mm x 100 mm; Waters) acoplada a una precolumna
Tracer ODS2 C18 (2-5 um de tamafio de particula) (Teknokroma). La columna se mantuvo a 35
°C, al igual que el detector electroquimico y las muestras se mantuvieron a 4 °C. La fase movil
(KH2PO4 0,1 M; &cido octano sulfonico (OSA) 2,1 M; K:EDTA 0,1 M, KCI 2 mM y metanol 10

62



Materiales y métodos

% (v/v); con pH ajustado al rango 2,72-2,76 con HsPO4 85 %) fue impulsada a un flujo de 0,8
ml/min por una bomba de doble piston tipo Waters 600 controller. Para evitar la formacion de
burbujas se burbujeo helio de forma continua en el eluyente.

Los compuestos fueron detectados electroquimicamente, manteniendo un potencial aplicado de +
0,75 V frente al electrodo de referencia in situ (Ag/AgCl) (Waters 2465 Electrochemical
Detector). La corriente producida fue captada por un ordenador PC gracias al software Empower
Pro de Waters®, a través de una interfase tipo WAT busSAT/IN Module (Waters).

Las concentraciones de NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HTP, 5-HIAA, HVA y 5-HT de la muestra
inyectada fueron calculadas interpolando la altura del pico correspondiente en la curva estandar
realizada diariamente para cada compuesto, con patrones externos (Figura 28). Se utilizo el

software Empower Pro. Los valores de los compuestos se expresaron en ng/g de tejido humedo.
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Figura 28. Analisis cromatogréaficos de distintas preparaciones. Los cromatogramas representan distintas preparaciones
estandar (20 y 30 pl) y preparaciones de las regiones hipocampo y estriado del cerebro de ratas control. En estos
cromatogramas se identifican los siguientes compuestos por orden de aparicion: NA, DOPA, DOPAC, DA, 5-HIAA,
5-HTP, NSD 1015, HVA y 5-HT. N.I. = compuesto no identificado porque no corresponde con el tiempo de retencion
de ninguin compuesto presente en el estandar.
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3.5 Deteccion y cuantificacion de la inmunoreactividad de proteinas mediante la técnica de

western blot

3.5.1 Preparacion de las muestras

Para la detecciéon y cuantificacion de las distintas proteinas que forman parte de la via de
sefializacion de PI3K/Akt/mTOR, MAPK, SIRT1, NF-xB se procesaron el hipocampo, el
estriado, la corteza frontal y la corteza parietal de animales sometidos a distintos tratamientos con

el protocolo descrito a continuacion.

Se homogenizaron de 100 a 150 mg de tejido de las distintas regiones cerebrales con un
homogenizador de aspas Ultraturrax a maxima velocidad, dos veces durante 10 segundos (dejando
5 segundos entre cada homogenizacién), en una proporcion 1:15 peso/volumen de tamp6n de
homogenizacion: 50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 mM EDTA,; 2 % SDS y mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas 10 mM. A continuacion, las muestras fueron sonicadas tres veces durante
5 segundos. Una alicuota del homogenado fue congelado a - 80 °C hasta su utilizacién para la
determinacion del contenido proteico segun el método del &cido biciconinico (ver apartado 3.5.2
Determinacion del contenido proteico de las muestras). Una vez calculado la cantidad de proteina
total en cada muestra, los homogenados totales obtenidos se ajustaron con tampon de
homogenizacion a una concentracion de 3 ug/ul. A continuacion se afiadio el mismo volumen de
tampén Laemmli de carga (50 mM Tris-HCI, pH 6,8; 1,5 % SDS; 10 % glicerol; 2,5 % 2-
mercaptoetanol; 0,1 % azul de bromofenol). Las muestras se desnaturalizaron por calor en un
bafio maria a 95 °C durante 5 min y se almacenaron a - 20 °C hasta su posterior analisis. La
preparacion de las muestras se llevé a cabo en tandas de unas 10 muestras de las que al menos
dos procedian de animales control. En todo momento se controlé el tiempo para que todo el
tiempo de procesamiento no excediera de 1 hora. La temperatura fue controlada manteniendo las

muestras a 4 °C durante todo el procedimiento.

3.5.2 Determinacion del contenido proteico de las muestras. Método del &cido biciconinico
(BCA)

Debido a la presencia del detergente aniénico SDS en el tampon de homogenizacion, la
determinacion del contenido proteico se llevé a cabo utilizando el método del acido biciconinico
que es compatible con una concentracion de hasta un 1 % de SDS (Smith y cols., 1985). En este
método las proteinas reaccionan a través del enlace peptidico con el i6n cobre Il (Cu?)
reduciéndolo en medio alcalino a cobre | (Cu*) (reaccion de Biuret). Dos moléculas de acido

biciconinico reaccionan con una molécula de cobre | para dar una coloracion purpura al medio.
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Este complejo soluble en agua posee un maximo de absorbancia a una longitud de onda de 562

nm.

En una placa multipocillos se prepararon la curva patron y las muestras, para proceder a la lectura
de su absorbancia a esta longitud de onda. Se realiz6 una curva patron, a partir de una disolucion
conocida de albumina bovina (2 ug/ul), cuyo intervalo de concentracion fue de 0,05 a 0,7 ug/ul.
De forma paralela se prepararon las muestras en las que se queria determinar el contenido
proteico. Para ello se diluyeron 20 ul de muestra con 20 ul agua bidestilada, completando un
volumen de 40 ul. A continuacion se afiadieron, tanto a las muestras como a la recta patron, 2 mi
de reactivo BCA (Pierce, U.S.A.) compuesto por 50 volimenes de reactivo A (carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, &cido bicinconinico y tartrato de sodio en 0,1 M de hidréxido de sodio) y
un volumen de B (sulfato clprico). Las muestras se procesaron por triplicado y la recta patrén por
duplicado. La placa se incub6 a 37 °C durante 30 min y, posteriormente, se dejo reposar a
temperatura ambiente. Hasta la lectura se mantuvo la placa en oscuridad para evitar que se
degradaran los compuestos presentes en la placa. Los valores de absorbancia se midieron en un
espectrofotometro  (BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, Alemania) a 562 nm. Este
espectrofotometro proporciona automaticamente los valores proteicos de las muestras al

extrapolar sus absorbancias con las de la curva patron mediante regresion no lineal.

3.5.3 Electroforesis

Para la separacidn de las proteinas se utilizé la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) (Laemmli, 1970).

Los geles de poliacrilamida son soportes restrictivos que evitan la conveccion y minimizan la
difusion, ademas participan directamente en el proceso de separacion de las muestras. Se preparan
de modo que sus poros sean de un tamafio comparable al de las proteinas de manera que produzcan
un efecto de tamizado molecular. Los geles de poliacrilamida se preparan a partir de un compuesto
monomérico de bajo peso molecular (acrilamida) que polimeriza en largas cadenas. Para unirlas
se utiliza la N,N’-metilen bisacrilamida en una relacién arcrilamida:bisacrilamida constante de
37,5:1. El pardmetro decisivo que determina el reticulado del gel es la concentracion total de

monomeros (acrilamida + bisacrilamida).

Por otra parte, el SDS (CHs; (CH2)10 CH2 = SOs'Na*) interacciona con la gran mayoria de las
proteinas por absorcién no especifica, formando complejos. En presencia de una concentracion

de SDS superior a 8 mM cada gramo de proteina une 1,4 g de SDS, lo que equivale a la unién de
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una molécula de SDS por cada dos residuos de aminoéacidos. Como cada molécula de SDS
proporciona una carga negativa (debido a su grupo SOy), las cargas propias de las proteinas
quedan asi enmascaradas 0 anuladas y los complejos proteina/SDS estan cargados de forma
uniforme. La carga por unidad de masa es practicamente constante para todos los complejos
proteina/SDS e hidrodinamicamente todos se comportan como elipsoides, de unos 18 A de
didmetro menor. Solo difieren en su longitud, acorde con el tamafio de cada proteina. La
movilidad electroforética en estas condiciones desnaturalizantes estd en funcion de la masa
molecular de cada proteina. La separacidn ocurre principalmente como resultado del tamizado
molecular a través del gel, de manera que cuanto menor sea la masa mayor serd su movilidad. El
campo eléctrico al que se someten las proteinas durante la electroforesis suministra la fuerza
impulsora a través del tamizado molecular. La concentracion de acrilamida en el gel determinara
el rango de separacion de las proteinas. El peso molecular de la proteina en estudio puede
determinarse comparando su movilidad electroforética con estandares de peso molecular

conocido.

Se utilizaron geles con sistemas de tampdn discontinuo en los que se pueden diferenciar dos
zonas: un gel de concentracién de muestras (stacking), no restrictivo, compuesto por 4 %
acrilamida-bisacrilamida, 166 mM Tris-HCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,2 % persulfato amdnico y
0,08 % N,N,N,”,N’-tetrametiletilenodianmina (TEMED); y un gel de resolucién o separacion
(running) compuesto por un 8 % de acrilamida-bisacrilamida, 0,75 M Tris-HCI, pH 8,8; 0,1 %
SDS; 0,05 % persulfato amonico y 0,05 % TEMED. Los geles tenian un tamafio de 7x10 cm con
1 mm de espesor y, en ellos, se cargaron entre 5-30 ul de muestra, cargando un volumen final
que contuviera 30 ug/ul de proteinas en cada muestra. Asi como se cargaron 3 pocillos con un
pool de 20 ul (30 pg/ul de proteinas) formado por la mezcla de diferentes muestras de corteza
parietal o hipocampo de ratas jovenes, para normalizar los resultados de inmunodensidad
obtenidos dentro de cada membrana. Se utilizaron peines de 15 pocillos, donde se cargaron

muestras en todos los pocillos excepto en los dos correspondientes a los extremos.

En cada gel se cargaron 5 ul de un marcador estandar de pesos moleculares adecuado para la
determinacion de los pesos moleculares e identificacion de la banda electroforética
correspondiente a la proteina en estudio en cada caso. Se utiliz6 el marcador de peso molecular
de proteinas PiINK (NIPPON Genetics Europe) constituido por 10 proteinas pretefiidas que

abarcan un rango de pesos moleculares entre 15y 175 kDa.

Una vez las muestras fueron cargadas en el gel de concentracion se sometieron a una corriente

continua de 80 voltios, y una vez dentro del gel de resolucion la intensidad de la corriente se
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aumentd hasta 110 voltios. El tiempo aproximado de electroforesis fue de unos 120 min, aunque
depende del peso molecular de la proteina a estudiar. El tampon de electroforesis en el que estaban
inmersos los geles estaba compuesto por: 0,3 % Tris base; 1,44 % glicina; 0,1 % de SDS, el pH
de este tampdn es de 8,5-8,6.
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Figura 29. Material para la realizacion de electroforesis y esquema de un dispositivo de SDS-PAGE, dénde se
observa el gel de apilamiento y el gel resolutivo.

3.5.4 Electrotransferencia (western blot)

Tras la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa con un
diametro de poro de 0,45 um, un medio mas estable y rigido, aplicando un campo eléctrico
perpendicular al plano del gel, proceso conocido como western blot. Una vez en la membrana, las
proteinas estan accesibles (lo que no ocurre en el gel) para interaccionar con otras moléculas que
permitan su identificacion. En este caso se utilizd anticuerpos para su identificacion y la técnica
recibe el nombre de immunoblotting. Esta técnica se basa en la capacidad que poseen los
anticuerpos en reconocer de forma especifica determinadas proteinas que actian como antigenos.
Es necesario poseer anticuerpos monoclonales o policlonales capaces de reconocer epitopos de
antigenos desnaturalizados. Los anticuerpos se unen al epitopo mediante fuerzas de atraccion no
covalentes (puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, interacciones ibnicas e
hidrofébicas), de modo que el complejo antigeno-anticuerpo esta en constante equilibrio con

formas libres de ambos componentes.
Para realizar la electrotransferencia, el gel y la membrana de nitrocelulosa se colocan

emparedados entre un conjunto de hojas de papel de filtro (3MM Whatman) y esponjas, sujeto

por un armazon de plastico y sumergido en el tampdn de transferencia (25 mM Tris-HCI, pH 8,4;
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60 mM glicina; 20 % metanol). El proceso de transferencia se realiz6 a 10 voltios durante 45 min
(Figura 30).

Transcurrido ese tiempo, las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente en una solucién bloqueadora que consistié en tampén TBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 12 mM NazHPO4, 1,38 mM KH;PO4, 0,1 % tween 20, pH 7,4) que contenia un 5 %
de leche en polvo desnatada y 0,1 % Tween 20 (monolaureato de polioxietilenosorbitan). Las
proteinas de la solucion bloqueadora deben unirse inespecificamente a todas las porciones de
membrana que no han adsorbido proteinas procedentes del gel tras la electrotransferencia. Este
bloqueo evita la union inespecifica de los anticuerpos a la membrana e incrementa la probabilidad

de que solo se unan a sus respectivos antigenos.

El método de deteccidn utilizado en estos experimentos es el método indirecto. Tras el bloqueo
de las uniones inespecificas las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante unas 13 a
16 horas (o/n over night) a 4 °C con una suave y continua agitacion, con el anticuerpo primario
especifico contra la proteina analizada inmovilizada en la membrana. También se repite el mismo
proceso, para las proteinas totales y el control de carga a-tubulina. Tras una serie de lavados de
las membrana (al menos 3 de 5 min) en tamp6n TBS-tween, se incubaron con el anticuerpo
secundario, que reconoce de forma especifica el anticuerpo primario utilizado, durante 2 horas.
Este anticuerpo secundario se obtiene contra inmunoglobulinas de la especie animal en la cual se
ha obtenido el anticuerpo primario. Los anticuerpos secundarios utilizados en estos experimentos
reconocen inmunoglobulinas de conejo excepto algln caso en el que reconocen inmunoglobulinas
de raton (por ejemplo para detectar a-tubulina). El anticuerpo secundario estd unido
covalentemente a un sistema de deteccién que en este caso fue un sistema enzimatico. Se

utilizaron anticuerpos secundarios unidos covalentemente a peroxidasa de rabano.
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Figura 30. Equipo de transferencia y esquema representativo de la realizacion de la electrotransferencia.
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Por altimo, se realizaron 3 lavados de 5 min con tampdn TBS-tween y se procedio a la deteccion
de la sefial quimioluminiscente mediante el uso de un compuesto especifico preparado

diariamente (en el siguiente apartado se detalla la composicion).

Para la deteccion inmunoldgica de las proteinas no fosforiladas (totales) se utilizaron las mismas
membranas de nitrocelulosa en las que previamente se habian detectado, con los anticuerpos
adecuados, las formas fosforiladas de estas proteinas. Para ello, se utiliz6 la técnica conocida con
el nombre de stripping immunoblot, que permite eliminar los anticuerpos utilizados previamente
y reutilizar las membranas para la deteccién de otras proteinas. Para realizar stripping se
mantienen las membranas durante 15 min a 37 °C en el tampon de stripping (62,5 mM Tris-HCI,
pH 6,8; 100 mM 2-mercaptoetanol; 2 % SDS). A continuacidn se realizan sucesivos lavados con
tampdn TBS-tween 20 (3-4 lavados de unos 5 min), hasta eliminar completamente el tampon de
stripping. Luego se vuelve a bloguear las uniones inespecificas mediante una solucion
bloqueadora realizada con tampén TBS-tween y 5 % de leche en polvo desnatada. Y se vuelve a
incubar con los anticuerpos primarios y secundarios especificos para las proteinas que se pretende
analizar. Se realizaron un maximo de 3 incubaciones con anticuerpos distintos siguiendo siempre
la misma secuencia de incubacion: forma fosforilada de la proteina analizada, proteina total y por

ultimo o-tubulina.

3.5.5 Sistema de deteccion

La inmunoreactividad fue detectada mediante un sistema de quimioluminiscencia amplificada
(ECL, Enhanced Chemiluminiscence). Las membranas de nitrocelulosa se incubaron durante un
minuto a temperatura ambiente con los reactivos de revelado compuestos por luminol y acido
cumarico consistente en las siguientes soluciones: solucioén 1: 2,5 mM luminol, 0,4 mM 4&cido p-
cumarico, 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5); solucién 2: 0,1 M Tris-HCI (pH 8,5), 0,2mM H,0,. Para el
revelado de las membranas se combinaron ambas soluciones a razén 1:1. Uno de los principales
componentes de estos reactivos es el luminol. La enzima peroxidas de rabano que lleva unido el
anticuerpo secundario cataliza la reaccién de oxidacion del luminol (diacilhidracida ciclica) en
presencia de perdxido de hidrégeno (Figura 31A). Tras esta reaccion de oxidacion, el luminol
pasa a ser un compuesto intermedio inestable que decae con emision de luz. Un agente fendlico
de amplificacion, incluido en los reactivos de revelado, es capaz de amplificar mas de cien veces

la intensidad de esta luz emitida.

La sefial quimioluminiscente emitida por este sistema llega a un maximo de intensidad entre los
5-20 primeros minutos y posteriormente decae lentamente con una semivida de emision de unos

60 min (Figura 31B). La mezcla de revelado se vertié entonces sobre la zona de la membrana
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donde se encontraban las proteinas de interés y se incub6 durante 1 minuto en la oscuridad. A
partir de ese momento se analizé la emision de luz por parte de las membranas mediante el sistema
de captura de imagenes por quimioluminiscencia GeneGnome XRQ (Syngene, USA). En el caso
de los experimentos presentados en este trabajo el tiempo de exposicion fue distinto (entre 1 min
y 20 min) dependiendo de la proteina a estudiar y los anticuerpos utilizados.

A)

Anticuerpo 29 - HRP
producto oxidado
peroxido

0_,"
Proteina + (R1V3 I
2H,0 luminol
! +

Anticuerpo 17 ' x
amplificador

Membrana nitrocelulosa placa fotografica
B)

Emision de luz

[+]

. 0, o
F g + N2+ emision de luz
NH o

peroxidasa

1 tiempo (h)

Figura 31. Sistema de deteccion de proteinas por quimioluminiscencia utilizando el sistema ECL. A) Las membranas
de nitrocelulosa son incubadas primero con el anticuerpo primario y seguidamente con el anticuerpo secundario
conjugado con el enzima peroxidasa de rabano. La luz emitida por quimioluminiscencia es detectada al incubar las
membranas con los reactivos ECL y exponerlas a una pelicula fotografica. B) Reaccion de oxidacion del luminol por
accion del peréxido de hidrégeno catalizado por la peroxidasa de rabano. La luz producida por este sistema llega a un
méaximo de emision entre los 5-20 min y decae lentamente con una semivida de 60 min.

3.5.6 Cuantificacion fotodensitométrica

El andlisis de las imagenes fue realizado con el programa de dominio publico NIH Image
program, desarrollado por U.S. National Institutes of Health y accesible de forma gratuita en la
pagina web http://rsb.info.nih.gov/nih-image/. De esta manera se obtienen los valores de densidad
Optica integrada (DOI) que resultan de la suma de pixeles que forman la banda inmunoreactiva.
Un pixel es un punto definido por las coordenadas (X, y, z), donde (x) e (y) son los ejes
perpendiculares que sitlan al punto en un plano y (z) el eje perpendicular a dicho plano que

representa la intensidad del punto dentro de una escala de grises de 256 tonalidades.
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Con el objetivo de normalizar los valores de DOI dentro de cada membrana, se compararon en el
mismo gel los niveles de inmunodensidad de la proteina diana en el tejido y tratamiento estudiado
respecto un control interno pool formado por un mix de muestras de corteza parietal o hipocampo
de ratas jovenes. La cuantificacion de cada muestra se realizo al menos 4 veces en diferentes
geles; cada gel cargado con diferentes muestras cerebrales de ratas control o tratadas con los
distintos farmacos. Finalmente, se calculd la variacion en la inmunoreactividad de cada rata
sometida a cada tratamiento especifico respecto a las muestras control (100 %) en distintos geles.

Y se uso el valor promedio como la estimacidn final.

Se comprobo la linealidad de la DOI frente a la concentracion de proteina total, en un rango
comprendido entre 15 ug y 52,5 pg. Para ello se utilizaron los anticuerpos anti-SIRT1 y NF-«B.
Una vez comprobada la linealidad, se eligié para cargar en cada gel una concentracién de
proteinas que diera una buena sefial, para posteriormente poder cuantificar las imagenes obtenidas

de cada experimento. Esta concentracion fue de 30 pg de proteina.
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Figura 32. Rectas patron de pool de hipocampo de ratas jovenes con los anticuerpos: a) anti-SIRT1 y b) NF-«xB. La

recta viene dada por los valores promedio de las DOI de las muestras.
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3.6 Analisis matematico de los resultados

Todos los resultados fueron analizados con el programa GraphPad Prism™ version 5.0.
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Los resultados se expresan como la media + el
error estandar de la media (SEM).

Para la evaluacion estadistica de los resultados se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA),
seguido de los test post hoc de Scheffé, Newman-Keuls o Fisher cuando se compararon mas de
dos grupos experimentales, o se utilizo el test t de Student cuando se realizd la comparacion
estadistica de dos grupos de animales. En algunos casos para la comparacion estadistica de los
datos comportamentales (al estudiar diferencias respecto al mismo animal) se utiliz6 una ANOVA
de medidas repetidas seguida de alguno de los test post hoc citados anteriormente. Para analizar
las estrategias seguidas en el laberinto de Barnes se utiliz6 el test de chi-cuadrado, por tratarse de
una variable cualitativa. El analisis de correlacion lineal entre pardmetros cuantitativos se expreso
mediante el coeficiente de correlacion r de Pearson. En todos los casos se consideré como

estadisticamente significativo un nivel minimo de probabilidad p igual o inferior a 0,05.
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3.7 Farmacos y otros reactivos

A continuacion se citan los farmacos y reactivos utilizados en los tratamientos y pruebas descritos

anteriormente.

3.7.1 FArmacos

Se realizaron tratamientos crénicos con los siguientes farmacos antioxidantes:

Farmaco Estructura quimica
Resveratrol HO
(3,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene, 5-((1E)- = OH
2-(4-Hydroxyphenyl)ethenyl)-1,3- O
benzenediol; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) OH
Silimarina

((2R,3S)-3,5,7-Trihydroxy-2-((2R)-2-(4-
hydroxy-3-methoxyphenyl)-3- 0 O
(hydroxymethyl)-2,3-dihydro-1,4- o O
benzodioxin-6-yl)-2,3-dihydro-4H- I HO 0
chromen-4-one; Sigma-Aldrich, St. Louis, — HO
MO, USA)

Quercetina
(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-3,5,7-
trinydroxy-4H-1-benzopyran-4-one,
3,3".4',5,6-Pentahydroxyflavone, Quercetin-
3-O-rhamnoside; Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA)

Naringenina OH O
((£)-Naringenin, (+)-2,3-Dihydro-5,7-
dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4H-1- O

benzopyran-4-one, 4',5,7- HO 0

Trihydroxyflavanone ; Sigma-Aldrich, St. O
OH

Louis, MO, USA)

Tabla 6. Farmacos antioxidantes, nomenclatura y estructura quimica.
Datos extraidos de: http://www.sigmaaldrich.com
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Para disolver los farmacos anteriores se utiliz aceite de maiz (corn oil) como medio de

disolucién para compuestos grasos solubles (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Farmaco Estructura quimica
Clorhidrato de 3-hidroxibenzil- H NH HCI
hidrazina (NSD 1015) 2
(3-Hydroxybenzylhydrazine dihydrochloride; HCI
Sin6nimo: a-Hydrazino-m-cresol dihydrochloride,
3-(Hydrazinomethyl)phenol dihydrochloride, NSD- OH

1015; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA )

Tabla 7. Nomenclatura y estructura quimica del NSD 1015.
Datos extraidos de: http://www.sigmaaldrich.com
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3.7.2 Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios por orden alfabético:

p-Akt

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la
proteina fosforilada de 60 kDa p-Akt (Ser473), fue
suministrado por Cell Signaling Technology, Inc.
(Beverly, USA) (nimero de catalogo: 92718, lote:
13). Este anticuerpo procede de la inmunizacion de
conejos con un fosfopétido sintético (KLH-
acoplado) correspondiente  a los  residuos
colindantes a la Ser473 de Akt de raton. Es apto
para usarlo en la técnica inmunolégica de western

blot y se conservd a -20 °C hasta su utilizacion.

~90
‘70 ——
p-Akt ~60 - —
sera7) — -
~50
~40 | —

|
L

Figura 33. Membrana de western blot
representativa de la proteina p-Akt.

Akt

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la
proteina de 60 kDa Akt, que detecta la proteina Akt
independientemente de su estado de fosforilacion
(Akt total), fue suministrado por Cell Signaling
Technology, Inc. (Beverly, USA) (numero de
catalogo: 92758, lote: 25). Este anticuerpo procede
de la inmunizacién de conejos con un péptido
sintético correspondiente a la secuencia carboxi-
terminal de Akt de ratén. Es apto para usarlo en la
técnica inmunoldgica de western blot y se conservo

a -20 °C hasta su utilizacion.

kDa

~175
~130

~00 | o P —

> e - -

Figura 34. Membrana de western blot
representativa de la proteina Akt.
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p-ERK1/2

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra
la proteina fosforilada de 42 y 44 kDa p-p44/42 (p-
ERK1/2), fue suministrado por Cell Signaling
Technology, Inc. (Beverly, USA) (ndmero de
catalogo: 9101S, lote: 27). El anticuerpo reconoce
ERK1/2 cuando la Thr202 y/o Tyr204 de ERK1
est4 fosforilada y/o cuando la Thr185 y la Tyr187
de ERK2 estan fosforilada. El anticuerpo procede
de la inmunizacién de conejos con un péptido
sintético correspondiente a los residuos colindantes
a Thr202/Tyr204 de p44 MAP quinasa de
humanos. Es apto para usarlo en la técnica
inmunoldgica de western blot y se conservé a -20

°C hasta su utilizacion.

kDa

~175
~130

~90
~70
~60

p44/42
ERK —> .4
(Thr202/Tyr204)

Figura 35. Membrana de western blot
representativa de la proteina p-ERK1/2.

ERK1/2

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra
la proteina total de 42 y 44 kDa, p44/42 (ERK1/2),
ERK1/2

independientemente de su estado de fosforilacion

que detecta la proteina
(ERK total), fue suministrado por Cell Signaling
Technology, Inc. (Beverly, USA) (nimero de
catalogo: 91028, lote: 18). Este anticuerpo procede
de la inmunizacion de conejos con un péptido
sintético correspondiente al residuo cercano al
extremo C-terminal de p44 MAP quinasa de rata.
Es apto para usarlo en la técnica inmunolégica de
western blot y se conservd a -20°C hasta su

utilizacion.

kDa

~175
~130

~70

p44/42
ERK ~40

-—

Figura 36. Membrana de western blot
representativa de la proteina ERK1/2.
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p-MEK1/2

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la
forma fosforilada de la proteina de 45 kDa p-
MEKZ1/2, fue suministrado por Cell Signaling
Technology, Inc. (Beverly, USA) (nUimero de
catalogo: 9122, lote: 10). El anticuerpo reconoce
MEK1/2 cuando la serina 217 y/o la serina 221
estan fosforilada. Los anticuerpos policlonales de
p-MEK1/2 se obtienen por inmunizacion de
conejos con un fosfo-péptido sintético (KLH-
acoplado) correspondiente a los residuos cercanos
aSer217/221 de MEK1/2 de humanos. Es apto para
usarlo en la técnica inmunoldgica de western blot

y se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

p-MEK1/2
(Ser217221) 49

~15

Figura 37. Membrana de western blot
representativa de la proteina p-MEK1/2.

MEK1/2

El anticuerpo monoclonal (IgG de conejo) contra
la proteina de 45 kDa total de MEK1/2, que detecta
la proteina MEK1/2 independientemente de su
estado de fosforilacion (MEK1/2 total), fue
suministrado por Cell Signaling Technology, Inc.
(Beverly, USA) (nimero de catalogo: 91215, lote:
19). Este anticuerpo procede de la inmunizacion de
conejos con un péptido sintético correspondiente a
la secuencia MEK1/2 de humanos. Es apto para
usarlo en la técnica inmunoldgica de western blot

y se conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

kDa

~175
~130

~70

~50

MEK1/2 —» & A

Figura 38. Membrana de western blot
representativa de la proteina MEK1/2.
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p-mTOR

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que
detecta la proteina de 289 kDa p-mTOR (Ser2448),
fue suministrado por Millipore (Alemania)
(ndmero de catalogo: 09-213, lote:
DAM1805276). Reconoce mTOR cuando la
Ser2448 esta fosforilada. Este anticuerpo procede
de la inmunizacion de conejos con un fosfopétido
sintético que comprende la Ser2448 fosforilada de
MTOR de humanos. Es apto para usarlo en la
técnica inmunoldgica de western blot y se

conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

kDa

p—mTOR >250
(Ser2448) w - ..

>175

>130 |
>90

>70

Figura 39. Membrana de western blot
representativa de la proteina p-mTOR.

p-NF-xB

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la
proteina de 65 kDa p-NF-kB (p-p65), que reconoce
la fosforilacion de la serina (ser276), fue
suministrado por Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, USA) (numero de catalogo: sc-101749,
lote: C3012). Este anticuerpo procede de la
inmunizacion de conejos con un fosfopétido
sintético del extremo C-terminal fosforilado de la
proteina NF-kB de humanos. Es apto para usarlo
en la técnica inmunoldgica de western blot y se

conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

kDa
~175
~130
~90
p-NFxB ~70
(Ser276) ~60 -
~50
~40 -—

~30
~20

~15

Figura 40. Membrana de western blot
representativa de la proteina p-NF-«B.
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NF-«xB

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) contra la
proteina de 65 kDa NF-kB (p65), que reconoce la
serina (ser276) independientemente de su estado de
fosforilacion, fue suministrado por Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA) (nUmero de
catalogo: sc-372, lote: L1610). Este anticuerpo
procede de la inmunizacion de conejos con un
fosfopétido sintético del extremo C-terminal de la
proteina NF-kB de humanos. Es apto para usarlo
en la técnica inmunoldgica de western blot y se

conservo a -20 °C hasta su utilizacion.

kDa

~175
~130

Figura 41. Membrana de western blot
representativa de la proteina NF-xB.

NF-xB p65 (acetyl K310)

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que
reconoce la lisina 310 acetilada de la proteina de 65
kDa NF-xB p65 (acetyl K310), fue suministrado
por Abcam (USA) (nimero de catalogo: ab52175,
lote: GR45081-2S). Se obtiene por purificacién de
suero de conejo utilizando un epitopo especifico
para la forma acetilada de la lisina 310 de NF-xB.
Es apto para usarlo en la técnica inmunoldgica de
western blot y se conservd a -20 °C hasta su

utilizacion.

kDa
~175
~130
~80
7 ~70
NF-«xB
—>
acetilada ~60 “
(Lys310) ~50
~40 -_—

~15

Figura 42. Membrana de western blot
representativa de la proteina NF-«xB acetilada.
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SIRT1

El anticuerpo policlonal (IgG de conejo) que

detecta la proteinade 110 kDay 75 kDa SIRT1, fue e
suministrado por Millipore (Alemania) (nimero de SIRT1 “ta0
catalogo: 07-131, lote: 2428681). Este anticuerpo 171::; :': . ::
se une a los aminoacidos 1-131 de ratén de SIRT1. e
Asi como detecta otra banda de 75 kDa - -
correspondiente a SIRT1 75 kDa. Este anticuerpo ko
procede de la inmunizacion de conejos con un ~20
péptido sintético que contiene los aminoacidos 1- -15

131 de SIRT1 de raton. Es apto para usarlo en la

técnica inmunoldgica de western blot y se conservo _
Figura 43. Membrana de western blot

a -20 °C hasta su utilizacién. representativa de la proteina SIRT1.

a-tubulina

El anticuerpo monoclonal (isotipo IgG1 de ratén)

que detecta la proteina de 55 kDa a-tubulina, fue o
suministrado por Pierce (USA) (numero de 130 ‘
catdlogo: PA186602, lote: PJ1886651). Este o
anticuerpo reconoce un epitopo localizado en el ‘*-‘“b““"“—>:22 -'w
extremo C-terminal de la isoforma de a-tubulina 0 |- ;

en una variedad de organismos. Este anticuerpo es s

derivado del hibridoma B-5-1-2 producido por &2

fusion de células de mieloma y esplenocitos, en un ~15

raton inmunizado. Es apto para usarlo en la técnica

inmunoldgica de western blot y se conservé a -20 Figura 4. Membrana de western blot

°C hasta su utilizacion. representativa de la proteina a-tubulina.
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Para incubar entre 12-16 horas las membranas de nitrocelulosa, se utilizaron diluciones de 1:1000

para cada anticuerpo primario.

Para detectar todos los anticuerpos primarios anteriores (excepto o-tubulina) se utilizd el
anticuerpo secundario conjugado con el enzima peroxidasa de rabano, constituido por anti-
inmunoglobulinas de conejo, fue suministrado por Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly,
USA) (numero de catdlogo: PA186602, lote: PJ1886651). Es apto para usarlo en la técnica
inmunoldgica de western blot y se conservd a -20 °C hasta su utilizacion. La dilucion que se

utilizo para incubar las membranas con los anticuerpos primarios fue 1:5000.

Para detectar el anticuerpo primario o-tubulina se utiliz6 el anticuerpo secundario conjugado con
el enzima peroxidasa de rabano, constituido por anti-inmunoglobulinas de ratén, que fue
suministrado por Pierce (USA) (nimero de catédlogo: 1858413, lote: HA102346). Es apto para
usarlo en la técnica inmunoldgica de western blot y se conservé a 4 °C hasta su utilizacion. La

dilucion que se utilizé para incubar las membranas fue 1:1000.

3.7.3 Otros reactivos

A continuacién se presenta una lista de otros reactivos utilizados en las técnicas anteriormente

citadas y las casas comerciales que los suministraron, ordenados alfabéticamente:

2-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich); 3-hidroxi-tiramina (DA, dopamina; Sigma-Aldrich); 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP; Sigma-Aldrich); 5-hidroxitriptamina (5-HT, serotonina; Sigma-
Aldrich); aceite de maiz (corn oil; Sigma-Aldrich); acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC;
Sigma-Aldrich); &cido 5-hidroxindol-3-acético (5-HIAA; Sigma-Aldrich); acido homovanilico
(HVA,; Sigma-Aldrich); &cido octanesulfonico (OSA; Sigma-Aldrich); acido ortofosférico 85 %
(PO4Hs; Scharlau); acido p-cumarico (Sigma-Aldrich); acido perclérico 60 % (HCIO4; Scharlau
Chemie, Barcelona); &cido bicinconinico (Pierce, U.S.A.); acrilamida/bis-acrilamida (Pronadisa,
Espafia); albimina sérica bovina, fraccién V (BSA; Sigma-Aldrich); azul de bromofenol (Sigma-
Aldrich); cloruro potéasico (CIK; Sigma-Aldrich); cloruro sédico (NaCl; Sigma-Aldrich); dodecil
sulfato sédico (SDS; Scharlau); EDTA dipotasico (Ko-EDTA; Sigma-Aldrich); fosfato disédico
(Na2HPOg4; Sigma-Aldrich); fosfato monopotésico (KH.PO4; Sigma-Aldrich);  fosfato
monosodico (NaH.POa; Sigma-Aldrich); glicerol (Sigma-Aldrich); glicina (Sigma-Aldrich);
H.0; (Sigma-Aldrich); hidroxido sodico (NaOH; Sigma-Aldrich); L-3,4-dihidroxifenil-alanina
(L-DOPA,; Sigma-Aldrich); leche en polvo desnatada (Asturiana S.A., Espafia); luminol (Sigma-
Aldrich); marcador de pesos moleculares PiNK (NIPPON Genetics Europe, Alemania);

membrana de nitrocelulosa 0,45 um (Amersham Place, UK); metanol 96 % (Scharlau); metanol
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multisolvent (Scharlau); metabisulfito sédico (Na.S,0s; Merck & Co. Inc., Whitehouse station,
NJ, USA); mezcla de inhibidores de fosfatasas y proteasas (referencia: 78440, Pierce, USA); (-)-
noradrenalina (NA; Sigma-Aldrich); ortovanadato sodico (Sigma-Aldrich); persulfato amonico
(APS; Sigma-Aldrich); reactivo BCA (Pierce, U.S.A.) compuesto por reactivo A (carbonato de
sodio Na,COs, bicarbonato de sodio NaHCOs3, tartrato de sodio Na>CsH4Os, hidroxido de sodio
NaOH) y B (sulfato clprico); temed (Bio-Rad); tris-HCI (Sigma-Aldrich); tween-20 (Sigma-
Aldrich).
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4. RESULTADOS
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Resultados

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo sobre el estudio
del envejecimiento cerebral y del efecto de los tratamientos con los polifenoles resveratrol,
silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas como una posible estrategia para retrasar el
envejecimiento cerebral. Los resultados estan estructurados en tres grandes ejes correspondientes
a los tres primeros objetivos especificos de la tesis, en el siguiente orden: en primer lugar, se
presentan los resultados sobre el efecto del envejecimiento y de los polifenoles citados
anteriormente sobre las capacidades cognitivas (que incluye la memoria de trabajo espacial,
memoria episddica, y aprendizaje viso-espacial) y las capacidades motoras; en segundo lugar
sobre la sintesis y metabolismo de neurotransmisores monoaminérgicos (sistema
catecolaminérgico y serotonérgico) en las principales regiones implicadas en los procesos
cognitivos como son hipocampo, estriado, y también en la glandula pineal; y por ultimo, sobre la
modulacion de vias de sefializacion y proteinas implicadas en envejecimiento e inflamacién como
son MAPK (ERK, MEK), Akt, nTOR, NF-«kB, SIRT1. Dependiendo de la proteina a estudiar se
ha analizado una o varias regiones cerebrales como son hipocampo, estriado, corteza frontal y
parietal. Dichos resultados, son precedidos por un breve andlisis sobre algunos parametros

generales de los animales de experimentacion.

En cada gran apartado se explican primero los resultados de los tratamientos con resveratrol y a
continuacion los resultados de los tratamientos con los polifenoles silimarina, quercetina, y
naringenina. Este orden es debido al orden cronoldgico en el que se realizaron los experimentos.
Ademas el resveratrol es el polifenol que mayor interés ha suscitado hasta el momento, el mas
estudiado y por tanto en el que se conocen un mayor nimero de propiedades beneficiosas (revision
Baur y Sinclair, 2006 b). Los polifenoles silimarina (Nencini y cols., 2007), quercetina (Boots y
cols., 2007; Haleagrahara y cols., 2009; Queen y cols., 2010; Toumi y cols., 2013; Angeline y
cols., 2014) y naringenina (Hirai y cols., 2007; Chao y cols., 2010; Rahigude y cols., 2012)
también se ha demostrado que tienen propiedades beneficiosas sobre la salud, pero existe menos
informacidn sobre su mecanismo de accidn que en el caso del resveratrol. De esta forma el estudio
de los tratamientos con resveratrol nos sirve de base para estudiar el efecto de los tratamientos
con los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina, ademas de permitirnos establecer la
posible existencia de algin mecanismo de accion comin en todos los polifenoles estudiados. En
todos los casos se ha incluido un grupo control de ratas jovenes para mostrar los efectos de la

edad en las diferentes pruebas.
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41 PARAMETROS FISIOLOGICOS GENERALES DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Durante el envejecimiento las ratas macho alcanzan un peso considerable, asi como se observa
un cambio en la tonalidad del pelo que se hace amarillento. Ademas, los animales de edad
avanzada son susceptibles a desarrollar enfermedades diversas. Antes y durante los dias de
tratamientos realizados en este estudio se registraron de forma rutinaria el peso y la ingesta de
cada uno de los animales, ademas se observo el aspecto general de cada uno de ellos durante las
manipulaciones a las que fueron sometidos. Una pérdida excesiva de peso o de pelo, asi como
sintomas de dolor agudo al ser manipuladas, se ha considerado como factores de exclusién para
el estudio. A lo largo de uno de los tratamientos con resveratrol ademas del peso corporal y la
ingesta se determind la temperatura corporal y la actividad locomotora esponténea.

Para estudiar el efecto del envejecimiento y del resveratrol sobre el envejecimiento, se realizé una
administracion crdnica de 30 dias con aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p) en ratas control jovenes (3
meses) y viejas (20 meses), y un tratamiento cronico con resveratrol disuelto en aceite de maiz
(20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses) durante el mismo periodo de tiempo. Como era de
esperar, el peso de los animales jovenes control se vio incrementado durante el experimento (de
327 + 4,93 g al inicio del experimento, hasta 438 + 6,45 g el dia 30). No se observaron cambios
en el peso de los animales viejos control (518 + 38 g el dia inicial de tratamiento y 516 + 32 g el
dia final del tratamiento), ni en los animales viejos tratados con resveratrol (537 + 24 g el dia

inicial del tratamiento y 524 + 30 g el dia final del tratamiento) (Figura 45A).

En concordancia con estos datos, el tratamiento con resveratrol no alter6 la ingesta de los animales
tratados. La ingesta promedio de comida para el grupo viejas tratadas con resveratrol (15,6 £ 0,5
g de pienso/dia) fue similar a la del grupo de ratas viejas control (14,8 + 1,5 g de pienso/dia).
Antes de realizar la prueba del laberinto radial fueron sometidos a ayuno todos los animales. El
objetivo del ayuno fue conseguir un buen nivel motivacional para que los animales pudieran
completar la prueba, ya que al final de cada brazo del laberinto se encontraban pequefias
cantidades de comida que eran el refuerzo para que el animal entrara en cada brazo del laberinto.
En concreto, se realiz6 en tres momentos del tratamiento un periodo de 24 h de ayuno en ratas
jévenes, y 48 h de ayuno en ratas viejas. Estos periodos de ayuno tuvieron lugar 24 y 48 h antes
de iniciar la primera administracion de resveratrol, los dias 14 y 29 del tratamiento en las ratas
jévenes y los dias 13 y 28 del tratamiento en las ratas viejas. En estos periodos de ayuno todos
los animales sufrieron una disminucién promedio de peso similar: 5,3 + 0,3 g en animales jovenes
a los que se les administro aceite de maiz, 6,07 + 0,37 g en animales viejos control a los que se

les administré aceite de maiz, y 5,96 + 0,32 g en animales viejos tratados con resveratrol. A partir
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de esta pérdida de peso similar en todos los animales se considerd adecuado el periodo de ayuno

de 24 h para las ratas jovenes y de 48 h para las viejas.

La temperatura corporal se registr6 mediante la incorporacion de termistores en el abdomen de
las ratas (ver materiales y métodos apartado 3.1, para mas informacién sobre el protocolo de
insercion de los termistores). Los termistores registraron la temperatura cada 30 min, durante todo
el tratamiento. No se observaron cambios significativos en la temperatura corporal a lo largo del
tratamiento en las ratas jovenes y viejas control, ni tras el tratamiento con resveratrol en animales
viejos. Latemperatura promedio diaria para todos los animales fue 36,9 £+ 0,04 °C (Figura 45B).
Sin embargo, si se observd una variacion normal de la temperatura corporal a lo largo del dia
siguiendo ciclos periddicos. Este comportamiento periddico de la temperatura esta dentro de la

normalidad fisiol6gica para el tipo de animales con los que se trabajo6 (Li y cols., 1995).

Ademas, se registré y analizd cronobiologicamente la actividad locomotora espontanea. La
Figura 45C muestra un actograma representativo de ratas viejas durante los dias de experimento.
Este tipo de grafico es comunmente utilizado en investigacion de ritmos circadianos para analizar
la actividad frente al tiempo y muestra los ciclos de actividad-reposo. Los actogramas de la
Figura 45C muestran que los dos grupos experimentales de ratas viejas, controles y tratadas
crénicamente con resveratrol, se mantuvieron siguiendo el ciclo normal de luz/oscuridad y no se
observaron diferencias significativas entre los dos grupos. Un actograma similar fue obtenido en
el caso de los animales jovenes (datos no mostrados). Los actogramas que se observan son un
tipico ejemplo de animales con actividad nocturna, ajustados al ciclo luz-oscuridad, con mayor

actividad durante la fase oscura que en la fase de luz.
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Figura 45. A) Peso corporal (promedio + SEM; registrado entre las 8:00 y 9:00 h) de los animales viejos (n=6) tratados
con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p, n=6) durante 30 dias (linea punteada) y su grupo control al que se le administro
aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p) (linea continua). La reduccion del peso corporal observada se debe antes de iniciar los
tratamientos, a los 13 y a los 28 dias a los periodos de ayuno para adquirir un buen nivel motivacional para realizar la
prueba de laberinto radial. B) Evolucion del promedio de la temperatura corporal en ratas viejas tratadas con resveratrol
(20 mg/kg/dia, i.p) durante 30 dias (linea punteada) y su control al que se le administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p)
(linea continua). C) Actogramas representativos y sincronizacion de los animales con el ciclo de luz/oscuridad durante
el tratamiento cronico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) durante 30 dias y su control al que se le administrd aceite de
maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Los datos son representados con un actograma de doble plot. Los animales estuvieron en un
fotoperiodo de 12/12 horas de luz/oscuridad.

Los tratamientos crénicos de 30 dias con silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/dia, i.p)
en ratas viejas (18 meses) se realizaron simultdneamente, por lo que se utiliz6 un mismo grupo
de animales jovenes y viejos como control a los que se les administré vehiculo (aceite de maiz 1

ml/kg/dia, i.p durante 30 dias).

Para los animales jovenes se repiten los mismos cambios citados anteriormente, su peso se Vio
incrementado durante el experimento (de 317 £ 6,93 g al inicio del experimento, hasta 454 + 5,58
g el dia 30). No se observaron cambios significativos en el peso de los animales viejos control y
tratados a lo largo del tratamiento (Figura 46). Como se observo anteriormente durante el
tratamiento con resveratrol (Figura 45), todos los animales sufrieron una disminucién de peso
debido al ayuno previo a la prueba del laberinto radial. Estos periodos de ayuno tuvieron lugar 48
h antes de iniciar la primera administracion del farmaco, el dia 13 del tratamiento, y el dia 28 del
tratamiento en animales viejos. En estos periodos de ayuno todos los animales sufrieron una

disminucién promedio de peso similar (Figura 46).
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En cuanto a la ingesta, en concordancia con los datos de peso corporal la administracion de
polifenoles no alter6 la cantidad de comida ingerida por los animales. La ingesta promedio de
comida para el grupo de ratas viejas tratadas con silimarina (15,2 + 1,5 g de pienso/dia),
naringenina (15,0 £+ 1,2 g de pienso/dia) y quercetina (15,8 + 2,1 g de pienso/dia) fue similar a la
de las ratas viejas control (15,5 + 1,9 g de pienso/dia).
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Figura 46. Variacion del peso corporal respecto el peso inicial durante los tratamientos crénicos de 30 dias con
silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p), y el correspondiente grupo control al que se
le administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). La gréafica representa el peso corporal (% del promedio + SEM respecto
el dia inicial; medido diariamente entre las 8:00 y 9:00 a.m, justo antes de la administracion de los tratamientos) de los
animales sujetos a estos tratamientos. Reduccidn del peso corporal observado antes de iniciar los tratamientos, a los 13
y a los 28 dias debido a los periodos de ayuno para adquirir un buen nivel motivacional para realizar la prueba de
laberinto radial. Para el andlisis estadistico se utiliz6 one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se
detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos.
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42 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES
RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA'Y NARINGENINA SOBRE LA
CONDUCTA EN RATAS VIEJAS

Para estudiar el efecto del envejecimiento y de los tratamientos con compuestos antioxidantes
(resveratrol, silimarina, quercetina, y naringenina) a nivel cognitivo se realizaron una serie de
pruebas comportamentales donde se utilizaron ratas jovenes y viejas que recibieron vehiculo y
ratas tratadas con dichos polifenoles durante el mismo tiempo. En todos los tratamientos se realizd
la prueba del laberinto radial (para estudiar la memoria de trabajo espacial) y la prueba de
reconocimiento de objetos (para estudiar la memoria episodica), al inicio (el dia anterior a la
primera administracion de farmacos), y final de tratamiento, y en algunos casos a los 15 dias de
tratamiento. Ademas, en los tratamientos con los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina
se afadid una prueba mas, que es la prueba del laberinto de Barnes (para estudiar memoria
espacial y aprendizaje), que se realizé a los 15 y 28 dias de tratamiento. Por otro lado, en este
apartado se presentaran los resultados de las pruebas sobre coordinacion motora en todos los
tratamientos al inicio, a los 15 y 30 dias de tratamiento, ya que la coordinacién motora también

se ve muy afectada por el envejecimiento cerebral.

4.2.1 Efecto agudo en ratas viejas de los tratamientos con resveratrol, silimarina, quercetina

y haringenina sobre la memoria de trabajo (laberinto radial)

En primer lugar, se realiz6 un tratamiento agudo con los distintos polifenoles objeto de estudio.
Después de 60 minutos de la administracion de aceite de maiz (1 ml/kg i.p) a las ratas control y
de cada uno de los polifenoles, resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg i.p) en
ratas viejas (18 meses) de la misma edad, se realizo la prueba del laberinto radial. Se comprobd
que no existen efectos agudos en la memoria de trabajo tras la aplicacion de estos antioxidantes,
ya que no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos, ni tampoco respecto al grupo
control ni en el tiempo para completar la prueba, ni en el nimero de errores cometidos durante la
misma (tiempo: F(4, 28)=0,94, p=0,45; errores: F(4, 28)=0,35, p=0,84) (Figura 47). Por ello, no
se realizaron otras pruebas comportamentales y se centr6 el estudio en el efecto de los tratamientos

crénicos.
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Figura 47. Efecto agudo sobre la memoria de trabajo en la prueba de laberinto radial en ratas viejas (18 meses) después
de 60 minutos de la administracion de resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=7), y naringenina (n=6) (20
mg/kg i.p), comparando con el grupo control viejas tratadas con aceite de maiz (1 ml/kg, i.p, n=6). Las barras
representan el promedio + SEM que se obtiene de (A) tiempo necesario para completar la prueba, y (B) la suma de
errores (suma de brazos no visitados y repetidos) durante la prueba. Para el andlisis estadistico se utiliz6 one-way
ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos.

4.2.2 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol en ratas adultas y

viejas sobre la memoria de trabajo (laberinto radial)

La prueba del laberinto radial se utiliza para evaluar la memoria de trabajo espacial en ratas. En
este caso se utilizd para comprobar el deterioro que sufren los animales al envejecer, y estudiar el

efecto del resveratrol en ratas adultas y viejas.

Se estudio en primer lugar el efecto del tratamiento crénico durante 15 dias con resveratrol (20
mg/kg/dia, i.p) en ratas adultas de 9 meses. El objetivo fue estudiar el efecto de la edad, y del
tratamiento con resveratrol en una etapa intermedia de la vida de los animales, donde ya han
llegado a la madurez de las capacidades cognitivas, pero ain estan lejos del comienzo del declive
cognitivo. Y de esta forma poder comparar resultados sobre la memoria de trabajo en tres
momentos diferentes de la vida de los animales (a los 3 meses cuando son jovenes, a los 9 meses

cuando son adultos, y a los 20 cuando son viejos). Se realiz6 la prueba del laberinto radial un dia
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antes de iniciar la primera administracion del tratamiento. A continuacion se distribuyeron al azar
los animales en dos grupos a los que se les administraron durante 15 dias: aceite de maiz (1
ml/kg/dia, i.p) en ratas adultas control y resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas de la misma edad.
Al final del tratamiento con resveratrol, los animales disminuyeron significativamente (24,7 %)
el tiempo necesario para completar la prueba asi como el nimero de errores (42 %), respecto a su
mismo grupo al inicio de tratamiento (tiempo: p=0,015; errores p=0,0014) (Figura 48). Como
era de esperar las ratas jovenes y adultas control a las que se les administr6 aceite de maiz no
mostraron cambios a lo largo del tratamiento. Al final del tratamiento con resveratrol hubo una
disminucién significativa de tiempo (29 % y 25 %) y errores (41,5 % y 49,2 %), respecto al grupo
control de jévenes y de adultas, respectivamente (tiempo: F(2, 19)=5,51, p=0,01; errores F(2,
19)=12,42, p=0,0007). Estos resultados podrian sugerir que el resveratrol puede mejorar el
rendimiento cognitivo desde periodos anteriores al inicio del declive cognitivo, siendo incluso

efectivo un tratamiento de 15 dias.
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Figura 48. Efecto sobre la memoria de trabajo en el laberinto radial del tratamiento crénico (15 dias) con resveratrol
(20 mg/kg/dia, i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), y aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p) en ratas de la misma edad (n=>5)
y jovenes (3 meses, n=8). Las barras representan (promedio + SEM) de (A) tiempo para completar la prueba y (B)
ntmero total de errores (suma de brazos no visitados y visitados mas de una vez). La prueba se llevo a cabo un dia
antes de iniciar los tratamientos crdnicos y después de finalizarlos. Después de la prueba inicial, las ratas adultas se
distribuyeron en dos grupos diferentes para iniciar el tratamiento crénico. Para el analisis estadistico se utilizo one-way
ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: "p<0,05, "p<0,01, cuando comparamos con el grupo control jévenes el
dfa 15; Tp=0,05, *p<0,001 comparando con el grupo control adultas el dia 15. También t-test: #p<0,05, #p<0,01 cuando
comparamos cada grupo experimental al inicio y después de un tratamiento cronico.

Los analisis iniciales en ratas jovenes (3 meses) y viejas (20 meses), justo antes de comenzar la
administracion de los tratamientos crénicos, pusieron de manifiesto un deterioro cognitivo en la
memoria de trabajo asociado a la edad. En este sentido, las ratas viejas necesitaron mas del doble

de tiempo para completar las pruebas que las ratas jovenes y cometieron mas errores (Figura 49).
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Después de esta prueba inicial, las ratas viejas se distribuyeron al azar en dos grupos
experimentales y se inicid el tratamiento crénico (30 dias) con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) y
sus controles que recibieron aceite de maiz (vehiculo) (1 ml/kg/dia, i.p), al igual que las ratas
jovenes. En el dia 15 de tratamiento no se encontraron diferencias significativas entre ratas
tratadas con resveratrol y viejas control (no se muestran los resultados). En cambio a los 30 dias
el tratamiento cronico con resveratrol mejor6 la memoria de trabajo. Estos animales al final del
tratamiento mostraron una reduccién de un 43 % del tiempo para completar la prueba, respecto a
las ratas control de la misma edad el mismo dia; y ademas, cometieron un 39 % menos de errores
totales respecto a las ratas control de la misma edad también el mismo dia (Figura 49). Estos
resultados sugieren que el tratamiento crénico con resveratrol podria estar relacionado con un
efecto de preservacion de la capacidad cognitiva, en este caso de la memoria de trabajo,
reduciendo el declive cognitivo que normalmente se produce como consecuencia del
envejecimiento. No se detectaron mejoras en ninguno de los pardmetros del laberinto radial, ni
en las ratas viejas ni jovenes a las que se les administré vehiculo; aunque los animales jovenes
cometieron en la prueba final menos errores que en la prueba inicial. Las ratas viejas control
tardaron en realizar la prueba tiempos similares al inicio y final, y a los 30 dias cometieron casi

el doble de errores que las jovenes (Figura 49).
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Figura 49. Efecto sobre la memoria de trabajo en el laberinto radial del tratamiento crénico (30 dias) con resveratrol
(20 mg/kg/dia, i.p, n=6) en ratas viejas (20 meses), y aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p) en ratas jovenes (3 meses, n=8)
y viejas (20 meses, n=6) control. Las barras representan (promedio + SEM) de (A) tiempo para completar la prueba y
(B) numero total de errores (suma de brazos no visitados y visitados més de una vez). La prueba se llevé a cabo antes
de iniciar los tratamientos cronicos y después de finalizarlos. Para el anlisis estadistico se utilizo one-way ANOVA
seguido del test de Fisher: *p<0,05, cuando comparamos con el grupo control jovenes; "p<0,05, comparando con el
grupo control viejas. También t-test $p<0,05, cuando comparamos la prueba final respecto la inicial en cada grupo
experimental.
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4.2.3 Efecto del envejecimiento y del tratamiento cronico con resveratrol en ratas adultas y

viejas sobre la memoria episddica (reconocimiento de objetos)

La prueba de reconocimiento de objetos se utiliza para estudiar la memoria episddica en ratas.
Constatando la existencia de cambios en la memoria de trabajo, decidimos comprobar si también
hay cambios en la memoria episodica durante el envejecimiento y después de los tratamientos
con resveratrol en ratas adultas y viejas. Se presentan los resultados en el mismo orden que en el

apartado anterior.

Esta prueba consta de dos grandes fases: fase de familiarizacion y fase de prueba. En la fase de
familiarizacion, no se observaron diferencias significativas entre el tiempo que utilizaron para
explorar los dos objetos idénticos, lo que indica que no hubo ningin tipo de preferencia por el
objeto ya que ambos son nuevos para el animal, ni tampoco por su localizacion (no se muestran
estos datos). En la fase de prueba los animales exploraron mas el objeto nuevo que el familiar, de
acuerdo con el comportamiento innato de exploracidn de novedad de roedores (Antunes y Biala

2012). Esto mismo lo hemos corroborado en todos los tratamientos (Figura 50).

En la Figura 50, se muestran los resultados de la prueba de reconocimientos de objetos del
tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) durante 15 dias en ratas adultas (9 meses)
comparado con ratas control de la misma edad y jovenes (3 meses) a las que se les administr6
aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). El objetivo fue comprobar si habia efectos positivos por parte
de este antioxidante durante la etapa adulta de los animales en la memoria episodica. No se
observaron efectos significativos de la edad en esta prueba al comparar ratas control de 3y 9
meses. El grupo tratado con resveratrol mejor6 al final del tratamiento respecto a su mismo grupo
al inicio, ya que a los 15 dias incrementaron un 65,7 % el tiempo de exploracion del objeto nuevo
respecto a la prueba que se realiz6 justo antes de iniciar el tratamiento (p=0,006). También al final
del tratamiento las ratas tratadas con resveratrol incrementaron un 57,5 % el tiempo de
exploracion del objeto nuevo, respecto al grupo adultas control (F(2, 11)=4,62, p=0,02). No se
observaron variaciones en las ratas control adultas en la prueba final respecto la inicial (F(2,
10)=3, p=1).
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Figura 50. Efecto sobre la memoria episddica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos del tratamiento
cronico con resveratrol (20 mg/kg/dia i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), comparado con ratas de la misma edad (n=5)
y jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las pruebas se realizaron un dia
antes de iniciar los tratamientos, y a los 15 dias. Las barras representan el promedio + SEM derivado del tiempo de
exploracion de los objetos (N= objeto nuevo, F = objeto familiar). A) Tiempo explorando el objeto nuevo y el familiar.
B) Diferencia en el tiempo de exploracion del objeto nuevo menos el familiar. Se detectaron diferencias significativas
por medio de one-way ANOV A seguido del test de Newman-Keuls: *p<0,05 comparando el tratamiento con resveratrol
respecto las ratas adultas control. T-test detect6 diferencias significativas comparando dentro del grupo resveratrol el
dia 15 respecto dia 0: T7p<0,01; entre el tiempo explorando el objeto familiar respecto al nuevo: #p<0,05, #p<0,01,
###0<0,001.

A continuacion se presentan los resultados del tratamiento créonico de 30 dias en ratas viejas (20
meses) con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p), en comparacion con jovenes (3 meses) y viejas control
(20 meses) a las que se les administro aceite de maiz (1 mi/kg/dia, i.p). Existen diferencias debidas
a la edad entre jovenes y viejas desde el dia inicial (F(2, 20)=4,49, p=0,034), asi las ratas jovenes
presentan una diferencia mayor que las viejas entre el tiempo que exploran el objeto nuevo y el
familiar durante la fase de prueba (Figura 51A y B). Ademas, no se observaron diferencias en el
tiempo de exploracion del objeto nuevo respecto al familiar a lo largo del periodo de tratamiento
en los animales control jovenes ni en los viejos (jovenes: F(2, 24)=0,13, p=0,87; viejos: F(2,
18)=0,91, p=0,42). Sin embargo, a los 30 dias del tratamiento con resveratrol mejoré la memoria
episodica de las ratas viejas, ya que en estos animales se observa un aumento en el tiempo de
exploracion del objeto nuevo respecto al familiar en comparacion con ratas control de la misma
edad (F(2, 20)=6,49, p=0,01) (Figura 51A y B).
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Figura 51. Efecto sobre la memoria episddica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos del tratamiento
cronico con resveratrol (20 mg/kg/dia i.p, n=6) en ratas viejas (20 meses) comparado con ratas de la misma edad (n=6)
y jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las pruebas se realizaron un dia
antes de iniciar los tratamientos, a los 15 dias y a los 30 dias. Las barras representan el promedio + SEM derivado del
tiempo de exploracidn de los objetos (N= objeto nuevo, F = objeto familiar). A) Tiempo explorando el objeto nuevo y
el familiar. B) Diferencia en el tiempo de exploracion del objeto nuevo menos el familiar. One-way ANOVA seguido
del test de Newman-Keuls detectd diferencias significativas: *p<0,05 respecto las ratas jovenes; 'p<0,05 respecto a las
ratas viejas control. T-test detectd diferencias significativas en el tiempo explorando el objeto nuevo respecto el
familiar: #p=<0,01, #¥p<0,001.

4.2.4 Efecto de los tratamientos crénicos con silimarina, quercetina y naringenina en ratas

viejas sobre la memoria de trabajo (laberinto radial)

De la misma manera que en los casos anteriores, se observd un efecto de la edad en la prueba del
laberinto radial, con tiempos de ejecucién y errores superiores en el caso de las ratas control viejas
respecto a las jovenes. Los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina mejoraron la
memoria de trabajo en ratas viejas de modo similar al observado en el tratamiento con resveratrol
en animales viejos. A los 15 dias de tratamiento con silimarina, quercetina y naringenina (20
mg/kg/dia, i.p) se observé una mejoria en la memoria de trabajo de los animales viejos (18 meses)
respecto a las ratas control de la misma edad a las que se les administrd aceite de maiz (1
ml/kg/dia, i.p). Los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina redujeron el tiempo
necesario para que los animales completaran la prueba (35,3 %, 42,1 %, 43,3 %, respectivamente)
respecto al grupo viejas control (F(4, 31)=6,27, p=0,0017) (Figura 52A y B). Estos mismos
animales cometieron un 39,5 %, 42,9 %, 26,7 % menos de errores en comparacion con el grupo
viejas control (F(4, 31)=7,83, p=0,0004) (Figura 52A y B). A los 30 dias de tratamiento los
animales viejos tratados con estos polifenoles mantuvieron la mejoria de la memoria de trabajo
respecto a las ratas viejas control, lo que es evidente por la reduccién de tiempo necesario para
completar la prueba de 30,1 %, 53,4 %, 60,4 %, respectivamente (F(4, 31)=8,85, p=0,0002); y la
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reduccion del nimero de errores cometidos de un 33,95 %, 56,2 %, 53,8 %, respectivamente (F(4,
31)=6,018, p=0,0022) (Figura 52A y B). A lo largo del tratamiento no se observaron diferencias
significativas en el tiempo para completar la prueba y en el nimero de errores dentro del grupo
de ratas jovenes (tiempo: F(2, 24) =0,61, p= 0,55, nimero de errores: (F(2, 24)=2,71, p=0,12), ni
en las ratas control viejas (tiempo: F(2, 15) =0,56, p=0,58, nimero de errores: (F(2, 15)=0,54,
p=0,60). En contraste, al comparar los valores con los obtenidos antes de iniciar el tratamiento,
en el caso de la silimarina se observé una mejoria significativas dentro del mismo grupo tanto en
el tiempo (F(2, 15)=4,93, p=0,04) como en el nimero de errores (F(2, 15)=12,30, p=0,0036). Lo
mismo pudo observarse a lo largo del tratamiento con quercetina, que mejora significativamente
su comportamiento respecto al tiempo (F(2, 20)=9,4, p=0,0035) y el namero de errores (F(2,
20)=19,9, p=0,0002). Y también en el grupo de naringenina, donde se reduce significativamente
el tiempo (F(2, 17)=35,8, p<0,0001) necesario para completar la prueba, y el nimero de errores
(F(2, 17)=10,29, p=0,0037) (Figura 52A y B).
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Figura 52. Efecto sobre la memoria de trabajo en la prueba del laberinto radial de los tratamientos crénicos con
silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia i.p) en ratas viejas (18 meses), y aceite de maiz
(1 ml/kg/dia, i.p) en ratas de la misma edad (n=6) y jovenes (3 meses, n=8). Las pruebas se realizaron un dia antes de
iniciar los tratamientos, a los 15 y 30 dias de tratamiento. Las barras representan el promedio + SEM que se obtiene de
(A) tiempo necesario para completar la prueba, y (B) la suma de errores durante la prueba (suma de brazos no visitados
y repetidos). One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls detectd diferencias significativas: *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 comparado con ratas jovenes control a los 15 y 30 dias; ¥ p<0,05, "7p<0,01, "tp<0,001
comparado con ratas viejas control a los 15 y 30 dias. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido del test de
Newman-Keuls detect6 diferencias significativas dentro de cada grupo: #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 al comparar los
resultados a los 30 y 15 dias respecto al inicio, y $p<0,05, ¥¥¥p<0,001 al comparar el dia 30 respecto el dia 15.
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4.2.5 Efecto de los tratamientos cronicos con silimarina, quercetina y naringenina en ratas

viejas sobre la memoria episddica (reconocimiento de objetos)

Se estudi6 el efecto de los tratamientos crénicos con silimarina, quercetina y naringenina (20
mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (18 meses), sobre la memoria episodica mediante la realizacion de
la prueba de reconocimiento de objetos antes de iniciar el tratamiento, a los 15 dias y al final del
tratamiento, comparando con ratas control de la misma edad y jévenes a las que se les administrd
simultdneamente aceite de maiz (1ml/kg/dia, i.p) (Figura 53Ay B). En la fase de familiarizacion,
no se observaron diferencias significativas entre el tiempo utilizado para explorar cada uno de los
dos objetos idénticos, lo que indica que no hubieron preferencias por ningin objeto en particular
(no se muestran estos datos). Sin embargo, en la fase de prueba los animales exploraron mas el
objeto nuevo que el familiar, de acuerdo con el comportamiento innato de exploracion de novedad
de los roedores (Antunes y Biala 2012) (Figura 53A y B). Como hemos demostrado
anteriormente, existe un efecto de la edad, asi desde el inicio hasta el final de los tratamientos las
ratas jovenes exploran mas tiempo el objeto nuevo respecto al familiar que las ratas viejas (F(4,
31)=2,72, p<0,05). Ademés analizando la diferencia de tiempo de exploracién del objeto nuevo
respecto al familiar tanto las jovenes como las viejas control no mejoran respecto a si mismas
durante los 30 dias (jovenes: F(2, 24)=0,13, p=0,87; viejas:F(2, 18)=2,33,p=0,15). En cuanto a
los diversos tratamientos con polifenoles, a los 15 dias de tratamiento, la diferencia de tiempo de
exploracion del objeto nuevo respecto al familiar muestra diferencias estadisticas respecto al
grupo viejas control solo en el grupo de silimarina (F(4, 31)= 3,46, p=0,02). No obstante, a los 30
dias de tratamiento con silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas se observé una mejoria
significativa en la memoria episddica, lo que es evidente por el incremento en exploracion del
objeto nuevo respecto al familiar en todos los casos (F(4, 31)= 6,24, p=0,0016). Comparando los
valores de cada uno de los tratamientos durante 30 dias, respecto al inicio del tratamiento, tanto
los grupos tratados con silimarina, quercetina como naringenina aumentan el tiempo de
exploracion del objeto nuevo respecto al familiar, lo que significa que mejoran la memoria
episadica (silimarina: F(2, 15)=2,19, p=0,019, quercetina: F(2, 21)=8,55, p=0,005, naringenina:
F(2, 18)=6,27, p=0,017).
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Figura 53. Efecto sobre la memoria episodica en la fase de prueba del reconocimiento de objetos de los tratamientos
cronicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia i.p), y sus controles jovenes (3
meses, n=8) y viejas (18 meses, n=6) a los que se les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las pruebas se
realizaron un dia antes de iniciar los tratamientos, a los 15 y 30 dias. Las barras representan el promedio + SEM derivado
del tiempo de exploracion de los objetos (N= objeto nuevo, F= objeto familiar). A) Tiempo explorando el objeto nuevo
y el familiar. B) Diferencia en el tiempo de exploracion del objeto nuevo menos el familiar. One-way ANOVA seguido
del test de Newman-Keuls determiné diferencias significativas: *p<0,05, comparado con ratas jovenes; "p<0,05,
p<0,01, comparado con ratas viejas control. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido del test de Newman-
Keuls detect6 diferencias significativas: $p<0,05, $¥p<0,01, comparando cada uno de los tratamientos respecto a si
mismo a los 30 dias respecto dia 0, y p<0,05 comparando a los 30 dias respecto 15 dias. T-test detectd diferencias
significativas en el tiempo explorando el objeto nuevo respecto el familiar: #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001.
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4.2.6 Efecto del envejecimiento y de los tratamientos crénicos con silimarina, quercetina 'y

naringenina en ratas viejas sobre la memoria espacial y aprendizaje (laberinto de Barnes)

Para evaluar la memoria y el aprendizaje viso-espacial en los animales tratados con los polifenoles
silimarina, quercetina y naringenina se realizo la prueba del laberinto de Barnes. No se realiz6
esta prueba con los animales tratados con resveratrol, ya que en el momento en que se realizaron

estos tratamientos no se disponia del equipamiento necesario.

La prueba del laberinto de Barnes consta de dos fases: una primera fase de entrenamiento, seguido
de una fase de prueba final. Se analizan tres parametros: el tiempo, el nimero de errores totales
hasta finalizar la prueba, y el tipo de estrategia seguido para encontrar la caja de escape o target.
La fase de entrenamiento es un periodo de aprendizaje que prepara a los animales para poder
realizar la prueba, a partir de la experiencia obtenida con el entrenamiento. Por este motivo se
registro el tiempo necesario para finalizar la prueba y el nimero de errores totales solo en la fase
de prueba. En cambio las estrategias de aprendizaje se han registrado en ambas fases

(entrenamiento y prueba).

En la Figura 54 se muestran los resultados de la prueba del laberinto de Barnes en ratas control
jévenes (3 meses) y viejas (18 meses) tratadas con aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p) y en ratas
viejas tratadas con silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/dia, i.p) durante 15y 28 dias
de tratamiento. Se analiz6 la latencia y el namero de errores. A los 15 dias de tratamiento se
observaron diferencias en la latencia y numero de errores debidas a la edad entre los animales
jévenes y viejos, asi como se observo que los tratamientos con quercetina y naringenina en ratas
viejas reducen un 58,3 % y 70,74 % la latencia respecto a ratas control de la misma edad (F(4,
31)=2,99, p=0,035) (Figura 54A y B). A los 15 dias de los tratamientos con polifenoles no se
observaron cambios en cuanto al nimero de errores (F(4, 31)=1,16, p=0,34). A los 28 dias, se
mantienen las diferencias entre jovenes y viejas, y todos los tratamientos con polifenoles mejoran
la memoria espacial y aprendizaje para encontrar la caja de escape, ya que reducen el tiempo que
tardan en encontrarla en comparacion con el grupo viejas control (77 % de reduccién del tiempo
en silimarina, 44 % en quercetina, 54,3 % en naringenina) (F(4, 31)=6,72, p=0,0008),
acompariado de una reduccion del nimero de errores en comparacion con el grupo control de ratas
viejas (92,3 % en silimarina, 74,4 % en quercetina, y 80,8 % en naringenina) (F(4, 31)=4,31,
p=0,0083).
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Respecto a las estrategias de aprendizaje se analizaron la fase de entrenamiento y de prueba. A
los 15 dias de tratamiento la estrategia dominante en el grupo control viejas fue la aleatoria
(Figura 54C). Sin embargo, en este mismo periodo del tratamiento, tanto las ratas jovenes como
las ratas viejas tratadas con silimarina, quercetina y naringenina, mostraron una preferencia por
las estrategias seriada y directa. En el mismo sentido, a los 28 dias de tratamiento la estrategia
dominante seguida por el grupo viejas control siguio siendo la aleatoria, pero las ratas tratadas
con polifenoles y las ratas jovenes incrementaron la preferencia por utilizar estrategias de tipo
seriado y directo, en comparacion al mismo grupo a los 15 dias de tratamiento. Estos resultados
demuestran que en el transcurso de los tratamientos con polifenoles, los animales viejos

mejoraron la memoria y aprendieron a utilizar estrategias espaciales mas eficientes (Figura 54C).
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Figura 54. Efectos sobre la memoria espacial y aprendizaje de los tratamientos cronicos durante 28 dias con silimarina
(n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (18 meses) en comparacion con ratas de
la misma edad (n=6) y jévenes (3 meses, n=8) tratadas con aceite de maiz (1ml/kg/dia, i.p) en la prueba del laberinto
de Barnes. A) Latencia total a los 15 y 28 dias de tratamiento, B) Errores totales a los 15 y 28 dias de tratamiento. Para
el analisis estadistico de la latencia y los errores se utilizé one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: *p<
0,05, **p<0,01 cuando comparamos con grupo control jévenes; fp< 0,05, T p< 0,01, 1p<0,001 cuando comparamos
con el grupo control viejas. C) Estrategia seguida en % respecto el total, a los 15 y 28 dias. Para el analisis estadistico
se utilizé el test de chi-cuadrado, que encontré diferencias significativas a los 15 dias (p<0,0001, x?= 49,75, df=8) y a
los 28 dias (p<0,0001, x?=200,6, df=8).
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4.2.7 Efecto del envejecimiento y de los tratamientos crénicos con resveratrol en ratas

adultas y viejas sobre la coordinaciéon motora (rotarod)

Para valorar el efecto de los tratamientos con resveratrol sobre la coordinacion motora se realizo
la prueba de rotarod. Se calculé la media del tiempo que las ratas eran capaces de mantenerse en
el cilindro rotatorio, sin caerse, cuando éste permanecia en aceleracion. Las pruebas de

coordinacién motora se realizaron antes y después del tratamiento.

No se observaron cambios en la coordinacién motora entre ratas jévenes y adultas. El tratamiento
con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) durante 15 dias en ratas adultas de 9 meses (Figura 55) mejoré
un 39,5 % la coordinacién motora respecto a los animales control al final del tratamiento, y
también mejoré un 36,05 % respecto a su mismo grupo al inicio del tratamiento (F(2, 19)=7,7,
p=0,006).

801
3 Jovenes

o T @l Adultas control
g 3 Resweratrol adultas
.g 60 *
§ - -
<
£ I
5 401 T T
o1
°
8
£ 201
QL
'_

0

Dia de tratamiento

Figura 55. Efecto sobre la coordinaciéon motora en el rotarod del tratamiento cronico (15 dias) con resveratrol (20
mg/kg/dia, i.p) en ratas adultas (9 meses, n=6), comparado con el grupo control de la misma edad (n=5) y jévenes (3
meses, n=8) a las que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las barras representan el promedio + SEM
derivado del tiempo de permanencia en el aparato. Se detectaron diferencias significativas con one-way ANOVA
seguido del test de Newman-Keuls: *p<0,05, comparando con ratas control adultas a los 15 dias de tratamiento. T-test
para comparar el grupo resveratrol adultas respecto si mismas al inicio y final de tratamiento: "p<0,05.

La Figura 56 muestra el tiempo de permanencia en el rotarod de las ratas control jovenes (3
meses) y viejas (20 meses) a las que se administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p), y ratas viejas
tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) durante 30 dias. Se observaron diferencias
significativas debidas a la edad, asi desde el inicio las ratas jovenes permanecen en la rueda un
77 % mas de tiempo que las ratas viejas (F(2, 19)=39,83, p<0,0001). A los 15 dias de tratamiento,
los animales tratados con resveratrol incrementaron el tiempo de permanencia un 58,65 %,
respecto al grupo control viejas (F(2, 19)=39,46, p<0,0001). Al final del tratamiento esta

diferencia se mantuvo ya que los animales tratados con resveratrol soportaron un 58,72 % mas

102



Resultados

que el grupo control viejas sobre la rueda (F(2, 19)=41,14, p<0,0001). Por otro lado, al final del
tratamiento se observo una mejoria dentro del grupo de animales tratados con resveratrol respecto
al inicio del tratamiento, incrementandose un 74,12 % el tiempo de permanencia en la rueda (F(2,
18)=7,56, p=0,01). En los grupos jovenes y viejas no se observaron diferencias significativas a
lo largo del tratamiento, aunque se observo una tendencia a aumentar el tiempo de permanencia,
debido al factor entrenamiento en los tres grupos estudiados, que no fue significativo en el caso
de los animales jovenes y viejos control (jovenes: F(2, 24)=0,06, p=0,93; viejas: F(2, 15)=0,56,
p=0,59).
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Figura 56. Efecto sobre la coordinacion motora en el rotarod, del tratamiento crénico (30 dias) con resveratrol (20
mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6), comparado con el grupo control viejas (n=6) y jovenes (n=8) a las que
se les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las barras representan el promedio + SEM derivado del tiempo de
permanencia en el aparato. One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls determind diferencias
significativas: ***p<0.001, comparando con ratas jovenes control a los 15 y 30 dias de tratamiento; "p<0,05,
comparando con ratas viejas control a los 15 y 30 dias de tratamiento. One-way ANOVA de medidas repetidas seguido
por el test de Newman-Keuls determind diferencias significativas dentro del grupo resveratrol a los 30 dias respecto el
dia 0: ¥¥p<0,01.

4.2.8 Efecto de los tratamientos cronicos con silimarina, quercetina y naringenina en ratas

viejas sobre la coordinacién motora (rotarod)

Como se ha observado anteriormente, existe deterioro en la coordinacion motora debida a la edad,
ya que las ratas viejas permanecen menos tiempo que las ratas jovenes en la rueda, y no hay
diferencias al final del tratamiento respecto al inicio del mismo en las jovenes (F(2, 24)=0,066,
p=0,93) ni en las viejas control (F(2, 18)=0,99, p=0,41). En cuanto al tratamiento con polifenoles
en ratas viejas, a los 15 dias no se observaron diferencias en la coordinacion motora, comparando
ratas tratadas con polifenoles (silimarina, quercetina, naringenina) respecto a las ratas control de

la misma edad a las que se les habia administrado aceite de maiz (Figura 57). Sin embargo, a los

103



30 dias de tratamiento con los polifenoles todas las ratas viejas mejoraron la coordinacion motora
(F(4, 31)= 11,06, p<0,0001). Asi los animales viejos tratados con silimarina, quercetina y
naringenina permanecieron respectivamente, sobre el cilindro en movimiento un 38 %, 43 %, y
53 % maés de tiempo que los animales viejos control. Ademas, se detectd una mejoria en la
coordinacion motora a lo largo del tratamiento para cada uno de los grupos respecto al inicio del
tratamiento: silimarina (F(2, 15)=7,43, p=0,01), quercetina (F(2, 21)=22,01, p<0,0001) y
naringenina (F(2, 18)=54,02, p<0,0001) (Figura 57).
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Figura 57. Efecto de los tratamientos cronicos (30 dias) con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6)
(20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (18 meses) en el aparato de rotarod, comparado con el grupo control viejas (n=6) y
jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p). Las barras representan el promedio
+ SEM derivado del tiempo de permanencia en el aparato. One-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls
determind diferencias significativas: **p<0,01, ***p<0,001, comparando con ratas control jovenes a los 0, 15 y 30
dias; fp<0,05, comparando con ratas control viejas a los 30 dias. One-way ANOVA de medidas repetidas en todos los
tratamientos a los 15 y 30 dias respecto dia 0: $p<0,05, $¥%p<0,001.
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43 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES
RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA Y NARINGENINA SOBRE
LOS SISTEMAS MONOAMINERGICOS EN RATAS VIEJAS

4.3.1 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol sobre la sintesis de

catecolaminas en el cerebro de ratas viejas

El hipocampo es una region cerebral rica en terminaciones noradrenérgicas y pobre en
dopaminérgicas, por contra el estriado es una region predominantemente dopaminérgica. La
sintesis y metabolismo in vivo de NA en el hipocampo y la sintesis y metabolismo de DA en el
estriado se estimaron mediante determinacion de la acumulacion del precursor comin DOPA en
cada una de las regiones debida a la actividad de la tirosina hidroxilasa (TH) tras la inhibicion del
enzima descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (AADC) con NSD 1015 30 minutos antes del
sacrificio de los animales. Las catecolaminas y sus metabolitos se determinaron mediante

separacion por HPLC con deteccion electroquimica.

Al comparar los resultados obtenidos a partir del cerebro de ratas jovenes con el de ratas viejas se
observé un claro efecto de la edad sobre los niveles de NA en hipocampo y DA en estriado, asi
como de sus precursores. Laacumulacion de DOPA en el hipocampo de las ratas viejas (20 meses)
fue significativamente menor que en las jévenes (3 meses) (Figura 58). Ello indica que la tasa de
sintesis de NA se encuentra reducida en el hipocampo de las ratas viejas ya que la actividad basal
de la enzima TH es més baja en estos animales. Como consecuencia, el contenido de NA en el
hipocampo de estos animales se encuentra también reducido. Es importante destacar que el
método de HPLC utilizado no permite detectar ningin metabolito de la NA, con lo que no

podemos analizar su metabolismo.

Una disminucién similar dependiente de la edad se observé en la actividad de TH en el estriado,
pero en este caso, reflejando la sintesis de DA, con menos acumulacion de DOPA, y menos
contenido en DA, y el metabolito HVA en ratas viejas (Figura 58, estriado). Estos datos indican

una menor sintesis y metabolismo de DA en ratas viejas respecto a las jovenes.

Todos estos cambios dependientes de la edad fueron contrarrestados por el tratamiento crénico
con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses) durante 30 dias. Este tratamiento
indujo un incremento significativo en la acumulacion de DOPA (150 %) y contenido en NA (57
%) en hipocampo, respecto a los animales control de la misma edad. Efectos similares fueron
observados para el sistema dopaminérgico en estriado, ya que el tratamiento con resveratrol en

ratas viejas incremento la acumulacion de DOPA (36 %) vy el contenido en DA (53 %) en esta
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region; mientras que los niveles del metabolito HVA no cambiaron significativamente, respecto

las ratas viejas control (Figura 58).
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Figura 58. Efecto cronico (30 dias) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6),
en comparacion con ratas ratas viejas (20 meses, n=6) y jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administré aceite de
maiz (1 ml/kg/dia, i.p), en el sistema catecolaminérgico de hipocampo y estriado. Las barras representan la acumulacién
de DOPA (durante 30 minutos después de la inhibicién de la enzima descarboxilasa), el contenido en DA o NA, y los
niveles del metabolito HVA en estriado. Para el andlisis estadistico se utiliz6 one-way ANOVA seguido del test de
Scheffé: *p<0,05, ***p<0,001 cuando comparamos con el grupo de ratas jévenes control; p<0,05, p<0,01 cuando

comparamos con el grupo control viejas.
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El hipocampo es una region predominantemente noradrenérgica, y el estriado una region
sobretodo dopaminérgica (Carlssony cols., 1972; Nissbrandt y cols., 1988), no obstante se pueden
detectar cantidades muy bajas de DA en el hipocampo, y de NA en el estriado, cantidades mucho
mas bajas en relacion a los neurotransmisores predominantes en cada region. La Figura 59
muestra los valores de estos neurotransmisores obtenidos en los mismos animales de la Figura
58. Como puede observarse en ratas jovenes los valores de DA en hipocampo son 100 veces
menores que en el estriado, mientras que los valores de NA en estriado son 4 veces menores gque
en el hipocampo teniendose en cuenta que parte de la DA cuantificada es precursora en la via de
sintesis de NA, por lo que solo una pequefia cantidad podria ser debida a DA almacenada en
terminales dopaminérgicos. Aln asi los niveles de DA en hipocampo se encuentran muy por

debajo de los niveles en una regién netamente dopaminérgica.
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Figura 59. Efecto cronico (30 dias) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6),
en comparacion con ratas viejas (20 meses, n=6) y jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administro aceite de maiz (1
mi/kg/dia, i.p), en los niveles de DA en hipocampo y NA en estriado. Las barras representan el contenido en DA y NA
en ratas jovenes y viejas control, y en ratas viejas tratadas con resveratrol. Para el andlisis estadistico se utiliz6 one-
way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls. No se detectaron diferencias significativas entre los distintos grupos.
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4.3.2 Efecto de los tratamientos crénicos con silimarina, quercetina y naringenina sobre la

sintesis de catecolaminas en el cerebro de ratas viejas

En la Figura 60 se muestran los resultados del efecto de los tratamientos crénicos (30 dias) con
los polifenoles silimarina, quercetina y naringenina (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas de 18 meses
de edad, en comparacién con ratas viejas control (18 meses) a las que se administré aceite de
maiz. Se muestran también los valores de ratas jovenes (3 meses) para visualizar el efecto de la
edad. De esta manera, se corrobord el efecto de la edad sobre la sintesis de catecolaminas
observado previamente. En las ratas viejas la actividad basal de la enzima se encuentra disminuida
(se observo una acumulacion menor de DOPA tanto en hipocampo como en estriado) que provoca

gue en ambas regiones los niveles de NA y DA sean menores que en las ratas jovenes.

En el hipocampo los tratamientos con estos polifenoles en ratas viejas revierten el efecto sobre la
sintesis de catecolaminas asociado al envejecimiento (Figura 60). Tras cada uno de los
tratamientos se observd un aumento considerable en la acumulacién de DOPA en el hipocampo
con valores de 71 % de incremento respecto de las ratas viejas control para la silimarina, 133 %
para la quercetina y 169 % para la naringenina (F(4, 32)=12,39, p<0,0001). Ello pone de
manifiesto el incremento de la actividad del enzima TH responsable de la sintesis de NA. Como
consecuencia se ve incrementado el contenido de NA un 39 % en el caso de la silimarina, 29 %
en la quercetina, 37 % y en la naringenina, respecto a ratas control viejas (F(4, 32)=7,57,
p=0,0004).

Del mismo modo, en el estriado, los tratamientos con estos polifenoles provocaron un incremento
en la sintesis y acumulacion de DA (28 % tras silimarina, 38 % quercetina, y 39 % naringenina)
(F(4, 32)=55,03, p<0,0001), que puede deberse al incremento en la acumulacién de DOPA (63 %
tras silimarina, 57 % quercetina, y 42 % naringenina) respecto al grupo control (F(4, 32)=58,22,
p<0,0001) (Figura 60) debido a un incremento en la actividad de la enzima TH. En cuanto a los
niveles del metabolito HVA (producto de la degradacion de DA por medio de la enzima MAO),
se observd un descenso en ratas viejas respecto las jévenes (F(4, 32)=122,3, p< 0,0001). Ademas
en ratas viejas no se observaron cambios significativos en los niveles de este metabolito tras los

tratamientos con polifenoles (Figura 60).
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Figura 60. Efecto cronico (30 dias) de los tratamientos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6) (20
mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (18 meses), en comparacién con ratas jovenes (3 meses, n=8) y viejas (18 meses, n=6) a
las que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p), en la acumulacién de DOPA (después de la inhibicion con
NSD 1015 de la enzima AADC durante 30 minutos) y en el contenido en NA en el hipocampo; y niveles de DOPA,
DA y HVA en estriado. Las barras representan ng/g (promedio + SEM) en tejido himedo. Para el andlisis estadistico
se utiliz6 one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls: **p<0,01, ***p<0,001 comparando con ratas jovenes
control; Tp<0,05, p<0,01, "*p<0,001 comparando con ratas viejas control.
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4.3.3 Efecto del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol sobre la sintesis

serotonérgica en el cerebro de ratas viejas

Se midi6 la sintesis y metabolismo de 5-HT en dos regiones ricas en terminaciones nerviosas
serotonérgicas: hipocampo y estriado. En estas regiones cerebrales, la enzima limitante es la
triptofano hidroxilasa (TPH) isoforma TPH2. Por otro lado, también se midi6 la sintesis y
metabolismo de 5-HT en la glandula pineal donde la enzima limitante es la isoforma TPH1. De
esta manera, la sintesis de 5-HT fue determinada mediante la acumulacién de su precursor 5-HTP
durante 30 minutos después de la inhibicion de la enzima AADC por medio de la administracion
de NSD 1015. En estas condiciones, la acumulacion de 5-HTP refleja la actividad de la enzima
limitante TPH.

La sintesis de 5-HT disminuy6 con la edad ya que se vio una reduccién de los niveles de 5-HTP,
de 5-HT y también de su metabolito 5-HIAA en las tres regiones estudiadas debido al
envejecimiento (Figura 61). Sin embargo, el tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia,
i.p) en ratas viejas incremento la sintesis de 5-HT ya que aument6 los niveles de 5-HTP un 70 %
en hipocampo y un 51 % en estriado, reflejando un aumento en la actividad de la enzima TPH2,
asi como aumento el contenido de 5-HT un 55 % en hipocampo y un 76 % en estriado. Ademas
el tratamiento con resveratrol redujo los niveles del metabolito 5-HIAA (22 % y 48 % en
hipocampo vy estriado, respectivamente) (Figura 61). En conjunto los resultados indican una
aceleracion en la sintesis de 5-HT, y una reduccion de su degradacion en hipocampo, y estriado
de animales viejos tratados con resveratrol. Esto ultimo puede significar que el tratamiento con
resveratrol, no solo favorece el aumento de la sintesis, sino también previene la degradacion de

5-HT en sus metabolitos, probablemente inhibiendo la enzima MAO.

Por otro lado, también analizamos el efecto del resveratrol sobre la sintesis de 5-HT en la glandula
pineal. En este caso, la acumulacion de 5-HTP es indicativa de la actividad de la isoforma TPHL1.
De forma similar a lo observado, para la TPH2, se vio una reduccion en la actividad TPH1
dependiente de la edad. Por su parte, el tratamiento con resveratrol durante 30 dias increment6 la
acumulacién de 5-HTP, desde 1,45 + 0,67 ng/g de tejido en ratas viejas control hasta 6,72 + 0,54
ng/g de tejido en ratas tratadas con resveratrol (p<0,001 por t-test), llegando a niveles similares a
los de animales jovenes. Como consecuencia también se incrementd significativamente el
contenido de 5-HT en la glandula pineal de ratas viejas. Por Gltimo, el tratamiento con resveratrol

no modifico los niveles de 5-HIAA en la glandula pineal (Figura 61).
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Figura 61. Efecto cronico (30 dias) del tratamiento con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (20 meses, n=6),
en comparacion con ratas control viejas (n=6) y jovenes (3 meses, n=8) a las que se les administrd aceite de maiz (1
ml/kg/dia, i.p), en el sistema serotonérgico en hipocampo, estriado y glandula pineal. Las barras representan (el
promedio + SEM en ng/g de tejido himedo) de la acumulacion de 5-HTP (durante 30 min después de la inhibicién de
la enzima AADC), el contenido de 5-HT y los niveles del metabolito 5-HIAA. Para la evaluacidn estadistica se utilizd
one-way ANOVA seguido del test de Scheffé: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 cuando comparamos con el grupo
control jovenes; "p<0,05, T"p<0,001 comparado con el grupo control viejas.

4.3.4 Efecto de los tratamientos cronicos con silimarina, quercetina y naringenina sobre la
sintesis serotonérgica en el cerebro de rata vieja

Se corrobor6 una reduccién de los niveles de 5-HTP, de 5-HT y su metabolito 5-HIAA en las tres
regiones estudiadas debido al envejecimiento (Figura 62). En ratas viejas el tratamiento crénico
con silimarina, quercetina y naringenina incrementd la acumulacion de 5-HTP en las tres regiones
estudiadas lo que indica un aumento en la sintesis de 5-HT mediado por la TPH por parte de los
polifenoles estudiados. En el hipocampo el incremento fue de un 37 % en el caso de la silimarina,
52 % en la quercetina, y 53 % en la naringenina (F(4, 32)=11,7, p<0,0001). En el estriado el
incremento fue similar, un 36 % en el grupo de la silimarina, 44 % en el de la quercetina, y 53 %
en la naringenina (F(4, 32)=3,69, p<0,0301). En la glandula pineal el incremento de 5-HTP debido
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al aumento de la actividad TPH1 fue de un 239 % en el tratamiento con silimarina, 288 % en el
de quercetina, y 238 % en el de naringenina (F(4, 32)=7,85, p= 0,0003).

Como consecuencia, estos tratamientos incrementaron el contenido total de 5-HT en las tres
regiones (Figura 62). En el hipocampo se observé un increment6 de 5-HT de un 44 % tras
tratamiento con silimarina, 48 % tras quercetina, y 49 % después del tratamiento con naringenina
(F(4, 32)=3,05, p=0,02). En el estriado el incremento de 5-HT fue de un 77 % en el grupo de la
silimarina, 68 % en el de quercetina, y 57 % en el caso de la naringenina (F(4, 32)=4,82, p=0,01).
En la glandula pineal el incremento de 5-HT fue de un 323 %, 307 % y un 145 % tras los
tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina respectivamente (F(4, 32)= 47,46
p<0,0001).

En cuanto a los niveles del metabolito 5-HIAA, en el hipocampo el tratamiento con quercetina
redujo un 14 % los niveles de este metabolito, lo mismo ocurrié con el tratamiento con
naringenina que redujo un 37 % los niveles de 5-HIAA respecto ratas viejas (F(4, 32)=8,17,
p=0,0002), pero no se observaron cambios en los niveles de 5-HIAA debidos al tratamiento con
silimarina (Figura 62). En el estriado de las ratas viejas tratadas con silimarina, quercetina y
naringenina se determiné menos 5-HIAA (58 %, 40 %, 58 %, respectivamente) respecto ratas
viejas control (F(4, 32)=7,8, p=0,0003) (Figura 62). En conjunto, los resultados obtenidos en
hipocampo y estriado, pueden sugerir una inhibicion por parte de los tratamientos con polifenoles
de la enzima MAO, que degrada el 5-HT en 5-HIAA. En la glandula pineal los tratamientos con
silimarina, quercetina y naringenina aumentaron la sintesis de 5-HT y mantuvieron niveles
similares de 5-HIAA a los de las ratas viejas control, siendo mas bajos que los de las jovenes (F(4,
32)=29,10 p<0,0001) (Figura 62).
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Figura 62. Efecto cronico (30 dias) de los tratamientos con silimarina (n=5), quercetina (n=7) y naringenina (n=6)(20
mg/kg/dia, i.p) en ratas viejas (18 meses), en comparacion con ratas viejas (n=6) y jovenes (3 meses, n=8) a las que se
les administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p), en el sistema serotonérgico de hipocampo, estriado y glandula pineal,
en la acumulacion de 5-HTP (después de 30 minutos de la inhibicidn de la enzima AADC con NSD 1015), contenido
en 5-HT y su metabolito 5-HIAA. Las barras representan ng/g (promedio + SEM) de tejido himedo en hipocampo,
estriado y glandula pineal. Para el anélisis estadistico se utilizé one-way ANOVA seguido del test de Newman-Keuls:
*p<0,05, **p<0,01, *** p<0,001 comparando con ratas jévenes control; Tp<0,05, p<0,01, *7p<0,001 comparando
con ratas viejas control.
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44 EFECTOS DE LOS TRATAMIENTOS CON LOS POLIFENOLES
RESVERATROL, SILIMARINA, QUERCETINA Y NARINGENINA SOBRE
PROTEINAS IMPLICADAS EN EL ENVEJECIMIENTO

En los apartados anteriores hemos explicado los cambios que tienen lugar durante el
envejecimiento sobre la conducta y la sintesis de monoaminas y los efectos beneficiosos que
producen los polifenoles en estos parametros. En este apartado con el objetivo de profundizar en
los mecanismos moleculares responsables de estos efectos se analizaron los niveles de distintas
proteinas en los cerebros de esos mismos animales. Se eligieron proteinas relacionadas con
mecanismos y/o vias de sefializacion que se han descrito que estan alterados durante los procesos

gue conducen al envejecimiento.

4.4.1 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crdnico con resveratrol en ratas viejas
sobre la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR

La via de sefalizacion intracelular PISK/Akt/mTOR esta implicada en el control del ciclo celular,
la proteostasis, el metabolismo, la autofagia, y la longevidad, entre otras funciones (Manning y
cols., 2007). Ademas esta via de sefalizacion interactla con otras vias que participan en los
procesos de inflamacién (Han y cols., 2010). Por este motivo, las alteraciones en esta via de
sefializaciéon pueden dan lugar a enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Hers y cols.,
2011). Hemos analizado la inmunoreactividad de algunas proteinas de esta via, como son la
proteina Akt (60 kDa), tanto en su forma activa cuando se fosforila en la serina 473 (p-Akt), como
en su forma total (Akt) en el hipocampo y corteza parietal de ratas jovenes (3 meses) y viejas (20
meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias). Ademas, hemos estudiado en
las mismas regiones cerebrales y en los mismos animales, los niveles de inmunoreactividad de la
proteina mTOR (289 kDa) en su forma activa, cuando ésta proteina esté fosforilada en la serina
2448 (p-mTOR). Se estudid el hipocampo por ser una region relacionada con los procesos de
memoria y aprendizaje, y la corteza parietal para poder comparar los resultados, con una region

de funciones méas amplias.

Por medio de la técnica de western blot pudo observarse que en el hipocampo de rata se mantienen
constantes los niveles de la proteina Akt y de su forma activa (p-Akt) independientemente de la
edad (Figura 63A). Tras el tratamiento con resveratrol en ratas viejas no se aprecian diferencias
en los niveles totales de Akt (Figura 63B), pero si una ligera disminucion, no significativa, en la
inmunoreactividad de p-Akt (Figura 63A). La relacion p-AKT/AKT, que puede considerarse
como un indicador de la actividad de la via, no se alter6 significativemente con el envejecimiento

ni con el tratamiento con resveratrol (Figura 63C), por lo que podemos concluir que no se
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produce una activacion diferencial de esta via por efecto de la edad, asi como tampoco el

tratamiento con resveratrol tiene grandes efectos en esta via de sefializacion.

En la corteza parietal el envejecimiento no alterd la inmunoreactividad de Akt (Figura 63E), sin
embargo la inmunoreactividad de p-Akt en los animales viejos fué un 28 % superior a la de los
animales jovenes (Figura 63D). Por tanto, durante el envejecimiento se observa un aumento en
la proporcion entre p-Akt y Akt (Figura 63F). Estos resultados indican que los niveles elevados
en la inmunoreactividad de p-Akt son debidos a un incremento en el nimero de proteinas Akt
fosforiladas, es decir activas, y no a un incremento en la cantidad total de la proteina. El
tratamiento con resveratrol no alterd la inmunoreactividad de p-Akt en los animales viejos,

manteniéndose los niveles elevados respecto de los animales jovenes.

En conjunto estos resultados parecen indicar que en la corteza parietal durante el envejecimiento
se produce una activacién constitutiva de esta sefializacion que no se observa en el hipocampo.
El tratamiento con resveratrol no provocé cambios importantes lo que parece indicar que los
efectos del resveratrol observados sobre las capacidades cognitivas y la sintesis y metabolismo de

monoaminas, no estarian mediados de forma significativa por cambios en esta via de sefializacion.
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Figura 63. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A) p-Akt, B) Akt y C) p-Akt/Akt en hipocampo; D) p-Akt; E) Akt
y F) p-Akt/Akt en corteza parietal. Se utilizaron como controles animales jovenes (3 meses, N=8) y viejos (20 meses,
n=6) a los que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media * error
estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jovenes
control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparacion de la forma fosforilada y total de cada
proteina, asi como para la a-tubulina. Para el analisis estadistico se utiliz6 one-way ANOVA seguido por el test de
Newman-Keuls, que detect6 diferencias significativas en p-Akt en la corteza parietal (F(2, 20)=4,504; p=0,034) y en
la proporcidn p-Akt/Akt en esta region F(2, 20)=7,17; p=0,01. *p<0,05 comparando con ratas jovenes control. En la
parte inferior de las gréaficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteina en los distintos grupos
experimentales (30 ug de proteina cargada).
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A continuacion con el objetivo de comprobar si realmente los efectos del resveratol no estan
mediado por cambios en esta via de sefializacion se analizaron los niveles de inmunoreactividad
de la proteina mTOR en su forma activa, es decir cuando esta proteina esté fosforilada (p-mTOR),
en hipocampo y corteza parietal de ratas jovenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas
con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias).

En las muestras procedentes de hipocampo de ratas jovenes, viejas y viejas tratadas con
resveratrol no se observaron diferencias significativas en los niveles de inmunoreactividad de p-
MTOR (F(2, 20)=0,1022; p=0,9044) (Figura 64A). Tampoco se observé ninguna alteracion en
los niveles de inmunoreactividad de p-mTOR en la corteza parietal de estos animales (F(2,
20)=0,248; p=0,784) (Figura 64B), a pesar del incremento previamente observado en la
inmunoreactividad de p-Akt (Figura 63D), que es la quinasa responsable de la activacién de
mTOR en esta via de sefalizacion.

Todos estos resultados indican que en el hipocampo la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR
probablemente no participa en los procesos moleculares involucrados en el desarrollo del
envejecimiento cerebral ni en la mejora de los procesos cognitivos asociados al tratamiento con
resveratrol en ratas viejas.
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Figura 64. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia, n=6, i.p., 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de p-mTOR: A) en hipocampo y B) en corteza parietal. Se utilizaron
como controles animales jovenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administré aceite de maiz (1
mi/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media * error estandar de n experimentos por grupo (realizados por
cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-
bloteadas para p-mTOR y a-tubulina. No se detectaron diferencias estadisticas por medio de one-way ANOVA seguido
por el test de Newman-Keuls. En la parte inferior de las gréficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada
proteina en los distintos grupos experimentales (30 ug de proteina cargada).
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4.4.2 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol en ratas viejas

sobre vias de sefializacion implicadas en neuroinflamacion

El envejecimiento cerebral se ha relacionado con alteraciones en el sistema inmunitario innato y
en particular con estados inflamatorios cronicos. En el cerebro, la neuroinflamacion es un
mecanismo de defensa que el organismo tiene con el objetivo de proteger el SNC contra
infecciones y la presencia de moléculas inflamatorias (Spencer y cols, 2012). Se ha descrito un
incremento de la neuroinflamacion durante el envejecimiento gque se traduce en la activacién de
vias de sefializacion como la via de sefializacion por quinasas mitogenicas MAPK (Bhat y cols.,
1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a), o la via del factor nuclear NF-xB que es
considerada como la principal via de sefializacion proinflamatoria (Adler y cols., 2007; Spencer
y cols., 2012). Con el objetivo de analizar los efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico
con resveratrol sobre proteinas/vias de sefializacion implicadas en estados inflamatorios a nivel
cerebral se estudiaron estas vias de sefializacion; centrandonos en el estudio del hipocampo, por

ser la principal estructura cerebral relacionada con los procesos cognitivos.

4.4.2.1 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol en ratas viejas
sobre la via de sefializacion de MAPK/ERK

Se estudio la via de sefializacion de MAPK mediante el anélisis de la inmunoreactividad de la
proteina MEK1/2 (45 kDa) y su forma activa fosforilada en las Ser217/221 (p-MEK1/2), la
proteina ERK1/2 (42 y 44 kDa) y su forma activa fosforilada en las Thr202 y/o Tyr204 (de ERK1)
y laThrl185 y/o la Tyr187 (de ERK2) mediante el uso de anticuerpos especificos, en el hipocampo
de ratas jovenes (3 meses) y viejas (20 meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p,
30 dias) (Figura 65).

Los resultados obtenidos tras el analisis de la proteina MEK1/2 en el hipocampo de ratas revelaron
niveles mas elevados (24 %) de la quinasa activa (p-MEK) (Figura 65A) asi como de los niveles
totales de MEK1/2 (15 %) en los animales viejos, respecto de los animales jévenes (Figura 65B).
En consonancia con estos resultados, la inmunoreactividad de p-ERK1/2 y ERK1/2 se vieron
incrementadas un 39 % y 32 % respectivamente en las ratas viejas respecto de las jévenes (Figura
65D y E). Cabe destacar que la proporcion entre la forma fosforilada y total de MEK1/2 y ERK1/2
se mantiene constante a pesar de la edad (Figura 65C y F). Todo ello parece sugerir que durante
el envejecimiento se produce una mayor activacion de la sefial inflamatoria, que no es debido a
una activacion en si de la via de sefalizacion de MAPK sino a un incremento de la expresion de

las proteinas totales y en consecuencia de la forma fosforilada de estas proteinas. Lo que pone de
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manifiesto alteraciones adaptativas duraderas en estas vias de sefializacion durante el

envejecimiento.

Por otro lado, el tratamiento con resveratrol en ratas viejas no revierte de forma significativa los

efectos del envejecimiento sobre las proteinas MEK y ERK en sus formas totales y fosforiladas.

Estos resultados parecen indicar una sobreexpresion de las proteinas de la via de las MAPK en el
hipocampo de los animales viejos que podria relacionarse con un aumento del estado
proinflamatorio durante el envejecimiento. Sin embargo, los efectos beneficiosos durante el
envejecimiento del tratamiento con resveratrol no parecen estar tan relacionado con la prevencion
de estas sefiales inflamatorias. Por este motivo a continuacion se estudio la via de sefializacion de

NF-xB, cuya activacion es clave para el desarrollo de los procesos inflamatorios.
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Figura 65. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A) p-MEK1/2, B) MEK1/2, C) p-MEK1/2 respecto MEK1/2, D)
p-ERK1/2, E) ERK1/2 y F) p-ERK1/2 respecto ERK1/2 en hipocampo. Se utilizaron como controles animales jovenes
(3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administro aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras
representan la media + error estdndar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como
porcentaje respecto a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparacién
de la forma fosforilada y total de cada proteina, asi como para la a-tubulina. Para el analisis estadistico se utiliz one-
way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectd diferencias significativas en p-MEK1/2 (F(2,
20)=4,35, p=0,032), MEK1/2 (F(2, 20)=6,63, p=0,0086), p-ERK1/2 (F(2, 20)=4,451, p=0,030), ERK1/2 (F(2,
20)=6,094, p=0,011). *p<0,05; **p<0,01 comparando con ratas jovenes control. En la parte inferior de las gréaficas se
encuentra un inmunaoblot representativo de cada proteina en los distintos grupos experimentales.

120



Resultados

4.4.2.2 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol sobre la via de

sefializacion de NF-xB

La via del factor nuclear NF-kB es considerada como la via de sefializacion proinflamatoria
prototipica, principalmente por el papel de NF-xB en la expresion de genes proinflamatorios
(Friedman y cols., 2002; Adler y cols., 2007). En el cerebro ademas, se ha descrito la implicacion
de NF-xB en procesos de plasticidad sinaptica y memoria (Williams y cols., 2008). NF-«xB esté
formado por un complejo heterodimérico compuesto por p50/p52 y p65 (Siebenlist y cols., 1994).
En el citoplasma, el dimero de NF-xB se une con la proteina inhibitoria 1xB y de esta forma todo
el complejo esté inactivo. Los ROS y otras moléculas activan el estado redox de las proteinas
quinasas que fosforilan 1kB, de forma que IxB fosforilada se separa del complejo NF-«B,
activandolo y permitiendo que se transloque al ndcleo donde se puede unir al ADN en las regiones
promotoras especificas, actuando como un factor de transcripcién. Esta unién a las regiones
promotoras especificas se ve modulada por modificaciones postranscripcionales en la subunidad
p65 como fosforilacion en la serina 276 y acetilacion en la lisina 310, entre otras (Perkins y cols.,
2007). Estos son los puntos de regulacién de NF-kB mas frecuentes, aunque se han encontrado
proteinas especificas que pueden fosforilar otras serinas (311, 529 y 536) y acetilar otras lisinas
(122, 123, 218 y 221) en la subunidad p65 (Oeckinghaus y cols., 2009). En este apartado hemos
estudiado los niveles de inmunoreactividad de la proteina NF-kB (65 kDa) en su forma total, en
su forma activa cuando se fosforila en la ser276 (p-NF-xB) y en su forma acetilada cuando la
lisina 310 de la subunidad RelA/p65 esta acetilada (NF-«xB acetilada), en el hipocampo de ratas

jévenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias).

Los resultados del estudio de la via de sefializacién de NF-xB muestran que se mantienen niveles
similares de inmunoreactividad de p-NF-kB en el hipocampo de ratas jovenes y viejas (Figura
66A). En estos animales también se mantienen constantes los niveles de la proteina NF-xB en su
forma total (Figura 66C). Asi, no se observan diferencias en la relacion p-NF-kB/NF-kB en ratas
jévenes y viejas (Figura 66D). Lo que parece indicar que el envejecimiento no induce ningin

incremento en el estado basal de la activacion de NF-kB por fosforilacion.

El tratamiento con resveratrol no alterd la inmunoreactividad de p-NF-kB en ratas viejas. Sin
embargo, se detectd una ligera disminucidn, no significativa, de los niveles totales de NF-xB en
los animales tratados, lo que se traduce en un ligero incremento de la relacion p-NF-xB/ NF-xB
(Figura 66D), aunque se observa una ligera tendencia que no llega a ser significativa a la

reduccién de los niveles totales de NF-xB.
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Los resultados obtenidos con el anticuerpo especifico contra la forma acetilada de NF-xB
detectaron diferencias debidas al envejecimiento. En las ratas viejas la inmunoreactividad de la
forma acetilada de NF-«xB fue significativemente superior (16 %, p<0,001) que en los animales
jévenes (Figura 66B). Como los niveles totales de NF-kB se mantienen constantes, puede
afirmarse que durante el envejecimiento se produce un incremento en la forma acetilada de NF-
kB, y que este no es debido a un incremento en la cantidad total de la proteina. Asi, la relacion
entre la forma acetilada y la total de NF-kB es méas elevada en ratas viejas que en jovenes, lo que
podria sugerir que durante el envejecimiento se produce un efecto modulador que afecta la
acetilacion de la lisina 310 de la subunidad p65 (Figura 66E). Resulta sumamente interesante
comprobar que este efecto es revertido tras el tratamiento con resveratrol. Las ratas viejas tratadas
con resveratrol presentan niveles de NF-xB acetilada proximos a los que presentan las ratas
jovenes (92 %) (Figura 66B). Todo ello indica que, muy probablemente, el resveratrol induce de
forma directa o indirecta la desacetilacion de NF-«xB. Estos resultados son muy prometedores ya
que la acetilacion de la subunidad p65 resulta esencial para la actividad del factor de transcripcion
NF-kB y el resveratrol permitiria su regulacion farmacoldgica. Aungue son necesarios otros
estudios para dilucidar si estos efectos se deben a un mecanismo de accion directo del resveratrol

0 son consecuencia de efectos secundarios de éste.
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Figura 66. Efectos del envejecimiento y del tratamiento cronico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad en el hipocampo de rata de: A) p-NF-«B, B) NF-«xB acetilada, C)
NF-kB, D) p-NF-kB/NF-xB y E) NF-kB acetilada/NF-«B. Se utilizaron como controles animales jovenes (3 meses,
n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras
representan la media + error estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como
porcentaje de las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparacion de la
forma fosforilada, acetilada y total de cada proteina, asi como para la a-tubulina. Para el analisis estadistico se utilizd
one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detect6 diferencias significativas en NF-xB acetilada
(F(2, 20)=22,74, p<0,0001) y en NF-«B acetilada/ NF-xB (F(2, 20)= 4,45, p=0,03). *p<0,05; ***p<0,001 comparando
con ratas jovenes control; Tp<0,05; ¥7p<0,01 comparando con ratas viejas control. En la parte inferior de las gréficas
se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteina en los distintos grupos experimentales.

123



4.4.3 Efectos del envejecimiento y del tratamiento crdénico con resveratrol en ratas viejas

sobre la enzima desacetilasa SIRT1

SIRT1 (110 kDa) es una enzima desacetilasa de histonas y otras proteinas no histonas, que se ha
descrito que puede estar implicada en los procesos de envejecimiento (Markus y cols., 2008) e
inflamacion a través de la desacetilacion de proteinas como NF-xB (Yeung y cols., 2004). En este
sentido, en los ultimos afios muchos autores han considerado que descensos en los niveles de
expresion de SIRT1 o la inhibicion de su actividad podrian contribuir al desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas asociadas al envejecimiento (Qin y cols., 2006; Jiang y cols.,
2012; Herkovist y cols., 2013). En este apartado se estudiaron los niveles de inmunoreactividad
de la proteina SIRT1 de 110 kDa en hipocampo, cuerpo estriado, corteza frontal y corteza parietal,

durante el envejecimiento y tras el tratamiento con resveratrol en ratas viejas.

Se estudiaron en primer lugar los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 en el hipocampo, donde
se observo en las ratas viejas una reduccion de un 35 % de SIRT1 respecto las jévenes, indicando
que el envejecimiento provoca un descenso en los niveles de SIRT1 (Figura 67A). El tratamiento
con resveratrol parece revertir esta tendencia; asi los niveles de SIRT1 en las ratas viejas tratadas
con resveratrol fueron similares a los de las ratas jovenes (90 %) (Figura 67A).

Al analizar los niveles de SIRT1 comprobamos que en las membranas de western blot aparecian
dos bandas inmunoreactivas una a 110 kDa que corresponde a la proteina SIRT1 nativa y otra a
75 kDa que se veia modulada por las distintas condiciones experimentales. Se ha descrito en
condrocitos articulares humanos que tras la exposicién a factores de estrés, como pueden ser las
citoquinas inflamatorias TNF-a o IL-1$3, se produce la fragmentacién proteolitica de SIRT1
dando lugar a la formacién de un fragmento inactivo de 75 kDa que se mantiene estable (Dvir-
Ginzberg y cols., 2011). Hemos podido comprobar que en hipocampo el envejecimiento también
provoca una reduccion de un 14 % de los niveles del fragmento de 75 kDa (Figura 67B). La
proporcién entre la inmunoreactividad del fragmento de 75 kDa y la proteina nativa de 110 kDa
(indice de fragmentacion), es mayor en la ratas viejas que en las jovenes (Figura 68). Por otra
parte, el tratamiento crénico con resveratrol revierte los efectos del envejecimiento también sobre
los valores de inmunoreactividad del fragmento de 75 kDa, que son similares a los de las ratas
jévenes (103 %) (Figura 67B). Por lo que el indice de fragmentacion de SIRT1 tras el tratamiento

con resveratrol desciende hasta valores proximos a los de las ratas jovenes (Figura 68).

Estos resultados indican que en las ratas viejas se produce una disminucion sustancial de SIRT1,
que ademas va acompafiada de mayor indice de fragmentacion. Lo que podria estar relacionado

con el aumento del estado proinflamatorio de las ratas viejas. Ademas, el resveratrol que ha
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demostrado su efectividad en la restauracion de los déficits cognitivos asociados con la edad,
restaura los niveles de SIRT1 en ratas viejas (Figura 67A) y reduce significativamente el indice
de fragmentacion (Figura 68).
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Figura 67. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad en hipocampo de rata de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) el fragmento de
75 kDa de SIRTL. Se utilizaron como controles animales jovenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se
les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media + error estandar de n
experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jovenes. Las
proteinas SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) y a-tubulina se analizaron en las mismas membranas para cada muestra. Para el
analisis estadistico se utiliz6 one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detectd diferencias
significativas en SIRT1 (F(2, 20)= 78,72, p<0,0001) y en el fragmento de 75 kDa (F(2, 20)= 13,39,
p=0,0004).***p<0,001 comparando con ratas jévenes control; Tfp<0,001 comparando con ratas viejas control. En la
parte inferior de las graficas se encuentra un inmunoblot representativo de cada proteina en los distintos grupos
experimentales (30 ug de proteina cargada).
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Figura 68. indice de fragmentacion de la proteina SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa en hipocampo de ratas
jovenes, viejas y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias). Se utilizaron como controles animales
jovenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias).
Las barras representan la media + error estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se
expresan en relacidn a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas con un anticuerpo especifico que
detecta ambas formas de SIRT1. Para el analisis estadistico se utilizd one-way ANOVA seguido por el test de Newman-
Keuls, que detectd diferencias significativas (F(2, 20)=28,31, p<0,0001): ***p<0,001 comparando con ratas jovenes
control; 7p<0,001 comparando con ratas viejas control.

Tras observar que el envejecimiento provoca cambios significativos en los niveles de la proteina
SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) en una region especializada en procesos cognitivos como es el
hipocampo, y que el tratamiento con resveratrol revierte estas diferencias; decidimos estudiar si
este fendmeno ocurre de forma generalizada en todo el cerebro o se trataba de un efecto exclusivo
del hipocampo. Por este motivo se analizaron otras regiones que junto con el hipocampo
participan en diferentes procesos cognitivos, como son: el cuerpo estriado que esta implicado en
el aprendizaje y la memoria, y la corteza frontal que es importante en la integracion de
informacién y ejecucion de la conducta. Ademas, se estudid la corteza parietal para poder
comparar los resultados de las regiones anteriores con los de una region menos implicada en la
regulacién de los procesos cognitivos.

El envejecimiento también reduce los niveles de SIRT1 en el estriado (47 %) (Figura 69A) y en
la corteza frontal (29 %) (Figura 69C), respecto ratas jovenes. El tratamiento con resveratrol
contrarresta el efecto de la edad, ya que favorece la recuperacion de los niveles de SIRT1 en
estriado (78 %) (Figura 69A) y en corteza frontal (90 %) (Figura 69C), también respecto los

animales jovenes.

Ademas, se observa una reduccion del fragmento de 75 kDa de SIRT1 debido al envejecimiento
en estriado (22 %) (Figura 69B) y corteza frontal (11 %) (Figura 69D), respecto ratas jovenes.

Estos descensos son revertidos tras el tratamiento con resveratrol en estriado (114 %) (Figura
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69B), en corteza frontal (96 %) (Figura 69D). En el estriado y en la corteza frontal la proporcion
del fragmento de 75 kDa respecto a la forma completa de 110 kDa, aumenta en las ratas viejas y
disminuye tras el tratamiento con resveratrol (Figura 70A y B). Lo que esta en consonancia con
los resultados obtenidos en el hipocampo. Por otra parte, en la corteza parietal no se observaron
cambios significativos en la inmunoreactividad de SIRT1, ni en la forma nativa de 110 kDa ni en
el fragmento de 75 kDa (Figura 69E y F).

Estos resultados muestran, en primer lugar, una reduccion importante de SIRT1 asociada al
envejecimiento en regiones cerebrales relevantes para los procesos cognitivos. En segundo lugar,
que esta reduccién va acompafiada de un incremento en el indice de fragmentacion de esta
proteina. Y en tercer lugar que el resveratrol resulta eficaz para revertir estos efectos en las mismas

regiones cerebrales responsables del deterioro cognitivo asociado al envejecimiento.
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Figura 69. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p., n=6, 30 dias) en
ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) SIRT1 (75 kDa) en estriado; C) SIRT1
(110 kDa) y D) SIRT1 (75 kDa) en corteza frontal; y E) SIRT1 (110 kDa) y F) SIRT1 (75 kDa) en corteza parietal. Se
utilizaron como controles animales jovenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les administro aceite
de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media + error estandar de n experimentos por grupo
(realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje de las ratas jovenes control. Las proteinas SIRT1 (110
kDay 75 kDa) y a-tubulina se analizaron en las mismas membranas para cada muestra. Para el analisis estadistico se
utiliz6 one-way ANOV A seguido por el test de Newman-Keuls, que detect6 diferencias significativas en estriado (110
kDa: F(2, 20)=25,33, p<0,0001; 75 kDa: F(2, 20)=6,176, p=0,0130), y en corteza frontal (110 kDa: F(2, 20)=13,
p=0,0008; 75 kDa: F(2, 20)=5,38, p=0,0173). *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 comparando con las ratas jovenes
control, y 'p<0,05; "p<0,01 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las gréficas se encuentra
un inmunoblot representativo de cada proteina en los distintos grupos experimentales (30 g de proteina cargada).
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Figura 70. indice de fragmentacién de la proteina SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa, en estriado (A),
corteza frontal (B) y corteza parietal (C) de ratas jovenes, viejas y viejas tratadas con resveratrol (20 mg/kg/dia, i.p.,
n=6, 30 dias). Se utilizaron como controles animales jévenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses, n=6) a los que se les
administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media + error estandar de n experimentos
por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan en relacion a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas
membranas con un anticuerpo especifico que detecta ambas formas de SIRT1. Para el analisis estadistico se utilizé one-
way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls, que detecto diferencias significativas en estriado (F(2, 20)=6,38,
p=0,01) y corteza frontal (F(2, 20)=4,96, p=0,02): *p<0,05; **p<0,01 comparando con ratas jévenes control.

4.4.4 Efecto del tratamiento crénico con silimarina, quercetina y naringenina en hipocampo

de ratas viejas sobre la enzima desacetilasa SIRT1

Después de haber comprobado que el tratamiento con resveratrol revierte los efectos del
envejecimiento sobre los niveles de SIRTL1 en regiones especializadas en procesos cognitivos,
decidimos analizar si los tratamientos con otros polifenoles producen los mismos efectos. Y asi

determinar si este fenotipo es debido al caracter polifendlico del resveratrol (Figura 71).

Los resultados que presentamos a continuacion corroboran que el envejecimiento tiene el efecto
de disminuir los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 en hipocampo. Ya que tras el analisis de
otros grupos de ratas viejas, constatamos descensos en los niveles de SIRT1 comprendidos entre
un 28 % a 43 % (Figura 71A, Cy E) y de un 12,7 % del fragmento de 75 kDa (Figura 71B, D y
F), respecto las ratas jovenes, siendo la proporcion entre el fragmento de 75 kDa y la proteina
completa (110 kDa) mayor en ratas viejas (Figura 72).

Por otro lado, se puede observar como también el tratamiento con silimarina revierte los efectos
de la edad, aumentando hasta un 77 % los niveles de SIRT1 (110 kDa) (Figura 71A), vy
consiguiendo que los niveles del fragmento de 75 kDa fueran similares a los de ratas jovenes
control (Figura 71B). Por tanto, la proporcion entre ambas formas de SIRT1 en los animales
tratados con silimarina es similiar a la que se observa en las ratas jovenes (Figura 72A). Estos
resultados parecen indicar que la silimarina tiene un efecto beneficioso en la recuperacion de los

niveles de SIRT1 durante el envejecimiento en el hipocampo similar al resveratrol.
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El tratamiento con quercetina también tiene un efecto protector en el hipocampo de ratas viejas
conservando los niveles de esta proteina en valores proximos a los que presentan las ratas jovenes
(Figura 71C). También incrementa los niveles del fragmento de 75 kDa hasta un 115 % respecto
a los animales jovenes (Figura 71D). En este caso la proporcion entre el fragmento de 75 kDa y
la forma nativa de la proteina SIRT1 aumenta debido al envejecimiento, y se ve reducida tras el
tratamiento con quercetina, llegando a valores proximos a los de las ratas jovenes (Figura 72B).

El Gltimo polifenol que hemos estudiado ha sido la naringenina, que de forma similar a los otros
polifenoles revierte el efecto del envejecimiento, restaurando hasta un 92,76 % los niveles de
SIRT1 110 kDa en ratas viejas (Figura 71E) y hasta un 112,96 % el fragmento de 75 kDa,
respecto ratas jovenes (Figura 71F). En cuanto a la proporcion del fragmento de 75 kDa respecto
a la forma completa de la proteina SIRT1 110 kDa, observamos los mismos efectos que los
descritos en los casos anteriores. Es decir, el envejecimiento aumenta esta proporcion
demostrando un estado proinflamatorio en hipocampo, que es revertido tras el tratamiento con

naringenina (Figura 72C).
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Figura 71. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con silimarina (n=5) (A, B), quercetina (n=7) (C, D)
y naringenina (n=6) (E, F) (20 mg/kg/dia, i.p., n=5, 30 dias) en ratas viejas sobre los niveles de inmunodensidad de
SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa en hipocampo. Se utilizaron como controles animales jovenes (3 meses,
n=8) y viejos (18 meses, n=6) a los que se les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras
representan la media + error estdndar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como
porcentaje respecto a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para la comparacién
de SIRT1 y a-tubulina. Para el anlisis estadistico se utiliz6 one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls,
que detecto diferencias significativas entre los grupos de animales jovenes, viejos y tratados con silimarina (110 kDa:
F(2, 19)=57,17, p<0,0001; 75 kDa: F(2, 19)=5,64, p=0,016), quercetina (110 kDa: F(2, 21)=28,19, p<0,0001; 75 kDa:
F(2, 21)=17,43, p=0,0001) y naringenina (F(2, 20)=4,77, p=0,024; F(2, 20)=9,45, p=0,0025): *p<0,05; ** p<0,01;
***n<0,001 comparando con las ratas jovenes control, y Tp<0,05; 7p<0,01; 1p<0,001 comparando con las ratas viejas
control. En la parte inferior de las gréaficas se encuentra un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de la
proteina SIRT1 de 110 kDa, de su fragmento de 75 kDa, y de la proteina a-tubulina en cada uno de los grupos
experimentales (30 ug de proteina cargada).
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Figura 72. indice de fragmentacion de la proteina SIRT1 de 110 kDa en el fragmento de 75 kDa en hipocampo de ratas
jovenes, viejas y viejas tratadas de forma crénica con silimarina (n=5) (A), quercetina (n=7) (B), y naringenina (n=6)
(C) (20 mg/kg/dia, i.p., 30 dias). Se utilizaron como controles animales jovenes (3 meses, n=8) y viejos (20 meses,
n=6) a los que se les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p., 30 dias). Las barras representan la media * error
estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan en relacion a las ratas jovenes
control. Se analizaron la forma nativa de SIRT1 110 kDa y su fragmento de 75 kDa en las mismas membranas con un
anticuerpo especifico que detecta ambas formas. Para el andlisis estadistico se utiliz one-way ANOVA seguido por el
test de Newman-Keuls, que detectd diferencias significativas entre los grupos de animales jovenes, viejos y tratados
con silimarina (F(2, 19)=19,21, p<0,0001), quercetina (F(2, 21)=10,30, p<0,0015) y naringenina (F(2, 20)=5,71,
p=0,01): *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001comparando con ratas jovenes control; 'p<0,05 comparando con ratas viejas
control.

Por tanto en este apartado comprobamos que el envejecimiento en el hipocampo disminuye entre
un 28 y un 48 % los niveles de SIRTL, y entre un 13 % y 16 % los de su fragmento de 75 kDa.
Siendo la proporcién entre 75 kDa y 110 kDa mayor en ratas viejas, lo que sugiere que el
envejecimiento genera un estado proinflamatorio que activa la fragmentacién de la proteina
SIRT1. En este sentido, los tratamientos crénicos con silimarina, quercetina y naringenina
revierten los efectos del envejecimiento, conservando la forma nativa de SIRTL, y evitando su

fragmentacion.

4.4,5 Efecto del tratamiento crénico con silimarina, quercetina y naringenina sobre la

acetilacion de la proteina NF-xB en hipocampo de ratas viejas

Una vez comprobado que otros polifenoles inducen efectos similares al resveratrol sobre los
niveles de SIRT1 en el envejecimiento, asi como que este efecto del resveratrol sobre SIRT1 y
del envejecimiento en si, se correlaciona con cambios en los niveles de la forma acetilada de la
proteina NF-xB, nos planteamos analizar si estos otros polifenoles modulan de forma similar la
actividad de NF-«xB. Por este motivo estudiamos los niveles totales de inmunoreactividad de la
proteina NF-kB (65 kDa) y cuando esta acetilada en la lisina 310 de RelA/p65 (NF-«B acetilada),
en el hipocampo de ratas jovenes (3 meses), viejas (20 meses) y viejas tratadas con silimarina,

quercetina y naringenina (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias).
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Comprobamaos en el hipocampo de otros grupos de animales los mismos efectos que en el apartado
4.4.2.2 para la forma acetilada y total de NF-kB. El envejecimiento provoca un aumento de los
niveles de inmunoreactividad de NF-xB acetilada, que ocsila entre un 14 % (Figura 73Ay G) y
18 % (Figura 73D), y no parece afectar los niveles totales de la proteina NF-xB (Figura 73B, E
y H). Aumentando la proporcion de los niveles de acetilacion de NF-«xB respecto los niveles

totales de la proteina (Figura 73C, F y I).

Una vez corroborados los efectos del envejecimiento sobre NF-kB estudiamos qué ocurre tras los
tratamientos crénicos con polifenoles sobre esta proteina. Se observd que en ratas viejas estos
tratamientos reducen de forma significativa los niveles de acetilacion de la proteina NF-kB
reduciéndolo a valores similares a los de ratas jovenes control (73,77 %, 80,85 % y 57,95 % en
los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina respectivamente) (Figura 73A, Gy D).
Por tanto, los tratamientos no solo revierten el incremento de la forma acetilada provocado por el
envejecimiento, sino que ademas reduce sus niveles por debajo de los niveles de las ratas jovenes.
De todos modos, este fenémeno se ve acompariando con una reduccion en los niveles totales de
la proteina NF-kB respecto a ratas jovenes y viejas, de un 37,38 % y 24,55 % tras el tratamiento
con silimarina (Figura 73B), de un 36,84 % y 33,98 % con quercetina (Figura 73E) y de un
49,72 % y 43,96 % con naringenina (Figura 73H). Con lo que la reduccion observada en los
niveles de NF-xB acetilado es principalmente debido a una reduccion en la expresién de la
proteina total provocada por el tratamiento con polifenoles y no a un cambio en la proporcion de
proteina acetilada (Figura 73C, F y 1). Tampoco se puede descartar que la reduccion observada
en los niveles totales de NF-xB se deba a un efecto de degradacién de NF-kB por parte de los

polifenoles.

Estos resultados en conjunto sugieren que el envejecimiento provoca un aumentando del estado
proinflamatorio en el hipocampo, incrementando la acetilacion de NF-kB, al menos en la lisina
310 de la subunidad p65. Sin embargo, los tratamientos con polifenoles parecen contrarrestar
estos efectos del envejecimiento sobre la via de sefializacién de NF-kB, reduciendo el fenotipo

proinflamatorio en ratas viejas mediante la disminucién de los niveles totales de NF-«B.
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Figura 73. Efectos del envejecimiento y del tratamiento crénico con silimarina (n=5) (A, B, C), quercetina (n=7) (D,
E, F) y naringenina (n=6) (G, H, 1) (20 mg/kg/dia, i.p., n=5, 30 dias) en hipocampo de ratas viejas sobre los niveles de
inmunodensidad de NF-kB acetilada, NF-xB total, y la relacion entre ambas formas. Se utilizaron como controles
animales jovenes (3 meses, n=8) y viejos (18 meses, n=6) a los que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p.,
30 dias). Las barras representan la media * error estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado)
y se expresan como porcentaje respecto a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas
para la comparacion de la forma acetilada y total de cada proteina, asi como para la a-tubulina. Para el analisis
estadistico se utilizo one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls que detect6 diferencias significativas en
silimarina: A) F(2, 19)=17,62, p=0,0002, B) F(2, 19)=7,2, p=0,0071, C) F(2, 19)=3,09, p=0,047; quercetina D) F(2,
21)=21,26, p<0,0001, E) F(2, 21)=29,53, p<0,0001, F) F(2, 21)=6,72, p=0,009; y naringenina G) F(2, 20)=59,77,
p<0,0001, H) (F(2, 20)=66,81, p<0,0001, I) F(2, 20)=3,74, p=0,04. *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001 comparando con
las ratas jovenes control, y Tp<0,05; T7p<0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las
gréficas se encuentra un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de NF-«xB acetilada, NF-xB y de la proteina
a-tubulina en cada uno de los grupos experimentales (30 pg de proteina cargada).
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4.4.6 Correlacion entre los niveles de las proteinas SIRT1 y NF-xB durante el

envejecimiento y tras los tratamientos con polifenoles

En los resultados presentados anteriormente se observa que los polifenoles resveratrol, silimarina,
guercetina y naringenina parecen ejercer parte de sus propiedades antienvejecimiento a través de
la modulacion de la proteina SIRT1 y de la via de sefializacion de NF-kB, en regiones cerebrales
claves para la funcionalidad de los procesos cognitivos, como el hipocampo. Asi, se considerd
interesante ver si existe una correlacion entre los niveles de estas proteinas. Para ello se analizd
de forma conjunta todos los tratamientos realizados en ratas viejas, comparandolo con las ratas

jévenes y viejas control.

Al analizar de forma conjunta todos los grupos de animales jévenes y viejos, se comprob6 que el
envejecimiento reduce los niveles de SIRT1 en un 35 % (Figura 74A), acompariado de un
descenso de un 14 % del fragmento de 75 kDa (Figura 74B), respecto las ratas jovenes. Al
respecto, los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina comparten la capacidad
de revertir los efectos del envejecimiento, a través de la recuperacion del descenso de SIRT1 (110
kDa) y de su fragmento de 75 kDa. De esta forma las ratas viejas tratadas con polifenoles vuelvan
a tener cantidades similares de SIRT1 (110 kDa y 75 kDa) a los que presentan las ratas jovenes
control (110 kDay 75 kDa: 77 % y 100 % en silimarina, 86 % y 115 % en quercetina, 93 %y 113
% en naringenina, 90 % y 103 % en resveratrol, respectivamente). Aunque se observa una ligera
variabilidad entre el efecto de los diferentes tratamientos, no hay diferencias significativas entre

ellos, por lo que el grado de efectividad parece ser similar en todos los tratamientos.
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Figura 74. Efectos del envejecimiento y de los tratamientos cronicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7),
naringenina (n=6) y resveratrol (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias) en hipocampo de ratas viejas sobre la
inmunoreactividad de: A) SIRT1 (110 kDa) y B) SIRT1 (75 kDa), en comparacion con ratas jovenes (3 meses, n=8) y
viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p, 30 dias). Las barras representan
la media + error estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y se expresan como porcentaje
respecto a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas para la comparacion de la proteina SIRT1
(110 kDa'y 75 kDa) y su re-blot para a—tubulina. Para el andlisis estadistico se utilizé one-way ANOVA seguido por
el test de Newman-Keuls, que detectd diferencias sifnificativas en: SIRT1 110 kDa: F(5, 38)=13,46, p<0,0001) y 75
kDa: F(5, 38)=6,89, p=0,0002). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparando con las ratas jovenes control, y Tp<0,05;
%p<0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las graficas se encuentra un inmunoblot
representativo de la inmunodensidad de SIRT1 (110 kDa), del fragmento de 75 kDa y de la proteina a-tubulina en los
distintos grupos experimentales (30 pg de proteina cargada).
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Resultados

La proteina SIRT1 es una enzima desacetilasa de histonas y otras proteinas no histonas, entre sus
dianas de desacetilacién se encuentra NF-kB. Siendo la via de sefializacién de NF-xB clave para
el desarrollo de los procesos inflamatorios. Por este motivo hemos estudiado si esta via de
sefializacién puede estar afectada por los cambios que ocurren en SIRT1 durante el

envejecimiento y tras los tratamientos con polifenoles.

Al recopilar todos lo datos del estudio de la via de sefializacion de NF-xB en el hipocampo de
ratas, se observo que el envejecimiento aumenté los niveles de acetilacion de NF-xB (16 %),
respecto ratas jovenes (Figura 75A). Sin embargo, el envejecimiento no provoco alteraciones en
los niveles totales de NF-kB (Figura 75B). Por otro lado, los tratamientos con polifenoles
inhibieron la acetilacion de NF-«xB, que desciende hasta un 74 %, 81 %, 58 %, 92 %, en silimarina,
quercetina, naringenina y resveratrol, respectivamente, respecto las ratas jévenes. El tratamiento
con resveratrol fue el que provocé un efecto menor, en cambio el tratamiento con naringenina fue
el mas efectivo (Figura 75A). A diferencia de lo que ocurre durante el envejecimiento, los
tratamientos con polifenoles también provocan un descenso en los niveles totales de NF-xB
(37,38 % en silimarina, 36,88 % en quercetina, 51,28 % en naringenina, y un 14,59 % en
resveratrol) (Figura 75B).
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Figura 75. Efectos del envejecimiento y de los tratamientos cronicos con silimarina (n=5), quercetina (n=7),
naringenina (n=6) y resveratrol (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p,30 dias) en hipocampo de ratas viejas sobre la
inmunoreactividad de: A) NF-«B acetilada, B) NF-xB, C) NF-«xB acetilada respecto NF-kB, en comparacion con ratas
jovenes (3 meses, n=8) y viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administrd aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p, 30
dias). Las barras representan la media + error estandar de n experimentos por grupo (realizados por cuadruplicado) y
Sse expresan como porcentaje respecto a las ratas jovenes control. Se utilizaron las mismas membranas re-bloteadas para
la comparacion de la forma acetilada y total de NF-«kB, asi como para la a-tubulina. Para el anélisis estadistico se utilizd
one-way ANOVA seguido por el test de Newman-Keuls que detectd diferencias significativas en: NF-«xB acetilada F(5,
38)=32,40, p<0,0001, NF-«B total F(5, 38)=2,68, p=0,041). *p<0,05; "p<0,01; ***p<0,001 comparando con las ratas
jovenes control, y p<0,001 comparando con las ratas viejas control. En la parte inferior de las graficas se encuentra
un inmunoblot representativo de la inmunodensidad de NF-«xB acetilada, NF-kB y la proteina a-tubulina en los distintos
grupos experimentales (30 pg de proteina cargada).
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Resultados

La actividad transcripcional de NF-kB puede regularse modificando entre otros mecanismos los
niveles de acetilacion de la proteina y/o sus niveles totales, que son dos factores que estan
relacionados. Por ello se estudié la correlacidn entre los niveles totales y acetilados de NF-kB, en
ratas tratadas con los diversos polifenoles y se comparan con los de las ratas jovenes y viejas
control (Figura 76). Al respecto, de forma muy interesante se observé que todos los tratamientos
con los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina en ratas viejas modulan
claramente los niveles totales y acetilados de NF-«kB, observandose una buena correlacion entre
ambas. Se mantiene la misma proporcion entre la forma total y acetilada de NF-xB que en las
ratas jovenes, por lo que se observa que tras los tratamientos con polifenoles existe una

correlacion lineal con los resultados de las ratas jovenes.
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Figura 76. Correlacién entre los niveles totales y acetilados de NF-xB en hipocampo de ratas viejas (18-20 meses)
tratadas con resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=6), y naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias) en
comparacion con ratas control jovenes (3 meses, n=8) y viejas (18-20 meses, n=6) a las que se les administro aceite de
maiz (1 ml/kg/dia, i.p, 30 dia).

Como se ha observado en otros estudios la proteina SIRT1 desacetila la subunidad RelA/p65 de
NF-kB (Yeung y cols., 2004; Kwon y cols., 2008). Por lo que una vez comprobados los efectos
de los polifenoles en SIRT1 y en la via de sefializacion de NF-«xB, estudiamos la correlacion entre
SIRT1 y los niveles totales y acetilados de NF-kB (Figura 77). Los resultados de este estudio
indican que existe una correlacion inversa entre los niveles de SIRT1 (110 kDa) y los niveles
acetilados (Figura 77A) y totales (Figura 77B) de NF-«B. De forma que el aumento de la

inmunoreactividad de SIRT1 en las ratas tratadas con polifenoles estd acompariado de la
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disminucién de la inmunoreactividad de NF-kB acetilada y NF-«xB total. Sugiriendo que parte de

los mecanismos de accidn de los tratamientos con polifenoles podrian estar mediados por SIRT1,

gue parece modular de forma directa o indirecta la via de sefializacién de NF-xB, por medio de

reducir tanto los niveles totales de la proteina como su acetilacién, que como hemos demostrado

son dos factores directamente relacionados (Figura 76).
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Figura 77. Correlacion entre los niveles de inmunoreactividad de SIRT1 (110 kDa) y A) NF-«B acetilada, B) NF-xB
total en hipocampo de ratas viejas (18-20 meses) tratadas con resveratrol (n=5), silimarina (n=5), quercetina (n=6), y
naringenina (n=6) (20 mg/kg/dia, i.p, 30 dias), en comparacion con ratas control jévenes (3 meses, n=8) y viejas (18-
20 meses, n=6) a las que se les administré aceite de maiz (1 ml/kg/dia, i.p, 30 dias).
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Discusion

A lo largo de la historia, el envejecimiento siempre ha sido un tema de interés para la humanidad.
Sin embargo, los mayores avances cientificos en el estudio de este proceso han ocurrido en las
Gltimas décadas. Algo que se debe en parte al desarrollo de la medicina y la tecnologia, que ha
favorecido un incremento de la proporcion de poblacion longeva a nivel mundial (World
Population Prospects: The 2012 Revision). Este contexto demografico ha generado la necesidad
de comprender mejor los cambios que ocurren durante el envejecimiento, asi como de encontrar

estrategias encaminadas a prevenir, atenuar o retrasar sus consecuencias.

El envejecimiento es un fendbmeno comdn en todos los organismos que se caracteriza por un
progresivo deterioro en diferentes funciones y sistemas (LOpez-Otin y cols., 2013). Entre sus
maultiples causas se encuentran la acumulacién de dafio oxidativo durante el metabolismo normal
(Harman, 1956) vy el exceso o desregulacién de los procesos de inflamacién (Salminen y cols.,
2008 a y b). Durante el envejecimiento, el cerebro es una de las estructuras mas sensibles al dafio
oxidativo. Los motivos son un consumo mas elevado de oxigeno que otros tejidos en la
respiracién mitocondrial (Queen y cols., 2010), acompafiado de un descenso en la funcionalidad
de los sistemas antioxidantes enddgenos (Sohal, 1990 a y b; Coyle, 1993; Reiter, 2001; Keller y
cols., 2005; Mariani, 2005; Freeman, 2012, Venkataraman y cols., 2013). Con la finalidad de
encontrar tratamientos frente a estos cambios, se han realizado estudios epidemiol6gicos que
indican que el consumo de dietas ricas en antioxidantes puede ser una estrategia para reducir el
estrés oxidativo, a través de compensar el descenso de defensas antioxidantes (Queen y cols.,
2010; Ogle y cols., 2013). Entre los antioxidantes presentes en la dieta, se encuentran los
polifenoles (Chung y cols., 2010, Jayasena y cols., 2013). Existen mas de 10.000 compuestos
polifendlicos (Shakibaei y cols., 2009), algunos de los cuales se ha descrito que tienen
propiedades antioxidante y antiinflamatorias a nivel cerebral. Ademas, otra caracteristica
beneficiosa es que son moléculas lipofilicas, lo que les permite cruzar la BBB llegando al SNC
(Youdim y cols., 2004; Pandey y Rizvi, 2009). Las propiedades de los polifenoles han sido
estudiadas in vitro y en modelos in vivo de diversas patologias neurodegenerativas. Sin embargo,
pocos estudios se han realizado en animales viejos sanos, por lo que se desconocen sus efectos in

vivo durante el envejecimiento normal.

A partir de estas bases, el objetivo general de este trabajo fue estudiar si determinados polifenoles,
como son el resveratrol, la silimarina, la quercetina y la naringenina, podrian generar efectos
beneficiosos a nivel cerebral, actuando en los cambios que ocurren en el envejecimiento normal
de ratas. Para ello se estudi6 el efecto de estos compuestos en las funciones cognitiva y motora,
en la sintesis y metabolismo de los principales neurotransmisores monoaminérgicos implicados
en dichas funciones y en los niveles de algunas proteinas relacionadas con el envejecimiento y la

inflamacion.
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5.1 ESTANDARIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES Y
SEGUIMIENTO DE PARAMETROS FISIOLOGICOS GENERALES

El estudio del envejecimiento a nivel comportamental, requiere el disefio de experimentos donde
se utilicen métodos animales in vivo que tienen la ventaja de ofrecer informacion mas real sobre
los cambios que ocurren en el organismo. Sin embargo, una de sus desventajas, es la variabilidad
existente en las respuestas entre individuos. Por lo que en este trabajo, para que los resultados
obtenidos fueran equiparables, fue necesario, ademas de estandarizar las condiciones
experimentales (ej. dosis, duracion y via de administracion de los tratamientos, edad de los
animales), realizar un seguimiento de variable fisioldgicas que pudieran influir en nuestros

resultados durante los tratamientos.

Para estandarizar las condiciones experimentales y considerando que se trata de un estudio sobre
envejecimiento, uno de los puntos clave fue definir las edades de los grupos de animales de
experimentacion. Se considera que las ratas son jovenes desde los 30 dias (momento en el que
acaba la pubertad) hasta los 5 meses. Después de este periodo son adultas hasta los 18 meses, que
es cuando pierden la capacidad reproductora y comienza la vejez. Extrapolando las edades a
humanos, se considera que 1 mes en ratas es comparable a 3 afios en humanos (20 meses en una
rata = 60 afios en una persona) (Sengupta, 2011 y 2013). En esta fase de disefio experimental, otro
punto importante fue seleccionar un vehiculo de administracion apropiado, para ello se utilizd
aceite de maiz de Sigma-Aldrich, cuya composicion varia respecto el aceite de maiz comun, en
que no presenta tocoferol (Corredor, 2006 y Corn refiners association, 2006). Este hecho es
importante porque el tocoferol produce efectos a nivel cerebral (Ramis y cols., 2015). También
descartamos efectos agudos de los polifenoles en los resultados observados sobre las funciones
cognitivas analizadas, ya que la administracion aguda de los diversos polifenoles no indujo
alteraciones en la memoria. No obstante, en el caso de las pruebas que se realizaban a lo largo del
tratamiento, el polifenol era administrado una vez finalizadas las pruebas, en lugar de

administrarse a las 9 de la mafiana.

A lo largo de todos los tratamientos con polifenoles, se realiz6 un seguimiento de variables
fisioldgicas como el peso corporal y la ingesta; ademas, se registr6 de forma continua la
temperatura corporal y la actividad motora a lo largo del tratamiento con resveratrol. No se
observaron alteraciones en dichos pardmetros debidas al tratamiento, lo que coincide con otros
estudios que han descrito que la administracion de polifenoles no provoca cambios en el peso, la
ingesta (Juan y cols., 2002; Mayers y cols., 2009; Toumi y cols., 2013), la temperatura corporal
(Mayers y cols., 2009) y la actividad motora (Samardzi¢ y cols., 2013). A pesar de ello, en todos

los casos se realizaron registros de la actividad motora de forma puntual, para comprobar que los
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resultados observados en las pruebas cognitivas no estuvieran relacionados con cambios de
actividad motora. Estos datos en conjunto nos permiten descartar que los efectos observados tras
los tratamientos con polifenoles estén relacionados con dichas variables fisioldgicas.

52 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS TRATAMIENTOS CON
POLIFENOLES EN LOS PROCESOS COGNITIVOS Y MOTORES

Una de las caracteristicas mas notables del envejecimiento en humanos y roedores a nivel
cerebral, es la aparicion de un progresivo deterioro cognitivo. Este deterioro es en parte
consecuencia del dafio oxidativo acumulado en lipidos, proteinas y acido nucleico a lo largo de la
vida (Butterfield y cols., 2006; Haider y cols. 2014). En conjunto ocasiona alteraciones neuronales
gue determinan deterioro en las funciones cognitivas (Azcoitia y cols., 2005). De esta manera,
durante el envejecimiento se ve muy afectada la memoria (Bartus y cols., 1990; Kluger y cols.,
1997; Borella y cols., 2008; Ramis y cols., 2013 y 2015) y el aprendizaje (Wilson y cols., 2002),
gue son dos procesos estrechamente relacionados. En particular, la memoria de trabajo se refiere
a la capacidad del cerebro para codificar, mantener y manipular informacion durante un corto
periodo de tiempo (Cowan, 2008). El declive en la memoria de trabajo en el envejecimiento
(Payer y cols., 2006; Borella y cols., 2008) es considerado uno de los factores principales que
contribuyen al deterioro cognitivo en la vejez (Park y cols., 2002; Borella y cols., 2008; Bizon y
cols., 2012). Por lo que la busqueda de estrategias que puedan revertir o paliar estos cambios ha
sido objetivo de numerosas investigaciones (Takeuchi y cols., 2010; Morrison y Chein, 2011,
Shipstead y cols., 2010), algunas de la cuales indican que la administracion cronica de dietas
enriquecidas con frutos rojos, o con determinados polifenoles como la luteolina mejoran la
conducta exploratoria, diferentes tipos de memoria (de trabajo, episddica, espacial) y el
aprendizaje en roedores viejos (Liu y cols., 2006; Shukitt-Hale y cols., 2009; Blaylock y cols.,
2012; Vauzour y cols., 2008). Por ello nos planteamos analizar si los tratamientos con los
polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina también podrian compartir algunos
de estos efectos beneficiosos con dichos tratamientos, ya que han sido descritos como sustancias
con capacidad para reducir el dafio oxidativo (Bastianetto y cols., 2000; Yao y cols., 2004, Pandey

y Rizvi, 2009; Surai, 2015), asi como indagar sobre los mecanismos implicados.

En este trabajo se analiz6 la memoria de trabajo espacial por medio de la prueba del laberinto
radial (radial maze) que depende de la funcién hipocampal y es una prueba cominmente utilizada
en el estudio comportamental de roedores (Bizon y cols., 2012; Martin y Clark, 2007); ademas,
se analiz6 la memoria episodica por medio de la prueba de reconocimiento de objetos que se basa

en la habilidad natural de los roedores para explorar novedades (Antunes y Biala, 2012).
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En primer lugar constatamos el deterioro cognitivo en el envejecimiento a partir de un declive en
la memoria de trabajo espacial y la memoria episédica en las ratas viejas a los 18 meses de edad.
En general, las ratas viejas necesitaron méas del doble de tiempo para completar la prueba del
laberinto radial que las ratas jovenes y cometieron mas errores. En cuanto a la memoria episodica
también se comprobd un declive en las ratas viejas ya que discriminaron menos el objeto nuevo
respecto al familiar que las ratas jovenes. En segundo lugar, se observé que los tratamientos con
los polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina tuvieron un efecto beneficioso en
ratas viejas tras 30 dias de tratamiento, mejorando significativamente la memoria de trabajo
espacial y la memoria episodica. La mejora observada en la memoria espacial en todos los
tratamientos con polifenoles se debio tanto a una reduccidn del tiempo necesario para completar
la prueba como a una reduccién importante del nimero de errores cometidos. En cuanto a la
mejora observada en la memoria episddica en todos los tratamientos con polifenoles se debi6 a
un incremento de la actividad exploratoria dirigida hacia el objeto nuevo. Esto demuestra que los
polifenoles tienen un efecto protector en regiones como el hipocampo, que participa en los
procesos de memoria, con especial énfasis en la memoria espacial (Morris y cols., 1982); y
también protector del estriado, que es importante en el aprendizaje y en la eleccion de acciones
(Cook y Kesner y cols., 1988; Brasted y cols., 1997), y por lo tanto se encarga de asociar los
estimulos con las respuestas a estos, algo necesario en el laberinto radial y en la prueba de
reconocimiento de objetos.

En conjunto todos estos efectos observados tras los tratamientos con polifenoles podrian deberse
a que éstos tuvieran la capacidad de contrarrestar los efectos del envejecimiento o a que estas
sustancias tengan efectos estimulantes de la memoria (Giurgea, 1972; Bigford y cols., 2014). En
relacion con ello, se realizd un tratamiento con resveratrol en ratas adultas (9 meses), donde se
observd una mejora a los 15 dias de tratamiento, tanto en la memoria de trabajo como en la
episadica, cuyos resultados llegan a ser incluso mejores que los de las ratas jovenes, lo que podria
indicar que el resveratrol tiene algunos efectos potenciadores de la memoria. Sin embargo, en
estos animales adultos no se observo ningln deterioro cognitivo, por lo que esta edad no resultd
de utilidad para estudiar los efectos de los polifenoles frente el declive cognitivo producido por

el envejecimiento.

Los efectos positivos observados en animales viejos tratados con polifenoles en comparacion a
animales control de su misma edad, varian dependiendo del tipo de memoria que se analiza y del
tipo de tratamiento utilizado. Por ejemplo, se detectaron mejoras a partir de los 15 dias en la
memoria de trabajo espacial en los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina; y en la
memoria episodica tras el tratamiento con silimarina. En cambio en el caso del resveratrol fueron

necesarios 30 dias para observar cambios en ratas viejas. Un dato interesante es que, se detecto
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una mejoria significativa en todos los grupos de animales tratados con polifenoles, comparandolos
respecto a si mismos a lo largo del tratamiento, acercandose a los valores que presentan los
animales jovenes, sugiriendo que estos polifenoles contrarrestan el efecto negativo de la edad
sobre la memoria de trabajo espacial y episodica.

Al observar efectos positivos en la memoria de trabajo y episodica tras todos los tratamientos con
polifenoles, se planted la posibilidad de que estos cambios en la memoria influyeran sobre el
aprendizaje, que es una funcién cognitiva que depende de la memoria (Sweatt, 2003; Vicens y
cols., 2003). Una prueba comportamental comunmente utilizada para analizar el aprendizaje viso-
espacial de roedores es el laberinto de Barnes (Barnes, 1979). En el presente trabajo, utilizando
esta prueba se detectd deterioro en el aprendizaje viso-espacial debido al envejecimiento. Se
realizé también esta prueba a los animales tratados con silimarina, quercetina y naringenina. En
el momento en que se estudio el tratamiento con resveratrol no se disponia del equipamiento
necesario para llevar a cabo esta prueba, por lo que no se pudo realizar en estos animales. Se
observé que los tratamientos con silimarina, quercetina y naringenina mejoran el aprendizaje viso-
espacial que se manifiesta por la reduccion del tiempo de ejecucion de la prueba y el nimero de
errores que comenten al realizarla, respecto ratas viejas control. Estos dos parametros dependen
del tipo de estrategia que siguen los animales para encontrar la caja de escape. Asi, lo que
determind el descenso en las variables anteriores, fue que los animales tratados con polifenoles
aumentaron la preferencia por seguir las estrategias de busqueda directa y seriada, que son mas
efectivas que la aleatoria. En general las estrategias observadas en las ratas viejas al finalizar los
tratamientos con polifenoles fueron similares a las que presentaron las ratas jovenes control,
mientras que los controles viejos presentaron un mayor porcentaje de estrategia aleatoria y muy
reducida la estrategia directa. Al respecto, se ha descrito que la activacion de algunas regiones
cerebrales determina la preferencia por un tipo especifico de estrategia. Asi el uso de la estrategia
directa (espacial) se ha relacionado con la activacion del hipocampo, en cambio la utilizacion de
la estrategia seriada se ha relacionado con una activacién del estriado (Packard y McGaugh 1992;
Packard y Teather 1998; White y McDonald 2002; Packard y Knowlton 2002; Rueda-Orozco y
cols., 2008). Por tanto, el declive relacionado con la edad en la actividad neural del hipocampo
podria subyacer a los déficits observados en la memoria espacial, que se constata con la baja
utilizacién de la estrategia directa en las ratas viejas (Foster, 1999). Concretamente, la alteracion
de los mecanismos de plasticidad sinéptica del hipocampo que ocurren durante el envejecimiento
podria ser una de las causas del deterioro espacial observado en el envejecimiento (Shapiro,
2001). Por lo que, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que los tratamientos
con polifenoles han mejorado de forma notable la funcionalidad del hipocampo y también del

estriado.
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Otro de los fendmenos que ocurren durante el envejecimiento es la disfuncion motora
caracterizada por falta de coordinacion, equilibrio y fuerza, lo que se ha relacionado con déficit
en determinados tipos de neurotransmisores monoaminérgicos como la dopamina (Joseph y cols.,
1992, 1999, 2007; Kaasinen y Rinne, 2002) y disfuncion del estriado (Seidler y cols., 2010). En
primer lugar, observamos que el envejecimiento produjo un deterioro en la coordinacion motora
ya que las ratas viejas se mantuvieron en la rueda giratoria (prueba de rotarod) un tiempo de
aproximadamente la mitad del correspondiente a las ratas jovenes. Sin embargo, los tratamientos
con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina mejoraron la coordinacion motora de las
ratas viejas, ya que incrementaron el tiempo de permanencia en la rueda giratoria (rotarod),
aunque sin llegar al nivel de coordinacion de las ratas jovenes. Ademas, se detectaron mejorias
dentro de cada grupo de animales tratados con polifenoles. En relacién con nuestras
observaciones, diversos estudios han detectado también efectos beneficiosos sobre la
coordinacién motora tras tratamientos antioxidantes con otros polifenoles tanto en humanos (Saul
y cols., 2008; Boots y cols., 2008; Macready y cols., 2009; Valls-Pedret y cols., 2012) como en
modelos animales de enfermedades neurodegenerativas (Liu y cols., 2006; Belinha y cols., 2007;
Nencini y cols., 2007; Lu y cols., 2010; Khan, 2012; Ma y cols., 2013). Todo ello demuestra que

los polifenoles no solo mejoran las capacidades cognitivas sino también la coordinacion motora.

Cabe destacar que la mejoria de la coordinacion motora no se considera causa de los efectos
favorables de los polifenoles en las pruebas cognitivas realizadas. Ya que el aumento en la
coordinacién motora no implica cambios importantes en el grado de actividad motora, que si seria
un factor que podria alterar las pruebas cognitivas. La actividad motora es importante para poder
llevar a cabo de forma eficiente las pruebas cognitivas anteriormente descritas, ya que si las ratas
tienen mayor actividad motora, se moveran mas rapido durante las pruebas y por tanto tardaran
menos tiempo en completarlas. Sin embargo, ello podria afectar de forma negativa al nimero de
errores cometidos, los cuales hemos observado que mejoran en todos los tratamientos con
polifenoles. Por lo que concluimos que el incremento de la coordinacién motora, no ha sido la

causa de la mejora observada tras los polifenoles en la ejecucion de las pruebas cognitivas.

Conocer estos datos no nos permite determinar la efectividad de estos tratamientos, ya que seria
necesario realizar estudios adicionales utilizando diferentes dosis y duracién de tratamientos. Sin
embargo, si recapitulamos los resultados comportamentales, podemos afirmar que los
tratamientos con los polifenoles mejoran las capacidades cognitivas y motoras, que estan
deterioradas durante el envejecimiento. Esto puede estar relacionado con las propiedades
antioxidantes del resveratrol (Yang y cols., 2015), la silimarina (Nencini y cols., 2007), quercetina
(Boots y cols., 2007; Haleagrahara y cols., 2009; Queen y cols., 2010; Toumi y cols., 2013;
Angeline y cols., 2014) y naringenina (Hirai y cols., 2007; Chao y cols., 2010; Rahigude y cols.,
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2012), que ayudan a mantener unos niveles de defensas antioxidantes adecuados en regiones
implicadas en los procesos cognitivos como el hipocampo y asi evitan su degeneracién. Se ha
constatado que los fallos en estas funciones son debidos en parte a un descenso en los niveles de
neurotransmisores monoaminérgicos, relacionados con las funciones cognitivas (Luine y cols.,
1990; Esteban y cols., 2010 a'y b); por ejemplo el descenso de DA se ha relacionado con los fallos
en la coordinacion motora (Joseph y cols., 1992; Esteban y cols., 2010a, b) y deterioro de la
memoria de trabajo espacial (Brozoski y cols., 1979). También se ha descrito que la lesion de vias
serotonérgicas en hipocampo provoca deficiencias en la memoria de trabajo (Sprague y cols.,
2003). Asi como la 5-HT estriatal estd involucrada en la consolidacion de la memoria y
aprendizaje (Sweatt, 2003). Al tratarse los polifenoles de sustancias antioxidantes, parte de su
mecanismo de accion podria estar relacionado con la proteccion de las enzimas limitantes de las
vias de sintesis de monoaminas frente al dafio oxidativo. Esto no excluye que los polifenoles
ademas de actuar como antioxidantes, posean otros mecanismos de accion que determinen los
efectos positivos que observamos. Por ejemplo a través de ejercer funciones antiinflamatorias o
por medio de actuar sobre proteinas que tienen efectos a nivel cognitivo como es el caso de SIRT1.
Por lo que una vez hemos definido los efectos a nivel cognitivo y motor, que producen los
polifenoles durante el envejecimiento, nos centraremos en discutir los posibles mecanismos de

accion que subyacen a estos efectos observados.

53 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS TRATAMIENTOS CON
POLIFENOLES SOBRE LOS SISTEMAS MONOAMINERGICOS

Los procesos de memoria y aprendizaje, asi como los motores estan regulados por la actividad de
neurotransmisores incluyendo la NA (Sara y cols., 1995; Vankov y cols., 1995; Collier y cols.,
2004; Kemp y Manahan-Vaughan 2008; Lemon y cols., 2009), la DA (Sahakian y cols., 1985; Li
y cols., 2003; Manahan-Vaughan y Kulla, 2003; Lemon y cols., 2006; Cools, 2011) y la 5-HT
(Fontana y cols., 1997; Meneses 1999; Kulla y Manahan-Vaughan, 2002; Gonzélez-Burgos y
Feria-Velasco, 2008; Seyedabadi y cols., 2014). Estos neurotransmisores son importantes en
regiones relacionadas con los procesos cognitivos, como son el hipocampo donde llegan los
terminales que sintetizan NA y 5-HT; y el estriado donde llegan los terminales que sintetizan la
DA (Adams y cols., 2008; Gonzalez-Burgos y Feria-Velasco 2008; Cools 2011). En este estudio
hemos analizado la sintesis y acumulacién de NA, DA 'y 5-HT en dichas regiones cerebrales de
ratas viejas. Los resultados de este trabajo muestran un claro descenso en la sintesis y acumulacion
de estos neurotransmisores en hipocampo Yy estriado, pudiendo ser una de las causas del declive
cognitivo y motor que hemos observado en ratas viejas. También estudiamos el efecto del
envejecimiento en la sintesis y acumulacién de 5-HT en la glandula pineal, que aunque no es una

region implicada directamente en procesos cognitivos, esta relacionada con la regulacion de los
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ciclos de suefio y vigilia que influyen sobre los anteriores. En la glandula pineal también se
observo un descenso en la sintesis y acumulacion de 5-HT. Los resultados obtenidos en este
trabajo coinciden con estudios previos, que destacan el deterioro en la funcionalidad de los
sistemas de neurotransmision monoaminérgicos, en diferentes regiones cerebrales, como parte
del proceso de envejecimiento (Luiney cols., 1990; Venero y cols., 1991; Miguez y cols., 1999;
Esteban 2010 a y b), siendo uno de los factores desencadenantes de los fallos a nivel cognitivo y
motor (Meneses, 1999; Collier y cols., 2004; Murchison y cols., 2004; Koprowska y cols., 2004;
Lemon y Manahan-Vaughan, 2006), asi como de la prevalencia de enfermedades
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento como Alzheimer, Parkinson y también depresion
(Hussain y Mitra, 2000).

El descenso observado de la sintesis de monoaminas se debe a la reduccion detectada de la
actividad de las enzimas TPH y TH, que son las enzimas que regulan y limitan la sintesis de
monoaminas. Para conocer la actividad de estas enzimas se utilizo el método de acumulacion de
DOPA y 5-HTP, que es la técnica cominmente utilizada para monitorizar in vivo la actividad de
sintesis de monoaminas (Carlsson y cols., 1972; Moranta y cols., 2009). Algunos de los motivos
de la reduccion de la actividad de estas enzimas pueden ser una fosforilacion ineficiente y/o dafio
oxidativo en estas enzimas, provocado por el aumento de ROS que se produce en el
envejecimiento, ya que algunos estudios han reportado que el estrés oxidativo inactiva
directamente la funcién enzimaticade TPHy TH (De La Cruzy cols., 1996; Kuhny Arthur 1996;
Cash y cols., 1998; Hussain y Mitra, 2000).

Al ser los polifenoles sustancias antioxidantes (Bastianetto y cols., 2000; Wenzel y cols., 2005;
Sengottuvelan y cols., 2006), se estudio si esta caracteristica podia influir en la funcionalidad de
estas enzimas, regulando el descenso observado en la sintesis y acumulacién de monoaminas en
el envejecimiento. Al respecto, en este estudio se detect6é que tras el tratamiento crénico con los
polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina, se recuperaron los niveles de sintesis
y por tanto la acumulacién de monoaminas en el cerebro de ratas viejas (NA en hipocampo, DA
en estriado y de 5-HT en hipocampo Yy estriado). También en la glandula pineal se observé un
aumento en la sintesis de 5-HT, que determiné un incremento en su acumulacion. Por tanto, los
resultados del presente estudio muestran que estos tratamientos tienen un efecto neuroprotector
en las neuronas, que se manifestaria con un aumento significativo en la actividad de las enzimas
TH y TPH en sus dos isoformas (TPH-1 que esta presente en la glandula pineal y TPH-2 que se
encuentra en el hipocampo y estriado (Walther y cols., 2003)). Estos efectos posiblemente se
deban a que los polifenoles protegen estas enzimas frente a los agentes oxidantes que causan la
pérdida de funcionalidad enzimatica (Wang y cols., 2011; Rose y cols., 2014). En este sentido, se

han reportado efectos similares con el tratamiento con resveratrol en el sistema dopaminérgico de
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roedores tras dafio causado con la endotoxina lipopolisacarida (LPS), 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), o 6-hydroxyl dopamine (Blanchet y cols., 2008; Wang y cols., 2011;
Lofrumento y cols., 2014; Rose y cols., 2014). Comparando el efecto de los distintos tratamientos
sobre los niveles de sintesis y acumulacion de monoaminas, observamos que todos los polifenoles

tienen efectos positivos, adquiriendo unos niveles de sintesis y acumulacion equiparables.

Otro factor importante que puede afectar la acumulacion de neurotransmisores, es la tasa de
metabolizacion. El analisis de los metabolitos de monoaminas tras los tratamientos con
resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina ha puesto de manifiesto una reduccion en los
niveles de 5-HIAA en algunas regiones cerebrales. Sin embargo, no se han observado cambios
significativos en el caso del otro metabolito analizado (HVA). Enzimas como la MAO
metabolizan la 5-HT hasta 5-HIAA, asi como metaboliza la DA obteniéndose HVA. MAO esta
presente en el cerebro en dos isoformas: la enzima MAO-A que metaboliza NA, DA y 5-HT, en
terminales catecolaminérgicos y serotonérgicos y la enzima MAO-B que metaboliza la DA en los
terminales catecolaminérgicos del estriado (Youdim y cols., 1972; Lenders y cols., 1996). La
disminucién observada en los niveles del metabolito 5-HIAA tras los tratamientos, puede estar
relacionado con una disminucién de la actividad de la enzima MAO-A. En este sentido, algunos
estudios realizados con ratones knock-out para MAO-A han mostrado drésticos incrementos en
5-HT y NA cerebral y sélo ligeros aumentos en los valores de DA, al compararlos con ratones
normales, incidiendo asi en que MAO-A metaboliza principalmente la 5-HT y la NA frente a la
DA (Cases y cols., 1995; Martin-Lépez y cols., 2008).

Estos resultados indican que una de las causas del incremento en el contenido de 5-HT, tras estos
tratamientos, puede estar relacionado con una reduccion de la tasa de metabolizacion de 5-HT,
mediante la inhibicion de la enzima MAO-A. Ademas, al no detectar después de estos
tratamientos alteraciones en los niveles del metabolito HVA, todos estos resultados en conjunto
reflejan una mayor inhibicién de MAO-A respecto MAO-B, por parte de los tratamientos con
polifenoles, en consonancia con estudios anteriores que describen un efecto inhibidor de la MAO-
A por parte del resveratrol (Yafiez y cols., 2006), silimarina (Zhu y cols., 2014; Surai, 2015) o los
flavonoides quercetina y naringenina (Bandaruk y cols., 2012). Estos polifenoles no son los
Unicos gue muestran efectos inhibitorios sobre la enzima MAO, asi existen algunos estudios en
cerebro de raton que sefialan que otros polifenoles como la luteolina, y las catequinas presentes
en el té verde tienen efectos inhibitorios sobre MAO-A (Bandaruk y cols., 2012). Ademés
Bandaruk y cols., 2012 muestran que el grado de inhibicion varia dependiendo del polifenol, asi
de los polifenoles estudiados en su estudio, la luteolina es el inhibidor més efectivo, seguido de

la quercetina y por ultimo las catequinas.
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Estos resultados son muy interesantes, ya que si los polifenoles inhiben la enzima MAO,
aumentando la sintesis y acumulacién de monoaminas, otro posible efecto serian sus propiedades
antidepresivas, por lo que los polifenoles presentarian efectos similares a los farmacos
antidepresivos, conocidos como inhibidores de la monoamino oxidasa (IMAOSs), cuyo objetivo
es prolongar la actividad sinéptica de los neurotransmisores (Ogle y cols., 2013). Al respecto, en
otros estudios, se ha relacionado la inhibicion de la enzima MAO con efectos terapéuticos en
patologias como el Parkinson, ya que favorecen que se mantengan los niveles de
neurotransmisores adecuados para el correcto funcionamiento de los sistemas de

neurotransmision (Youdim y Bakhle, 2006; Jager y cols., 2011).

Considerando todos estos factores, el aumento del contenido de monoaminas puede ser debido a
una combinacion de: incremento de sintesis, por aumento de la actividad de las enzimas
limitantes; y descenso de la tasa de metabolizacion, por inhibicion de la enzima MAO. Estos son
los factores, que hemos podido analizar en este trabajo. Sin embargo, existen otros factores como
la inhibicion de la recaptacion de monoaminas o los cambios en la actividad sinaptica que
también influyen sobre la acumulacién de monoaminas, y que han sido sugeridos para el
resveratrol (Yafiez y cols., 2006; Xu y cols., 2010), pero se necesitan mas estudios para

comprender estos posibles mecanismos.

En sintesis, los efectos observados a nivel comportamental se relacionan con los efectos
neuroquimicos que ocurren tras los tratamientos con polifenoles. Pudiendo ser la regulacion de la
sintesis y acumulacion de monoaminas, una de las causas que generan efectos beneficiosos en la
recuperacion de las capacidades cognitivas y motoras durante el envejecimiento. Los polifenoles,
ademas de ser antioxidantes, son moléculas antiinflamatorias, por lo que se ha sugerido que otro
de los mecanismos de accién, responsable de sus efectos neuroprotectores, podria ser la
interaccién con proteinas/vias de sefializacién implicadas en envejecimiento e inflamacion, que

sera el tema que discutiremos a continuacion.

54 EFECTOS DEL ENVEJECIMIENTO Y DE LOS POLIFENOLES SOBRE LOS
NIVELES DE PROTEINAS DE VIAS DE SENALIZACION IMPLICADAS EN
ENVEJECIMIENTO E INFLAMACION

La neuroinflamacion es un mecanismo de defensa que el organismo tiene para proteger el SNC
contra infecciones y agentes proinflamatorios (Spencer y cols., 2012). Sin embargo, cuando se
produce desregulacion o exceso de respuesta inflamatoria, la neuroinflamacion se convierte en un
proceso perjudicial para el organismo, generando incluso muerte neuronal (Mawhinney y cols.,

2011). En mamiferos, la respuesta exagerada del sistema inmunitario frente a estimulos
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inflamatorios (citoquinas, exceso de corticosterona y estrés oxidativo, entre otros) se denomina

inflammaging (Salminen y cols., 2008 a 'y b).

La neuroinflamacién asociada al envejecimiento puede ser consecuencia de multiples causas,
algunas de ellas son: la acumulacion de tejidos dafiados proinflamatorios (debido en parte al dafio
oxidativo) (Martinon y cols., 2010; Barrientos y cols., 2015), el fallo de las respuestas del sistema
inmunitario tanto innato como adaptativo frente a patégenos y células disfuncionales (Deeks,
2011), la tendencia de las células senescentes a secretar citoquinas proinflamatorias (Salminen y
cols., 2008 a y b), asi como la desregulacién de la autofagia, por medio de sobreactivacion de
MTOR, que genera acumulacién de proteinas defectuosas (Pallauf y cols., 2013; Yang vy cols.,
2014). Estas alteraciones ocasionan la activacion del inflamasoma y otras vias de sefializacién
proinflamatorias como son: PI3K/Akt/mTOR, que ademas de regular los procesos de autofagia,
interacciona con vias relacionadas con neuroinflamacién (Song y cols., 2005; Han y cols., 2010),
la via de MAPK (Bhat y cols., 1998; Culbert y cols., 2006, Spencer y cols., 2009 a) y la via de
NF-kB (Spencer y cols., 2012). Cuando estas vias se activan se produce un aumento de
produccion de citoquinas como IL-1B, TNF-a, interferones y prostaglandinas (Salminen y cols.,
2008 a y b), que en conjunto agravan la situacion en la que estan los tejidos debido a la presencia
de moléculas proinflamatorias (Kreutzberg y cols., 1996).

La prolongacion temporal de este estado tiene multiples consecuencias como: cambios
estructurales en areas frontales y medio-temporales (Ownby y cols., 2010; Barrientos y cols.,
2012); alteracion de la sintesis de catecolaminas y serotonina, asi por ejemplo en lugar de
formarse 5-HT a partir de tript6fano, se forma acido quinurénico que inhibe los receptores NMDA
(Garcia-Bueno y cols., 2008); deterioro de las sinapsis (Bliss y Collingridge, 1993), entre otros.
De forma que, se ha observado en ratas jévenes que el exceso de citoquinas en regiones claves
como el hipocampo empeora la memoria provocando envejecimiento prematuro (Barrientos y
cols., 2015). Por lo que, el conjunto de cambios que ocurren durante los procesos inflamatorios
generan problemas cognitivos, sobretodo en la memoria y a nivel motor, contribuyendo al
envejecimiento y al desarrollo enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (Liuy Chany
cols., 2014), esquizofrenia (Wonodi y Schwarcz, 2010), Parkinson, esclerosis multiple, entre otras
(Simi y cols., 2007; revision Van Eldik y cols., 2007).

Al considerarse la neuroinflamacién un factor clave en el proceso del envejecimiento cerebral,
muchas de las estrategias antienvejecimiento estan orientadas hacia la prevencion o atenuacion
del estado proinflamatorio, por medio de la modulacién de los mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo de este estado. Asi por ejemplo, se ha observado que dietas

suplementadas con resveratrol o flavonoides reducen la produccion de citoquinas, como la IL-1p3,
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en el hipocampo de roedores viejos, con un impacto sobre la mejora de los procesos cognitivos,
como es la memoria (Williams y cols., 2008; Abraham y Johnson, 2009). Los resultados de esta
tesis, demuestran que los tratamientos con polifenoles mejoran las capacidades cognitivas y
motoras, revirtiendo el declive de estas funciones en el envejecimiento. Por lo que estudiamos si
estos efectos de mejora estdn acompafiados de la modulacion de los procesos de
neuroinflamacion, a través de la regulacion de vias de sefalizacion implicadas en envejecimiento

e inflamacion.

PI3K/Akt/mTOR-MEK/ERK

La primer via de sefializacion que analizamos fue la de PI3K/Akt/mTOR, que ademas de estar
implicada en el control del ciclo celular, la proteostasis, el metabolismo, la autofagia y la
longevidad (Manning y cols., 2007), interactla con vias que participan en los procesos de
inflamacion (Song vy cols., 2005; Han y cols., 2010). Se ha demostrado que las alteraciones en
esta via de sefializacion favorecen el desencadenamiento del envejecimiento (Hers y cols., 2011).
Por lo que identificar los cambios que ocurren en el envejecimiento en esta via, es importante

para poder encontrar estrategias antienvejecimiento.

Los resultados obtenidos muestran una ligera activacion de Akt en la corteza parietal de ratas
viejas, y aunque el incremento de inmunoreactividad de p-Akt hacia preveer un incremento en la

activacion de mTOR (Bishop y cols., 2010), éste no se observo.

No se detectaron alteraciones sustanciales de Akt o mTOR en el hipocampo de rata debidas al
envejecimiento. Estos resultados en rata contrastan con la reduccion recientemente descrita de la
via BDNF/PI3K/Akt/mTOR en ratones viejos (Yang y cols., 2014).

Por otro lado, el tratamiento crénico de ratas viejas con resveratrol no afecté Akt ni mTOR en
estas mismas regiones. Aungue, en ratones, la restricciéon calérica, de la cual el resveratrol es
considerado un farmaco mimético, favorece la inhibicion de la via generando efectos de mejora
a nivel cognitivo (Yang y cols., 2014). En el caso del trabajo que presentamos los efectos
beneficiosos a nivel comportamental tras el tratamiento con resveratrol, no parecen estar

relacionados con la modulacion de esta via de sefializacion en hipocampo y corteza parietal.

Los polifenoles interactian con otras vias como la de MAPK (Steelman y cols., 2011), NF-xB y
SIRT1 (Yeung y cols., 2004; Wenzel y cols., 2006); afectando también los procesos de
neuroinflamacion y como consecuencia al envejecimiento. Por lo que se estudiaron las proteinas

MEK-ERK que pertenecen a la via de MAPK. Esta via ademas de regular los procesos que hemos
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citado anteriormente, est4 implicada en otras funciones como la mitogénesis y la diferenciacion
celular, asi como se ha relacionado la activacion de MAPK con la potenciacion a largo plazo
(LTP) en el hipocampo, siendo un mecanismo necesario para la consolidacion de la memoria
(Atkins y cols., 1998) y el aprendizaje espacial en ratones (Selcher y cols., 1999; Sweatt, 2004).
Por lo que la activacion controlada de esta via es necesaria para el correcto funcionamiento de los
procesos cognitivos. Sin embargo, la pérdida de control de su activacion ocasiona inflamacion,
favoreciendo el desarrollo de patologias neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson o

esclerosis lateral amiotréfica (Kim y Choi, 2010).

Los resultados del presente estudio demuestran gue el envejecimiento produce la sobreactivacion
de las proteinas MEK y ERK de la via de las MAPK, en el hipocampo de rata. Estos resultados
podrian sugerir un incremento del estado proinflamatorio en el hipocampo durante el
envejecimiento. En este sentido se ha descrito en la microglia de humanos que la activacion de la
via de las MAPK (p38 MAP quinasa, ERK1/2 y JNK) produce un aumento de la liberacion de
citoquinas TNF-a e IL-1B, generando neuroinflamacién (Klegeris y cols., 2008). En otro estudio
se ha demostrado que la administracion de la endotoxina LPS en cerebro de ratones produce un
incremento de la fosforilacion de proteinas como ERK y CREB, lo que activa la microglia y
desencadena la liberacion de citoquinas, provocando dafio en la sustancia negra y en las neuronas
dopaminérgicas, generando un efecto mimético de la enfermedad de Parkinson (Reinert y cols.,
2014). En la misma linea, otro estudio sugiere que en situaciones como los procesos de isquemia,
donde se liberan citoquinas, la inhibicién de ERK1/2 puede ser una forma de reducir el
desencadenamiento de la liberacién de citoquinas, y asi reducir el proceso de inflamacion (Wang
y cols., 2004). En esta tesis se planted si el tratamiento con resveratrol tendria efectos sobre esta
via en el hipocampo. Al respecto, en este estudio no se detectaron efectos inhibitorios ni
activadores del tratamiento con resveratrol sobre las proteinas MEK-ERK en hipocampo. Por
tanto, no podemos relacionar los efectos protectores a nivel cognitivo, del tratamiento con

resveratrol, con la regulacién de estas sefiales inflamatorias.

No se conoce con exactitud el mecanismo de accion de los polifenoles sobre las vias
PISK/AK/mTOR y MEK/ERK, y se debe estudiar mas al respecto, ya que los resultados hasta el
momento son dispares. Algunos estudios indican que, el resveratrol inhibe Akt en cultivos
neuronales (Banerjee y cols., 2010; Wang G y cols., 2015; Wang L y cols., 2015), o en cultivos
de células con leucemia (Banerjee y cols., 2010). Sin embargo, se pueden encontrar otros autores
que indican que el resveratrol activa Akt en cultivos de neuronas de hipocampo en un modelo de
isquemia (Zamin y cols., 2006). En cuanto a mTOR, hay més consenso, y los autores que indican
que el resveratrol inhibe Akt coinciden en que in vitro el resveratrol también inhibe mTOR,

provocando la inhibicion de la via PI3K/Akt/mTOR y favoreciendo asi la biogénesis y
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transmision sindptica (Tillu y cols, 2012; Cho y cols., 2014; Wang L y cols., 2015). Por otro lado,
la controversia también esta presente en el estudio de los efectos del resveratrol sobre la via de
las MAPK. Asi algunos de los mismos autores que sefialan inhibicion de mTOR por parte del
resveratrol también describen que el resveratrol inhibe ERK, impidiendo la liberacion de
citoquinas en neuronas (Liu y cols., 2010; Tilluy cols., 2012; Cho 2014). A pesar de que también
se pueden encontrar estudios que sefialan que el resveratrol activa ERK en cultivos de neuronas
(Banerjee y cols., 2010; Zamin y cols., 2006; Wang L y cols., 2015). Por otro lado, el efecto del
resveratrol sobre las proteinas Akt/mTOR y MEK/ERK, es mas complejo que la simple
activacién/inhibicion de estas proteinas, ya que el resveratrol interactla con otras proteinas que
también afectan a Akt/mTOR y MEK/ERK. En este sentido, existen estudios que sefialan una
inhibicién indirecta de mTOR con resveratrol, por medio de la activacién de SIRT1 (Ghosh y
cols., 2010).

Los resultados in vivo que presentamos en este trabajo, que se diferencia de los estudios citados
anteriormente que son principalmente in vitro, no detectaron efectos del resveratrol sobre Akt,
MTOR y MEK/ERK. De todas formas, aungue no se observen efectos, no podemos descartar que
con otras condiciones experimentales, por ejemplo con diferentes dosis y duracion de los
tratamientos, y en otras regiones, diferentes al hipocampo y la corteza parietal, no se pudieran
observar alteraciones. Ya que como hemos indicado la bibliografia al respecto no parece
establecer un Unico mecanismo de accion por parte del resveratrol sobre estas vias. Por lo que es
necesario realizar mas estudios al respecto. Lo que en conjunto si sugieren estos resultados, es
que los efectos beneficiosos del resveratrol, parecen estar mas relacionados con la modulacion de
otras proteinas/vias de sefializacion distintas de PI3K/Akt/mTOR y MEK/ERK, como podrian ser
SIRT1 y NF-kB, que en conjunto con las anteriores, estdn también implicadas en
neuroinflamacion y envejecimiento. Por este motivo, a continuacién discutiremos los efectos del

envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles sobre la via de NF-xB y SIRT1.

NF-xB

La via de NF-xB es una de las vias prototipicas mas importantes implicadas en inflamacién
durante el envejecimiento, principalmente por la implicacion de NF-xB en la transcripcion de
genes proinflamatorios (Adler y cols., 2007; Yeung y cols., 2004; Salminen y cols., 2008 a y b).
En el cerebro este complejo se expresa tanto en neuronas como en la glia, donde se ha visto que
la activacion de esta via favorece la expresion de citoquinas (Kaltschmidt y cols., 1994; Meberg
y cols., 1996), pero también afecta a la plasticidad sinaptica y a la memoria (Jana y cols., 2002;

Williams y cols., 2008; Nakajima y cols., 2006). NF-xB estd formado por un complejo
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heterodimérico compuesto por las proteinas p50/p52 y p65. En el citoplasma, el dimero de NF-
kB se une con la proteina inhibitoria 1B y de esta forma todo el complejo permanece inactivo
(Baldwin y cols., 1996). Los ROS y otras moléculas proinflamatorias activan la proteina quinasa
IKK que fosforila 1B, de forma que IkxB fosforilada se separa del complejo NF-xB y es
degradada (Ghost y Karin y cols, 2002), activandolo y permitiendo que se translogue al ndcleo
donde puede actuar como un factor de transcripcion al unirse al ADN en las regiones promotoras
especificas (Siebenlist y cols., 1994; Oeckinghaus y cols., 2009). ElI dominio de activacion
transcripcional de NF-kB se encuentra en la subunidad p65 (Kaltschmidt y cols., 1994 y 2005;
Cheny Greene, 2003). La subunidad p65 se ve modulada por modificaciones postranscripcionales
como fosforilacion en las serinas (276, 311, 529 y 536) y acetilacion en las lisinas 310 (Cheny
Greene, 2003; Yeung y cols., 2004), 122, 123, 218 y 221 (Schmitz y cols., 2004; Perkins y cols.,
2007; Oeckinghaus y cols., 2009).

Los resultados de este trabajo demuestran que el envejecimiento no afect6 a los niveles totales de
la proteina NF-xB en hipocampo de rata, ni tampoco provoco la activacion de esta via por medio
de fosforilacion. De esta forma, se observd que la proporcion p-NF-kB/NF-kB fue similar tanto
en ratas viejas como en jovenes. Estos resultados coinciden con estudios previos que indican que
el envejecimiento no provoca alteraciones en los niveles de los diferentes componentes de NF-
kB en hipocampo de ratas viejas (Korhonen y cols., 1997), ni en ratones (Adler y cols., 2007).
Siendo el hipocampo la region cerebral con niveles mas altos de NF-xB (Meberg y cols., 1996).
En cuanto a la fosforilacién, estos resultados también manifiestan un efecto parecido a lo que se
observo en linfocitos de ratas viejas, donde se detectd que la edad no produce un aumento de la
fosforilacion de NF-xB (Liu y cols., 2008). Por lo que el envejecimiento no parece activar NF-
kB, mediante fosforilacién; lo que no excluye que el envejecimiento pueda potenciar otros

mecanismos activadores de NF-«kB.

En este sentido, en este trabajo de forma muy interesante se detectd que el envejecimiento
aumenta significativamente los niveles de NF-kB acetilada en hipocampo, siendo la proporcion
NF-xB acetilada/NF-xB claramente superior en ratas viejas respecto ratas jovenes. Los resultados
de este trabajo concuerdan con investigaciones anteriores, que indican que la sobreactivacion de
la via de NF-kB es uno de los signos transcripcionales del envejecimiento (Quivy y Lint, 2004;
Adler y cols., 2007), asi por ejemplo se ha visto que la expresion condicional de un inhibidor de
NF-xB en la piel envejecida de ratones transgénicos provoca el rejuvenecimiento fenotipico de
este tejido (Adler y cols., 2007). Del mismo modo, la inhibicién genética y farmacoldgica de la
sefializacion de NF-xB evita caracteristicas asociadas a la edad en diferentes modelos de

envejecimiento acelerado de ratones (Osorio y cols, 2012; Tilstra y cols., 2012). También se ha
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descrito que la acetilacion de p65 incrementa la duracion y eficacia de la activacion de NF-«B,
generando aumento de inflamacion (Chen y Greene y cols., 2003). En correlacion con estos datos,
se ha descrito que la inhibicion de la sefializacion de NF-kB reduce el estado proinflamatorio

caracteritico del envejecimiento (Salminen y cols., 2008 a y b).

Estudiando la regulacion de la activacién de NF-xB, Yeung y cols., 2004 fueron los primeros en
mostrar que la enzima desacetilasa SIRT1 puede interaccionar con la proteina RelA/p65 del
complejo NF-kB, desacetilando especificamente la lisina 310. Esta modificacion habia sido
anteriormente reportada como responsable de la potenciacion de la activacion de NF-kB (Chen'y
Greene y cols., 2003). Posteriormente al estudio de Yeung y cols., 2004, otros estudios han
mostrado resultados que impulsan la idea de que SIRT1 es un potente desacetilador de NF-xB
(Chen y cols., 2005; Kauppinen y cols., 2013; Xie y cols., 2013). La interaccion entre SIRT1y
NF-xB es especialmente interesante en la regulacion del envejecimiento de acuerdo con los
estudios de Yeungy cols., 2004 y Adlery cols., 2007, ya que sugieren que SIRT1 podria promover
la longevidad por medio de inhibir la activacion de NF-xB. Ademas, Kwon y cols., 2008
estudiando HIV-1 demostraron que la proteina virica Tat se une a SIRT1, inhibiendo su actividad,
lo que impide la desacetilacién de NF-xB y lo deja activo; desencadenando asi la activacién del
sistema inmunitario. En conjunto estas observaciones apoyan la idea de que las respuestas
inflamatorias y los procesos de envejecimiento pueden ser reforzados por la potenciacion de la
activacién de NF-xB. En este sentido, factores de longevidad, como SIRT1 y sus activadores,

podrian regular la eficiencia de la sefializacion de NF-xB (Salminen y cols., 2008 a y b).

Se ha descrito que el resveratrol es un potente agonista farmacoldgico de SIRT1 (Howitz y cols.,
2003) y ademas se ha visto en estudios sobre cancer que el resveratrol in vivo es inhibidor de la
transcripcion de NF-xB, mostrando una accion antitumoral (Jang y cols., 1997; Holmes-MCNary
y Baldwin, 2000; Manna y cols., 2000). En este trabajo estudiamos si el tratamiento con
resveratrol in vivo modula la via de sefializacion de NF-kB también en hipocampo de ratas viejas.
Al respecto, los resultados de este trabajo demuestran que el tratamiento con resveratrol reduce
los niveles de NF-kB acetilada, sin modificar de forma importante los niveles totales de NF-kB.
Por lo que el tratamiento con resveratrol disminuye la proporcion NF-kB acetilada/NF-xB en
ratas viejas, haciendo que esta proporcion vuelva a ser similar a la de ratas jovenes y, por tanto,
se puede decir que revierte el efecto del envejecimiento. Ademés como el tratamiento con
resveratrol no alterd la fosforilacion de NF-kB en ratas viejas, el mecanismo de accion de los

polifenoles parece estar mas relacionado con la modulacidn de la acetilacion.
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Después de estudiar el tratamiento con resveratrol, se estudio si otros polifenoles tendrian los
mismos efectos que el resveratrol sobre la modulacién de NF-kB. Se estudi6 el efecto de los
polifenoles silimarina, quercetina y naringenina sobre NF-kB en hipocampo de ratas viejas. El
tratamiento con estos polifenoles también provoca la disminucion de NF-xB acetilada en el
hipocampo de ratas viejas. A diferencia del tratamiento con resveratrol, este descenso se produjo
acompafiado de una reduccion importante de los niveles totales de NF-xB. Por lo que estos
polifenoles parecen regular no solo los niveles de NF-xB acetilada, sino también la expresion de
NF-kB. Estos resultados coinciden con estudios previos que mostraron una reduccion de la
expresion de NF-kB en el hipocampo, estriado y corteza frontal de ratas viejas alimentadas con
dieta rica en polifenoles (Goyarzu y cols., 2004). En este sentido, se ha visto en otros estudios que
la inhibicion farmacoldgica de NF-kB previene la aparicion de inflamacion en diferentes tipos de
ratones modelos de envejecimiento prematuro (Zhang y cols., 2010; Gillum y cols., 2011; Yao y
cols., 2012; Osorio y cols., 2012; Tilstra y cols., 2012). Los resultados que presentamos son
importantes, ya que podrian significar que los polifenoles tienen la capacidad de reducir el estado
proinflamatorio en el hipocampo de ratas viejas, por medio de atenuar la expresién y la activacion
de la via de NF-xB; con efectos similares a la de los inhibidores farmacoldgicos de NF-kB. Los
polifenoles disminuyen los niveles totales de NF-kB, esto conlleva a la disminucion de la
activacion de la via de NF-kB, que se traduce en descenso de la transcripcion de genes
proinflamatorios y también de la propia proteina NF-kB. Por lo que los tratamientos generarian
una regulacion a la baja de todo el sistema NF-kB, impidiendo o reduciendo la transcripcién de
genes proinflamatorios. Estos datos se ven reforzados por estudios previos que consideran que
uno de los mecanismos de actuacion de los polifenoles, es la capacidad de atenuar la
neuroinflamacion, disminuyendo la liberacién de citoquinas inflamatorias en ratones viejos

(Spencer y cols., 2012; Flowers y cols., 2015).

La reduccion de la acetilacion de NF-xB tras los tratamientos con polifenoles, puede estar
relacionada con alteraciones en la proteina SIRT1; a la que se han asociado multiples funciones
relacionadas con la longevidad, pero una de las mas importantes es la modulacién de la via de
sefializacién de NF-kB por medio de desacetilar la lisina 310 de la subunidad RelA/p65 de NF-
kB, inhibiendo la transcripcion de genes proinflamatorios (Yeung y cols., 2004; Adler y cols.,
2007; Kwon y cols., 2008; Spencer y cols., 2012). Por lo que a continuacion discutiremos los

resultados del efecto del envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles sobre SIRT1.
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SIRT1

Los resultados de este trabajo demuestran que el envejecimiento reduce los niveles de SIRT1 en
el hipocampo. Estos resultados coinciden con analisis previos, que también indican un descenso
de SIRT1 en hipocampo de ratas viejas (Quintas y cols., 2012). Estas observaciones en conjunto
son importantes, ya que en los ultimos afios diversos estudios han considerado que descensos en
los niveles de expresion de SIRT1 o la inhibicién de su actividad podrian contribuir al
envejecimiento y a la inflamacion, con consecuencias negativas sobre las capacidades cognitivas,
contribuyendo al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asociadas a esta etapa de la vida
como por ejemplo Alzheimer y Parkinson (Qin y cols., 2006; Jiang y cols., 2012; Herskovist y
cols., 2013 y 2014).

También estudiamos el efecto del envejecimiento sobre SIRT1 en otras regiones cerebrales
implicadas en los procesos cognitivos, como son el estriado y la corteza frontal. El estriado esta
relacionado con el aprendizaje y la memoria; y la corteza frontal es importante en la adquisicién
de conocimiento procedural, integracion de informacién y ejecucion de la conducta (Zyzak y
cols., 1995, Joseph y cols., 2007). Los resultados de esta tesis demuestran que el envejecimiento
también reduce los niveles de SIRT1 en el estriado y en la corteza frontal. También se estudio
una region menos relacionada con los procesos cognitivos como es la corteza parietal, donde no
se observaron alteraciones en los niveles de SIRT1 debidas al envejecimiento, coincidiendo con
Quintas y cols., 2012. Estos resultados en conjunto sugieren que las regiones mas vulnerables
durante el envejecimiento a sufrir cambios en los niveles de SIRT1, son las especializadas en los
procesos cognitivos. Estos resultados aportan mas evidencias a estudios anteriores que indican
que las regiones especializadas en los procesos de memoria y aprendizaje son las mas afectadas
por el envejecimiento (Brown y cols., 2004; Abd EI Mohsen y cols., 2005; Gredilla y cols., 2010;
Cerbai y cols., 2012; Penner y cols., 2012). En este sentido, en el hipocampo de animales viejos
se ha detectado una susceptibilidad mayor a la neuroinflamacién que en otras regiones cerebrales.
Esto se debe a que contiene una proporcion mas elevada de astrocitos y microglia que otros
tejidos, lo que genera una tendencia en estado basal hacia una produccion mas alta y rapida de
citoquinas pro-inflamatorias, acompafiado de niveles reducidos de moléculas antiinflamatorias
(Pitossi y cols., 1997; Campuzano y cols., 2009; Barrientos y cols., 2015; Flowers y cols., 2015).
Todo ello unido a la proximidad del hipocampo con los ventriculos laterales y los 6rganos
circumventriculares que estan muy vascularizados y que favorecen el transporte de moléculas

proinflamatorias (Katsuura y cols., 1990).

Se desconocen los mecanismos responsables del descenso de SIRT1 asociado al envejecimiento,

aunque se apunta que una de las causas podria ser el dafio oxidativo (Wu y cols., 2006). Asi,
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cabria esperar que los antioxidantes atenten el efecto del envejecimiento. Los polifenoles
potencian mecanismos de defensa antioxidantes que reducen el estrés oxidativo (Pandey y Rizvi,
2009), por lo que nos preguntamos si los polifenoles actuarian sobre SIRT1 en el hipocampo de
ratas viejas. Al respecto, los resultados del trabajo que presentamos demuestran que los
tratamientos con resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina aumentan los niveles de SIRT1
en el hipocampo de ratas viejas, volviendo los niveles de SIRT1 a valores proximos a los de ratas
jovenes. Por lo que los tratamientos con estos polifenoles parecen revertir el efecto del
envejecimiento sobre SIRT1 en hipocampo. Ademas, se estudid el efecto del resveratrol en
estriado y corteza frontal, donde se observo el mismo efecto beneficioso que en hipocampo, es
decir una recuperacion de los niveles de SIRT1 en ratas viejas. En conjunto estos resultados
indican que los tratamientos con polifenoles revierten el efecto del envejecimiento sobre SIRTL.
En la misma linea gque los polifenoles, se han detectado efectos similares con otros tratamientos
como la suplementacién con vitamina E (Wu y cols., 2006) o la restriccion calérica (Quintas y
cols., 2012) o con el compuesto SRT3657 activador de sirtuinas, que se ha visto favorecen la
recuperacion de los niveles de SIRT1 y previenen el estrés oxidativo en hipocampo de ratas viejas,
preservando la estructura y funcionalidad sinéptica del tejido contra la neurodegeneracion, lo que
a su vez contribuye a la conservacion de las capacidades cognitivas (Gréff y cols., 2013). En
contraposicion, la ausencia de SIRT1 provoca un deterioro en las funciones cognitivas,
incluyendo memoria y aprendizaje (Michan y cols., 2010); de esta forma, la activacion de SIRT1
a través de tratamientos con polifenoles puede ser una forma de prevenir el deterioro cognitivo en

el envejecimiento.

AUn no se conoce la causa exacta que origina que los polifenoles aumenten los niveles SIRTL.
Alguno de los motivos podria ser que al ser moléculas antioxidantes (Pandey y Rizvi, 2009)
impidan el dafio oxidativo en la proteina, favoreciendo que los niveles de SIRT1 no decaigan en
el envejecimiento. En este caso el efecto seria el de impedir el descenso de SIRTL1. Pero también
podria ocurrir que actuaran a nivel transcripcional, directamente sobre la expresion de SIRT1 o
indirectamente a través de otras vias de sefializacion relacionadas con la expresién de SIRT1,
favoreciendo la sintesis de la proteina. En este sentido hay estudios como el de Mannari y cols.,
2010 que indican que el resveratrol es inductor de la sobreexpresiéon de SIRT1. También puede
ser que los efectos que observamos se deban a una combinacion de ambos mecanismos. Son
necesarios mas estudios al respecto. Una de las limitaciones de nuestros experimentos, es que si
bien observamos efectos, no sabemos si estos son debidos a un mecanismo de accion indirecta de
los polifenoles sobre SIRT1 o a la accién directa de los polifenoles sobre la enzima, tal como
ocurre en los experimentos in vitro de Hubbar y colaboradores, en el afio 2013, que describieron

que los STACs como el resveratrol, la quercetina y otros polifenoles, pueden regular la actividad
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de SIRT1, mediante la activacion alésterica, uniéndose al aminoacido Glu?®® presente en el

extremo N-terminal de SIRT1.

Otro mecanismo de SIRT1 que también se estudid en este trabajo, fue su fragmentacion
proteolitica. En condrocitos articulares humanos se ha descrito que tras la exposicién a factores
de estrés, como pueden ser las citoquinas inflamatorias TNF-a o IL-1B, se produce la
fragmentacion proteolitica de SIRT1, dando lugar a la formacion de un fragmento inactivo de 75
kDa que se mantiene estable (Dvir-Ginzberg y cols., 2011). EI proceso de fragmentacion esta
relacionado con un mecanismo protector de muerte celular por apoptosis inducida por estas

sefiales inflamatorias (Oppenheimer y cols., 2012).

En referencia al fragmento de 75 kDa, en este trabajo se observé que la reduccién de SIRT1 (110
kDa) en el envejecimiento estd acompafiada de la reduccion de los niveles del fragmento de 75
kDa. Sin embargo, cabe destacar que la proporcion en la que disminuyen ambas formas de la
proteina, es diferente. Asi en el envejecimiento se produce una disminucion mayor de la proteina
nativa, que del fragmento de 75 kDa. Esto determina que el indice de fragmentacion (SIRT1 75
kDa/ SIRT1 110 kDa) sea mayor en ratas viejas que en jovenes. Como se ha descrito que este
fragmento est4 relacionado con procesos inflamatorios (Dvir-Ginzberg y cols., 2011;
Oppenheimer y cols., 2012), estos resultados estarian en consonancia con la presencia de un
estado proinflamatorio durante el envejecimiento, donde las células podrian protegerse
posiblemente mediante el mecanismo de fragmentar SIRT1, preservando el fragmento de 75 kDa.
Estos resultados coinciden en las regiones de hipocampo, estriado y corteza frontal, que son las
relacionadas con los procesos cognitivos. En cambio en corteza parietal, no se alteran los niveles
de SIRT1 y tampoco el indice de fragmentacion. Por lo que podriamos aplicar también en este
punto la idea de que son las regiones relacionadas con los procesos cognitivos las mas afectadas

por los procesos inflamatorios y el envejecimiento.

Por otro lado, centrandonos en el estudio del hipocampo se observo que los tratamientos con
resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina al aumentar los niveles de SIRT1 también
aumentan los niveles del fragmento de 75 kDa. Sin embargo, en este caso el indice de
fragmentacion es menor que en ratas viejas, indicando menos fragmentacion de la proteina SIRT1
tras los tratamientos. Esto podria estar relacionado con que los polifenoles reduzcan el estado

inflamatorio de las células, lo que determine un descenso de la fragmentacion de SIRTL.

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo indican que los polifenoles exhiben sus
propiedades beneficiosas a través de un conjunto de mecanismos (Figura 78). Tienen potencial

para reducir la sobreactivacion de la neuroinflamacion asociada al envejecimiento, reduciendo la
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expresion y acetilacion de NF-«xB; esto ltimo posiblemente mediante el aumento de los niveles
de SIRT1, en regiones claves para los procesos cognitivos. EI aumento de SIRT1 no solo implica
una disminucion de la neuroinflamacion, sino que también se relaciona con la regulacién de la
funcionalidad de los procesos cognitivos, ya que SIRT1 regula la expresion de neurotrofinas
implicadas en la morfologia y funcionalidad de las sinapsis, por tanto regula la plasticidad
sinaptica, que afecta a las funciones cognitivas (Michan y cols., 2010; Gao y cols., 2010; Zocchi
y Sassone-Corsi, 2012; Ng y cols., 2015). Por ello, tras la activacion de SIRT1 se han encontrado
efectos neuroprotectores en enfermedades neuroldgicas agudas y cronicas (como isquemia
cerebral, dafio axonal, Alzheimer, Parkinson, Hungtinton, esclerosis lateral amiotréfica y
esclerosis maltiple) (Zhang y cols., 2011, Herskovits y Guarante, 2014). Esto va acompafiado de
los efectos antioxidante de los polifenoles a nivel cerebral (Bastianetto y cols., 2000), que
previenen la oxidacién de enzimas como TPH y TH; y de la inhibicion de la enzima MAO-A, lo
que en conjunto favorece el aumento de sintesis y acumulacion de monoaminas en regiones claves
para los procesos cognitivos y motores. Estos mecanismos, de forma sinérgica, podrian ser la
causa de los efectos de mejora sobre las capacidades cognitivas y motoras, que se observan en

este estudio, tras los tratamientos con los compuestos polifendlicos resveratrol, silimarina,

ENVEJECIMIENTO
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quercetina y naringenina.
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Figura 78. Esquema de los efectos del envejecimiento y de los tratamientos con polifenoles en los diferentes
mecanismos estudiados durante este trabajo.
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5.5 CONSIDERACIONES FINALES Y DIRECCIONES FUTURAS

Los polifenoles se estdn posicionando como nuevos agentes terapéuticos antienvejecimiento,
como consecuencia de sus efectos beneficiosos a nivel cerebral y de mejora de la salud general
del organismo, pudiendo ser moléculas importantes para desarrollar una nueva generacion de
farmacos antienvejecimiento (Casadesus y cols., 2002; Spencer y cols., 2012). Para considerar
los polifenoles como un tratamiento alternativo en el envejecimiento son necesarias mas
investigaciones en animales y humanos. Aungue existen algunos problemas practicos para
trasladar los estudios hechos en animales a humanos (Smoliga y cols., 2012). Hasta el momento
las agencias reguladoras de medicamentos no reconocen el envejecimiento como una patologia,
por lo que probar los polifenoles a nivel clinico conlleva dificultades précticas (Hubbard y cols.,
2014). Existen diferentes ensayos clinicos que estudian el efecto de los polifenoles en
determinadas patologias (Markus y Morris, 2008; Macready y cols., 2009; Tomé-Carneiro y cols.,
2013; Hubbard y cols., 2014). Sin embargo, hacen falta mas estudios en humanos durante el
envejecimiento normal, ya que son escasos los estudios clinicos que estudian el efecto de los
polifenoles a nivel cerebral en individuos sanos durante esta etapa de la vida. En el caso del
resveratrol encontramos dos estudios uno en fase | y otro en fase Il1, ninguno para la silimarina,
y uno para la quercetina y la naringenina (para mas informacion sobre los estudios clinicos

existentes hasta el momento se puede consultar la base de datos https://clinicaltrials.gov/).

Se deberia estudiar la efectividad de los tratamientos con polifenoles, teniendo en cuenta factores
claves como son la biodisponibilidad, el metabolismo y la toxicidad de estos compuestos al
administrarlos en diferentes dosis y/o formulas a corto y largo plazo, realizando estudios clinicos
con un nimero grande de pacientes. Estos estudios permitirian completar los conocimientos sobre
el mecanismo de accion por el cual los polifenoles y sus metabolitos son beneficiosos durante el

envejecimiento.

Los estudios hechos hasta el momento en animales indican que la efectividad de los polifenoles,
esta limitada por su baja biodisponibilidad, su rapido metabolismo (Felgines y cols., 2000; Juan
y cols., 2002; Baur y cols., 2006 a y b; Pandey y Rizvi, 2009), y a una absorcion intestinal
incompleta (Andlauer y cols., 2000; Kuhnle y cols., 2000), que ademas presenta variaciones entre
individuos (Walle y cols., 2004; Boocock y cols., 2007). Aunque al respecto hay controversia, ya
que hay estudios que indican que el resveratrol se metaboliza a los 30 minutos después de una
administracion intravenosa (Walle y cols., 2004), otros indican que se metaboliza a los 8-14 min
(Marier y cols., 2002; Asensi y cols., 2002), y otros detectan resveratrol en plasma 24 h después
de una administracion oral con ausencia de metabolitos del resveratrol (Juan y cols., 2002 y 2005),

e incluso hay estudios que explican que el resveratrol se une con proteinas especificas como la
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albumina, como una forma de quedar en reserva, pudiéndose detectar in vivo en plasma hasta 72
horas después de una administracion oral (Vitrac y cols., 2003; Pervaiz y cols., 2009). Lo que si
se sabe es que durante la absorcion, los polifenoles son modificados en el intestino y después en
el higado, mediante conjugacién, metilacion, sulfatacion y/o glucuronizacion, con diferencias
segun la edad y también del tejido, donde dependiendo de cuél sea tienen efectos diferentes (Day
y cols., 2001; Holst y cols., 2008). De los polifenoles analizados durante el estudio que
presentamos, el resveratrol es el que se ha investigado con mayor profundidad, e incluso se ha
propuesto un modelo de farmacocinética para predecir las concentraciones de resveratrol y sus
metabolitos presentes en plasma (Colom y cols., 2011). En el caso del resveratrol se ha descrito
gue es absorbido mediante difusion simple en los enterocitos donde se metaboliza en glucuronido
y sulfato, que después son secretados al lumen intestinal mediante transportadores especificos
(proteina asociada a la resistencia a multidrogas (MRP2) y proteina resistente al cancer de mama
(BCRP) (Alfaras y cols., 2010; Juan y cols., 2010 a; Planas y cols., 2012), que pertenecen a la
familia de transportadores ATP-binding cassette (ABC) cuya funcion es controlar el eflujo de
sustancias en el intestino (Murakami y Takano, 2008). ElI mismo autor desarrolla un método
mediante el uso de la técnica de HPLC para cuantificar los niveles de resveratrol y sus metabolitos
en plasma, cerebro, testiculos, higado, pulmones y rifiones después de una administracion
intravenosa de resveratrol, y detectan que 90 min después de la administracion las
concentraciones mas altas de resveratrol y sus metabolitos estan presentes en rifiones y las mas
bajas en el cerebro (Juan y cols., 2010 b). Se han encontrado 5 metabolitos diferentes de
resveratrol en orina de humanos (resveratrol monosulfato, dos formas isoméricas de resveratrol
monoglucuronido, dihidroresveratrol monosulfato y dihidroresveratrol monoglucuronido, estos
dos ultimos formados por la accion de la microflora) con una vida media en plasma de 9.2 h, que
en sangre adquieren niveles mas altos que la propia molécula de resveratrol sin modificar (Baur
y Sinclair, 2006 b). Algunos metabolitos tienen capacidad de activar SIRT1 y inhibir la COX
(Bauer y cols., 2006 a). Por lo que a lo mejor parte de sus efectos son debidos a sus metabolitos,
ya que el organismo esta mas expuesto a sus metabolitos que a la propia molécula (Walle y cols.,
2004; Baur y cols., 2006 b). También se debe reconocer que es dificil identificar todos los
metabolitos de los polifenoles, asi como la interaccidn que pueda existir entre ellos y su actividad
biolégica (Setchell y cols., 2003), ya que los efectos y los metabolitos que se forman son
diferentes dependiendo de si es una administracion directa o por medio de la dieta. Asi, por
ejemplo el vino contiene resveratrol y quercetina, que en el higado y en el duodeno impide que el
resveratrol se metabolice y se sulfate, afectando la formacion de los metabolitos (De Santi y cols.,
2000), por lo que los efectos beneficiosos del vino pueden ser debido a la accion combinada de

estos compuestos (Baur y Sinclair, 2006 b).
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Muchos de los efectos beneficiosos atribuidos a los polifenoles se han obtenido a partir de estudios
in vitro, que utilizan concentraciones de polifenoles no fisioldgicas, haciendo que sea dificil
extrapolar estos resultados a situaciones in vivo. Por ejemplo, in vitro con concentraciones de 32
nM a 200 uM de resveratrol consiguen activar SIRT1 (Howitz y cols., 2003, Bauer y Sinclair y
cols., 2006 b). In vivo conseguir una concentracion minima de 10 mM en plasma es dificil
(Borriello y cols., 2014), sin embargo se ha visto en ratones que concentraciones de 0,5 mM son
suficientes para observar efectos beneficiosos mediados por SIRT1 (Parker y cols., 2005), porque
posiblemente los metabolitos del resveratrol son mas potentes actuando como STACs que el

propio resveratrol (Wenzel y cols., 2006).

A la hora de estudiar la efectividad de una determinada dosis, se debe tener en cuenta la toxicidad.
No se ha determinado aln la dosis maxima tolerable de los polifenoles que hemos estudiado, son
necesarios mas estudios toxicoldgicos, pero para el caso del resveratrol en ratas Sprague-Dawley
se ha llegado hasta una dosis oral de 300 mg/kg/dia durante 28 dias sin detectar efectos adversos.
Es a partir de 1 g/kg/dia de peso corporal aproximadamente cuando en las mismas condiciones
citadas anteriormente, se comienzan a observar efectos adversos (Crowell y cols., 2004). En
humanos se han hecho estudios clinicos donde se han administrado a individuos sanos dosis
Unicas de hasta 5 g de resveratrol via oral (Boocock y cols., 2007), y en otro estudio hasta 150 mg
de resveratrol via oral seis veces al dia durante dos dias (Almeida y cols., 2009), en ambos estudios

se observé una buena tolerancia del polifenol.

Como los polifenoles estdn presentes en la dieta habria que estudiar a que concentraciones
fisioldgicas se llega a partir de la dieta, estudiando cantidades naturales de polifenoles en la dieta
y también el efecto del consumo de dietas enriquecidas con polifenoles. Por ejemplo, la
concentracion de resveratrol en el vino varia dependiendo de la variedad de la uva y de la region
de la que procede (Goldberg y cols., 1995), pero se ha llegado a detectar hasta un maximo de 14,3
mg/L (62,7 uM) de resveratrol en el vino tinto (Planas y cols., 2011). Para extrapolar las dosis de
animales a humanos se debe utilizar un factor de conversion que tiene en cuenta la superficie
corporal (Reagan-Shaw y cols., 2008). Asi, la dosis de resveratrol en humanos equivalente a los
20 mg/kg administrada en rata, es de 3,24 mg/kg; lo que supondria 194,4 mg de resveratrol para
una persona de 60 kg de peso. Para alcanzar esta dosis con vino se deberia ingerir una cantidad
excesiva de éste, que contrarrestaria cualquier efecto positivo del resveratrol. Sin embargo, esta

dosis se podria administrar por via oral a través de pastillas.

También es necesario determinar si existen factores genéticos que puedan explicar las diferencias
de biodisponibilidad y respuestas fisiologicas después de tratamientos con polifenoles entre

individuos. Asi como establecer si los polifenoles pueden tener efectos aditivos o sinérgicos entre
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ellos cuando estan presentes en la dieta como sefialan algunos estudios (Leikert y cols., 2002;

Pignatelli y cols., 2006) y en combinacidn con otras terapias en el organismo.

Para continuar con el estudio del mecanismo de accién de los polifenoles se podria ampliar el
estudio de las vias de sefializacion implicadas en inflamacién como son PI3K/Akt/mTOR, MAPK
y NF-xB, estudiando otras regiones y condiciones experimentales, ya que por lo que se ha
observado hasta el momento, la regulacion de las respuestas inflamatorias por los polifenoles es
mas compleja que la simple supresion de las respuestas inflamatorias (Baur y Sinclair, 2006 b).
Se ha visto in vitro que los STACs como el resveratrol activan directamente SIRT1 por medio de
un mecanismo de modulacién alostérico (Hubbar y cols., 2013). Sin embargo, in vivo se
desconoce la accion de los STACs sobre SIRTL. Por lo que seria interesante determinar si los
efectos de los tratamientos con polifenoles a nivel comportamental y bioguimico, se deben a un
mecanismo de accion directa sobre la enzima SIRT1 o a efectos en otras moléculas que activen
SIRT1. Asi, el conocimiento del mecanismo de accion de los polifenoles ayudaria en el disefio de

nuevas drogas Y terapias antienvejecimiento mas especificas y efectivas.
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Conclusiones

1. El envejecimiento empeora la memoria y el aprendizaje espacial, asi como la memoria
episodicay la coordinacion motora en ratas. Los tratamientos crénicos con resveratrol, silimarina,
quercetina y naringenina, contrarrestan estos efectos del envejecimiento, mejorando ambos tipos
de memoriay la coordinacién motora, sin que se vean afectados parametros fisiol6gicos generales
como el peso, la ingesta, la temperatura y la actividad locomotora. Ademas los tratamientos

cronicos con silimarina, quercetina y naringenina mejoran el aprendizaje viso-espacial.

2. El envejecimiento provoca un declive en los sistemas de neurotransmision monoaminérgicos
en areas cerebrales implicadas en los procesos cognitivos y motores, que se manifiesta por una
reduccidn en los niveles de NA en el hipocampo, DA en estriado y 5-HT en hipocampo y estriado
de rata, en relacién con una disminucién de la actividad de las enzimas limitantes de la sintesis
de dichos neurotransmisores (TH y TPH). Los tratamientos crénicos con los polifenoles
resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina aumentan la sintesis y acumulacién de estos
neurotransmisores monoaminérgicos en estas regiones cerebrales. Parte de los efectos de estos
tratamientos son debidos a un aumento en la actividad de las enzimas limitantes de la sintesis de
monoaminas, THy TPH-2 y a la inhibicion de la enzima MAO-A. El andlisis en la glandula pineal
puso de manifiesto también un aumento en la actividad de la enzima TPH-1.

3. En la corteza parietal durante el envejecimiento se produce una activacién constitutiva de Akt
que no parece afectar la activacion de mTOR. Estos resultados no se observan en el hipocampo y

no son afectados por el tratamiento con resveratrol.

4. El envejecimiento provoca una sobreexpresion de las proteinas de la via de las MAPK en el
hipocampo, que podria relacionarse con un aumento del estado proinflamatorio durante el
envejecimiento. Sin embargo, los efectos del tratamiento con resveratrol no parecen estar

relacionados con la prevencién de estas sefiales inflamatorias.

5. El envejecimiento disminuye los niveles de SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa en
areas implicadas en los procesos cognitivos. Los tratamientos cronicos con resveratrol, silimarina,
guercetina y naringenina revierten los efectos del envejecimiento, provocando que los niveles de

SIRT1 (110 kDa) y su fragmento de 75 kDa vuelvan a valores proximos a los de las ratas jovenes.

6. El envejecimiento no modifica los niveles totales de NF-xB, ni su estado de fosforilacion en
hipocampo. Sin embargo, aumenta los niveles de NF-«B acetilada. Los tratamientos con los
polifenoles resveratrol, silimarina, quercetina y naringenina disminuyen de forma diferencial la

expresion de NF-xB y los niveles de NF-«xB acetilada.
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7. Las mejoras observadas en los procesos cognitivos y motores tras los tratamientos con
polifenoles en ratas viejas, podrian explicarse en parte por el aumento de los niveles de SIRT1,
pudiendo ser uno de los factores que favorecen la disminucion de la acetilacion de la proteina NF-
«B; lo que estaria relacionado con las propiedades antiinflamatorias de los polifenoles descritas

por otros autores.
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Improving effect of chronie resveratrol treatment on central
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Abstract Boswratrol is & polyphenol exhibiting anti-
oxidant and neweprobctve effxt in pewdeseera-
tive disezses, However, nownoqrotoctive propertics dur-
ing nomal aging have mot boen clearly demonstrated
Wi amalyzed the in vivo effocs of chronic administs-
tion of resveratrol (20 mekedsy for 4 weeks) inoold
male rats (Wistar, 20 months), on tryptophan hydmosxy-
lase {TPH) and tyrosine hydmsylase (TH) activities
which modisie central mOnGENTEIC DowtrEsmt-
ters synthesis, and hesides, on hippaocampal-dependaent
wirking memory test{radial maze), Our nesul s shoow an
ape-related decline in newrochemical parametors that
wee i e e rsod by nesviera trol adin inistration The reswer-
atrol treatinent enhances semtonin (5-HT) levels in pi-
neal gland, in hippocampus, and in stristum, and those
of noradrenaline (MA) in hippocampus and alao dopa-
muine (DA instristum These chanpes wene lrgely due
to an increased activity of TPH-1 {463 % in pineal
gland), TRH-2 {7051 % in hippsocampus and stristun),
and TH {150-3& % in hippocampus and strisbum).
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Additionalby, fe observed hippecampal cffeck oome-
lawe with & reaveratrak induced nestorative effoct on
waorking manoery {radia maze). In conclusion, this
study suppests resveratnol treatiment as a regoring ther-
apy for the inpained cegnitive functions socwringalong
normal aging process, by preventing S-HT, DA, and NA
newotransmission deel ine.

Keywords Bosveratol - Aging - Brain- Moneamine
synfhesis- Cognition

Tnirodse ton

Resveratrol is 8 polyphenol found in grape skins, nod
wine, rasphorrics, bluebomics, peanuts, and modic inal
plants, suwch 8z Polppomion cacpedieron {Chen ot al
20Ty with diffenent beneficial effoe s on health, nclud-
ing prevention of cancer, cardiovascular discsses or
ischemic injurics, and even extend the litespan (for
review, so0 Bawr and 5 inclair 2006). Bosveratool offocts
imclude antioxidant and antiinflammatony effocts but
Ak hes boon neportod to reculafe the expression lewvel
and activity of different prok ing ssoctaied with oell
survival and ion channel regulstion, bebwoen others
(Bai et al X10; Bawr and Sinclair X Chen et al
20T Grusrenke and Franklin 20017, Evidenoss sugpest
that mesveratiol ako feeulses neuronal function via a
SIRT | -dopendent mochanian (Araki ot al. 2004; Bawr
20 0y Chusane et al . 2009, and mechanians imalving
TN L Rewrotr ananision e iietion sinee e r-
atrol inhibits moneamine (WMAC) catbolian and abo
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I I e rewptake indy presynaptic nowons| Xu ctal
2010; Yafer et al. 2006). Purthemmnare, resveratol poo-
toctivie propertics have boon reporicd in nowrodesenera-
tive discase models (Li et al. 20014, Blanchet ot al. 2008,
Donanez et al 2000; Lofrwmembo o al. 2004 & Dani
atal 2010 Wane etal 201 1) but have not boon elearly
demanatratod during normal agng {for review, soe Baur
20000,

Mowadsys, population aging is a major problan in
developod countrics, which has led o ineresse te poey-
alenoe of are-dependent dacases, such & Alzheimer's
discase, depresaion, and other dementizs Biochaemical
changes oocwring in ased brain ane regponsible of this
ape-associated commitive impainmnent and ae alo erucial
in e further development of tese newnode oe nerative
discases (Geareri ot al. 2000 and for review, soe Hodden
and Gabricli 2004, Contral monoamines exhibit a
marked decline in different brain e gons &5 part of nor-
maal aging process (Estchan et &l 20108, by Loine o al
19 Mizwez etal. 19900 YVenero etal 1991 which is
responsible, atlesst partial by, for te ape-related eomitive
i et (Colier et al, 2004 Eoprowsls et al, 2004
Lemon and Manshan-Yaughan 2006, Moncaes 19040,
Muwrchisometal, 2004 Wik ing memnory docl ines i lake
adulthood (Payeretal. 2006; Borella ot al 208 and is
considened tobe one of the main contributing tacinrs of
oiEitive impaimnent inold ace (Parketal . 2008, Thene-
fiore, it i& ot auprising that a mmber of sudies have
boen inveatigating the traimahility of working memony
ascmss the lifespan (Takeuchi ot al. 2010 Morrison and
Chein 201 1; Shipstead o al. 20000,

SIRTI activaiors {o. g, resverarol) have ememedasa
promising new treatmnent for ape-related brain disorders
sinoe it has boon moported o play & melovant mle pro-
moting keaming (Chuang et al 2000 Gao etal 200400
Thus, the aim of this study was to owmmine the e thocts of
chranic resveratrol adninistration inold rats on in vivo
syniwsis and metsholism of monmamines (5-HT, M4,
and DAY in cruc il brain regions for negwls tion of memn-
ory processing, in parallel o behavioral performance
v fustion on wodkiing memnorny test

Materdal and met bods
Animak

Young {3 monts, #=R) and old (20 months, =14
distributed in control and mesveratrol-reated group)
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male Wistar rats {Harlan, Baroe lona, Spain) were indi-
widually housed with free acomss to standard food
{Panlab A04) and tap waier, wnder controlled emvinon-
mentl conditions (20+2 5C; 10 % humidity), in a
sound-atenuated chamber, and maintained at 12-h
light/dark photeperiod (lights en at GR0) h daily) with
an sverage of 300 e of indinect light provided from
Theorescent lamps. Animaks were daiby handled for sov-
eral days prior to starting tests to reduce stess during
testing. Every 34 days during reatinents, anima s were
weighted and the amount of food ingested was me gs-
tered. All procodunes were in accordanoe with the Eu-
rapean Convention for the Prowction of Yertchrate An-
imak wsed for Experimental and othver Scientific Pur-
poecs (Dinoctive BoB0REEC) and in asmoement with
the Bisethical Comunithos of the University of Bakearic
Tslamds,

Dirups and reapents

Al drups and reagents were purchased from Sigma
Chamical Company (St Lowis MO, TISA). The follow-
ing drugs were wsod for animal theatments: pesvera ol
trare ispmer (3,4, 5-tr hypdrosy-trans- il bene], com ol
{delivery wehick for resveratrol), and NSD-1015 (3-
hypdmonybenayTaedraz e dilerdrochloride’).

Drrug trestme mis

Old rats wene chronically treated with resveratnol
(20 me'kgday for 30 days, ip. at 0730 hy a=6) or
wehicle (corn oil, 1| mlke'day for 30 days, ip. at
0730 hy A=), which ropresent the old contral grougp.
Young rats alss meceived whicle as old control omes
Administration moute, dese, and administration time
were sct from a plot study presented at the XXX VI
Congress of the Sociedad Espaftola de Ciencias
Fisiolbgcas (SECE, Gransda, Spain 2004). Decision
was taken tying to incnesse te moproducibility and
significance of outoomes and to reduee side afocts of
manipulation during this long teeatment, MNote theat
assimilaiondisaninaton rouwke for Lp. administration
iz simlar @ poo. (Tumer etal. 20117, which & the mast
convanan rouke for reaveratrol sdministration,

All animals alse moee vod NS LOLS{ W0 meke, ip
&t 0730 k) 30 min befone being sacrificed by docapits-
tion This administration was performed to measure the
in wive activity of TRH and TH, through acouwnulation
of 5-HTF and DOPA mespectively during these 30 min
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{zoe “Moanary behevioral test™). Brains were quickly
removed and dissecied on an ice-cold plate to soparate
pincal gland {12-13 mg), hippocanpus (80-63 mg),
and striatum {eaudate-putamen) {1520 me), which
wene ininadiately froeen o lguwid nitrosen and stoned
at—Rl *C wtil assays,

Tanporatme and acfivity recording during chronic
treatments

Body wmnperatune inold rats was continwoewsly pocondod
b ki bor resveratngd eatment effect For this purpose,
& temperature sensor (DS 1921H Themoachron®
iButtons®, Maxim; sampling rate of 20 min) was im-
planted in the abdominal cavity of old rats through a
simple swrpery under isoflwane gas anodhosia | Abbatt,
Spain). The implantation of the sensor was porfomed
3 days before starting e atments

Epontameoss mobor sctivity was alsoe continuous]y
reonrdod in old ras during chionic trestments, Capes
(20%20-cm® diameter) equipped with two perpendicu-
larly crossod infrared beams {placed at T mm high)
wene ward The movarnens of the animals wene digi-
tized by recording the number of beams ¢rossod, which
wie e sccwrulated during | 5-min intervalsand sutvnat-
ically stored ina computer for fwrther anabysis Animals
wene also scclimated tor several days before motor
activity necording during the ditfferent trestments. hMotor
activity anahsis was camiod out with the intesrated
program for chrenohiology “El Temps®™ (£Dlez-
MNogwera, University of Bancchna),

Memory behavioral st

To evaluaie the effecs of chronic freatment with
resveratrol on working memory during normal aging
process, the spatial monory eight-am radial maze
test was wsed. All experiments wene performed dur-
ing fhe light poricd between 0% and 1300 b Rats
wene placed in the experimental room 30 min betone
the beginning of the rials.

The eight-amm radial maze (Panltab, 5 L) conskted of
an octagonal eentral platform (32-em diameter) with
cight equally spaced radial ams (30 em long, 12 em
wide). The maze was setin an experimental romm with
sovieral extermal visual cwes, Prior to memory test, ani-
mals wene submitied 0 fasting o achiove a conwe nont
metivational level. To test e mory on radial weee, rats
wene froe i visit the different armns o obta in food pellets

and trials wene judped complee when rats had dhosen
all cight baited amms or spent 20 minin the trial {max-
imuwm time to achiewe perfommanes). The swn of
navisited arms and repeaied entry inde amns was seonod
as & working memaory oo, The apparate was cleanosd
with ethanal solution betwoen triak, Bats movenens
wiore maditenod vie & digital vidoo tracking system (LE
BI00 with software SEDACOM v 13, Panlah, SL,
Bareckona, Spain) | for further deseriptions, soe Estoban
etal 2000a, by Bamis ot al. 2013). Test were porfommed
T fiwre choronic trestments {initial tesf) and after chroaie
treatments

TPH activity (synthesiz of 5-HT) and TH activity
{aynthesis of DA and MA)

Transformnation of tryplophan inte S-H TP is the limiting
stop in 5-HT synthesis which mequines the TRH-2 iso-
form enzyme (tryptophan-3-monox yeenase, BEC
1.14.16.4) in most of the brain and TPH-1 isoform
enzyme in the pincal gland {Walteer et al 20037, Be-
ganding cakcholamine synthesis (MA and DA aenthe-
sis], the limiting stop is the ramsfomation of Drsine
into DOPA which roquines the TH enzyme (tymsine-3-
maamxy penase, BEC 1.14.16.2). In this manner, the
in wive activity of rate rate-limiting enmymes in nthe-
sis of 5-HT and catocholamines (TPH and TH, nesquc-
tiviehy') wene dete rmined by mesauring the sccummlation
of teir procwrssrs (S-HTE and DOPA, mespoctively)
within 30 min afier imhibition of the ammatic L-amine
acid docarbpxylase (EC 4.1.1.28) by a maximal ly effoc-
tive dose of MESD 1015 (3-hyd rexybenzylhydrazine
HOL 10 meke, ip). The adninktration of L-amino
acid docarbeegylase inhibitor, shorly before sacrifios,
enables to deemmine tryptophan hydroxylase (TPH)
and tymaine Tpdoylase (TH) activity in different brain
ancas, and quantify the pool of 3-HT, DA, or MA wmai-
focted by nocent synthesis and primarily storod within
s, Furfvermone, fhis method alows to de e mine
lewels of some monoaminerzic metshalies that can
revieal rocent use of these noumstransmiters (Moranta

etal. 2009

Brain sample processing and chromatoeraphic
{HPLC-ELY) analyses

Hippocampus and stristwm brain segions wene placed
individually into oold tubes contining 1 ml of 0.4 M
HCWy, 001 % EsEDTA, and 0.1 % Nas S0, and then

& Springer

179



37 Paged af 1l

AGE [2015)37:37

homapenized with an Ultra-Terrsx omaosenizer (Type
Tp 1810). Pineal glands wene placed individually inko
oold twhes, homoeenizod by sonication for [0 sin LA-pl
volume, The homopenate weas contrifumad st 20 00 «<g
for 15 min at 4 9C, and supematant was filierod through
syringe filkers 045 pm pore size (Spartan-3, Sipns-Al-
drich). Aliquots of the perificd supematants {020 pl
depending on the brain region) were aubjocied to HPLC
on & eversedphese colwmn (Spherisorh 83 0DS L CLE;
J-pm particle size range; 4.6 mn < L0 em, at 35 2C)
couplod to a Tracer QDS CLE precohmn {2—5-pm
particle size range; Teknokroma, Bareelons, Spein). The
mahile puse consisted of 0.1 M EKHPO, 21 mb oc-
tame sulfonic acid, 0.1 mb EEDTA, 2 mbd Mall, and
12 % (W) methana (pH 2.7-2.8, adjusted with 85 %%
H; By ), which wene pumnpoed sta floow rate of 0.8 ml'min
with a Waiers &0 sobwent delivery gestem The contents
of procwsor aning scids (SHTE and DOPA), mono-
amines (5-HT, DA, and MNA) and metsbalites (5-
hidroxy-indole acctic acid (3-HLAA) and hoamoanllic
acid (HYAY) wene detectod electroche mically using a eell
with a glassy working carbon ¢ loetrode and an applied
oxidation potential of H0.TS Vazainst an in sitn A p'apCl
b neoe & boctrode (1S A 80 Waters 2465 Bloctochei-
cal Detector). The curment prodwced was maomnitoned by an
inier face {Waters busS ATIN Module) connected 0 &
dimtal PC. The concentrations of 3-HTE, DOPA, mono-
Enine meumstranan itiers, and metabal ites ina ghven saim-
ple were caleulated by inerpolating the comeponding
peak height ink a paralle]l standard curve using the
sofhwane Empaoaser Pro (Waters), For nepre sentative chio-
makveraphic analysas soe Morants et al (2000

Sttistics

Rsults ane mormeally exprossed &5 mesns+ SEM of the
mw bt of determins tons. Ome-wey AMOWA followaed
by Scheffd's st was wsod for the datistical evalustions
{or Fiser s test when indicated). Level of significanee
was sot at g (05,

Raequls

Baudy weight, tenperatune, and activity during chonic
InCaEtnens

Weight of young animak increasod during experiment
{fran 32T+ 4 93 g at the beginning tod 38 +6.45 o at day
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A, However, no significant changes wene obsered in
old animal weight through the different treatments
{Fig. la), neither contml animals trested with ¢orn i
{518+38 g at the beginning of treatment) nor
resveratmHneatod rats {537 +24 g also at te beginning
of treatment]. In soeordanoe with these effeck, neasera-
trol treatment did not alter the amomnt of food ingested
by anina k. The daily sverage food intake by old ool
eroup (148+15 o) was similar to that of sesveratnol-
treated rats | 15,60, 5 g).

All animals did suffer weight loss when were sub-
jocked o fasting (Fig. la). This tsting pericd was done
to achicwe a pood motivational kevel for the radial meee
test, Weight lss was similar in both groups {607+
0.37 g in old anima ks treated with corn ol and 586+
0.32 g in old rats meaed with resveratol) (Fig. 1a) and
in young animals trestsd with com ol ($3+03 o) data
nit shown).

Sivi lar tor vl wtion of weight, the body temnpe ratune
ako showed no sienficant effoct caused by resvera ol
treatmnent in old anmak. The daily mean temperatore
wahwe for all animals was 36.9+0.04 *C (Fig. 1.

Meanwhile, spontaneous moter activity of aninak
was chrombiclesically ambzed during reatnents to
chock possible side effocts. Figune le shows a double-
plotted actogram representative of old rak duringexper-
imental days, This gragh s canmonly wsed in circadian
rescarch to plot activity against time and shows the
activity rest eyele of animabk based upon a definable
threshakd. Actoprams show that both old controls rak
and resve ratrol-treatod ones wene wiell entra ined with the
LD eyele. Graphs shown in Fig. le are fypical of
misctumal aninals, with higher sctivity levels during
dark period than during licht perisd. Mo sienificant
i fhere o wene olsorwed betworn the two srowps.

Effoct of chronic nesveratol frestnent on cosnitive
capacity

Working momorny was sssessod by the eightamm radisl
maze wat, Tost por formnod jriorn i the ¢ hiodic thestme ks
showed & warked ape-nelaied impainnent in working
memary. Compared with young animals, okl sats lin-
menod mone than double e o complete trials{Fig. 1d).
Afler this initial radial weze test, old s wene randamly
distribavesd in the teo e xyseriments | Eougs: oo rooeivd
clraatically eom ol, and the other omne noceived neswer-
atrol. Mote that intal basal results for radial mase st
Eroan both soups wene similar, Young rats abo roocived



ANexos

AGE (2015)37:37

A
= oo
-u HResveroiml

Weight ig ]

J’l}ﬂ 1 1 1 1 1 1 1
S50 5 i I5 I I M
Treatment (dovs)
B
-‘-'ﬂ'
B 34 ;
E ! Al di
- Wwwmw
£
J: 1 1 1 1 1 1 1
S | 5 I 15 W I M
‘Trentment (doys)
D
C|
B
£
!
i
E
T
&
Inilal Afer chronk
tresbment

Fig. 1 = Body weight doring dwomic travtmems. Do rapesant
body weizht (mean 25 analyeed at (500 ) of amimals sob-
jected dn dhe diffemm dromc teatmenis. Body weeight radnction
ohsarved aiday 28 i doe ta the fagmg paniod perfomed 1o geda
goad motivatiomal kevd for mdial maze e b Body dempersrs
af ot dwming chromic fresman s, {rraph reqresems the svalotian
af the mverage bady empentrsinad o doring resgmant ammn-
ai Hreated mis {sodid fun 2 and sesveminal-trented rass{ ek Lo,
¢ Synchmmimton of animals with the LD cyde doring chromic
tmzman . Raqmesant tive acingram of ald animals dwing chromic
imament with aom il or resveratral. Dat ane precemied = a
demhbeqploted acdingam Anmals were sohjecied o a 1202 LD

C

Erm o {sumbmr

PageSaf 1l 37
i
IOld Control|  [Old Resveratrol
'n%*****f+' me] ety T T
- - - l-q-H:-p -+ ll—H
- B R T Hr— st ‘H|
. -ﬂ- e ' r-'-* [ et 15 EALRUEE B
----- F +4+r s s w2 S
I= | J#nbid [ T [N PR T,
-] [—|-m-—1|—|-| ¥ op ] |- = d—farianf s} e
ll---l- A LI L 1L i e st = e
-fl L DL R L *-:;{:::**:P*H-
reon s el e ] R e = v il
[ e oo i P |- SRR
[T |... afu u B e s L
N TR T #-H ipemud s et
-'l H- = S TR Y q ok bt e -y
{1 o sl phinip b e o sl o e |
i amenan o i '.l_u..l.l|“#.. o wnia Bl el
CIRERT . IR LT I B Al ]
el B oo N L .1
. [T L I N
| b | T )
0 e
W T B s
I Yo
15- = O contml
LB I :
D i
Imsitlnd Afer chromlc
Lress oo

photoperiod. d Waording memony &=k I aged o axsexeed hy
eight-am mdia]l maze et Bars rapesem fman 25 ) 1ime a0
oo bate the gk (Lo pranlfih and st ] nomber of emrars {som of
nmvisied and revisied ams, aghr graph). Tess ware peaformed
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chiatic oom oil The main goal of this study was to
amahyze the protective effect of expeenous administra-
tion of nesvieratal on brain docline tat nommally soowrs
with aging and to comelate with the age-relatod ooemni-
tivie doc line.

Com ol tneatment did not impair radial mase st
e s, neither in yowneg animeals por in okder omes;
anly youne ammabs made fewer emors than in the initial
test After the chronic teatments, old control rats
showed na differenos companed to the esuls obtained
prior the treatment, and they commitied abnest double
ermors than young omes (Fig. 1d). However, ¢lomic
reaveratral treatnent indueod & memory ¢nhanocment
Old rats mesied with nesverarol showed a roduced time
tocompleie the trial (43 % reduction respect old contral
group), and additonally, they commitbed a reduced
munbe s of ermors (unvisiiod plus e peatedhy visitedams;
39 % reduction respect old control growp; Fig, 1d).

These nesults supeest that chionic neaveratrol freat-
ment might aid to redwee the cognitive capacity dosoent
theat mormally GoCUTS a5 S AN OOMEOG SR,

Effect of chronic resveratral meatnent on 5-HT
synthesiz and me hbol sm

The synthesiz and metabolian of 5-HT was messwned in
i gions e chbod with sermimerzic merve S mninals hip-
pocampus, striatwm, and pineal gland. The synthesis rate
of 3-HT was sssessed by mesairing aoe il stion of its
precwrsar | S-hydraotnyptmine 5 HTEF) dwring 30 min
afier docatboxylase enmyme inhibition with MSD 10135
In this conditions, S-HTP accwmulation reflocts the ac-
tivity of the limiting enzyme TRH. As expoctod, thene
wias ks 5-HT synthesis { THP-2 activity messuned as 5-
HTP accumulation) in old rat hippocanpus and stria-
twm compared with young ones. Conszistently,
intrancuronal 5-HT and its metabolite S-HLAA showed
an ape-dependent roduction (Fig. 2.

Howover, chwonic reaveratrol treatment inereased 5-
HT synthesis in old rak. The 3-HTP accwmulation
{TPH-2 activity) was hicher in hippocampus {40 %)
and strigtum {51 %) inold rak treated with nesveratnol,
companed to old contml ms trested with com ol Fu-
thermone, 3-HT content ako inereased after nesverainol
trcatiment {55 and T6 % in hippocampus and stristwn,
regpectively), whil 5-HLIAA kewels wene reduced afier
this treatment with sesveratol (22 and 48 % in hippo-
campus and strighon, reapectively) (Fie. 2). Talen to-
gether, these results indicate a 5-HT synthesis
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acocleration and meduction of its metsbolism in these
brain regions from old animals treated with resversatol.
Similarhy, chonic resveratiol testnent inenessod sienif-
icantly 5-H T symthesis inthe pincal gland of old rat, but
in this cae reflecting TPH-1 sctivity, Bosweratoo] theat-
et increasod mone than fowrfold the 5-HTP accumu-
lation in old anmalk, almest eaching levels of young
animals, and also incnessod mone than sixfold the 5-HT
comtent. However, resveratral meatment did not maodify
pincal gland 5-HLAA levek (Fig I).

Effect of chronic resveratrol treatment one sk cholamine
synthesis and metbolian

Similarly to the effect on semtonargic systoms, MA
synthesis rate in hippocampus decreased with ape,
showing less DOPA sccuwulation (TH activity) and
MNA conientin old rats (Fig. 3, left graphs). This me taod
did ot & Doow bo ques ki e sy moradnena line metabolite.

Bimilar ape-dependent reduction in TH activity was
obscrved in stristwn, but in this case meflecting DA
synthesiz, with a lower DOPA accunulation and kess
DA conent and metabalite HYA levels in old rats
(Fig. 3, right graphs).

The hipposcampal noradnewerzic systamn alo showaed
a protoctive effect by nesveratnol troatment This toesat-
ment induwoed & sienificant ineresse in DOPA aocumu-
lation {150%) and MA content (37 %) in hippocampus.,
Similar e ffocts wene observed for dopaininerzic sysim
in stristum, sivee resweratiol theatnent in old raks in-
creased DOPA accumubation (36 %) and DA conkent
{53 %) in striztwn, while H'WE metabalite levels did mot
change {Fig 3).

Finally, fheme wene mo sizni ficant di ffene noes boetween
the di ffenent growps inttal content of DA in hippaocam-
pus (otal content of DA in hippocampus of young rats
was |51 2124 56 ne'e of wet tisaue), and those of MA
in striatumn (ot content of MA instriatum of youne rats
was 50608 1722 neie of wet tsaue). Mo sienficant
decnzse welated with aging was observed in any of this
two parameters.

DEcwssion

Basults fiom the present study in vive point out tat
chiotic nesvers sl adminisration mieht aid to delay or
preventdefieits in monoamines and memary disabilities
associated with aging process, Aging causes an



ANexos

Fig. 2 Efea of dhemic recvaratral retmant an sanodomergic
sy iem in hippa cumgrs s trivtom., and rinen] glind Bars rapesent
{meandt5EM in ng'g of wed tiseos ar il pineal glandy 5 HTP
accumulstiom {during 3 min afier demrhocylase b itom], 5«
HT tissme aomient, and 5-HIAA metshalite level. Ome-way

impa iment of brain monmminergic systoms. Fosvera-
trol treatment did not alter physiolegical parameters in
rats, such as food intmle, hody weight, Emperatune, o
locomator activity, However, this nesveratnol meatment
inchzased the brain 5-HT levels, in hippocampus, stria-
twm, and pincal gland, and catecholamine kevels in
hippocampus and sristum in aped rats These effocts
werne brpely due to an ineressed activity of the limiting
SN in monoamines syntheses, TPH and TH. The
5-HTP and DOFA accumulstion methed is the most
coammonly wed sssay ystem & moniar the in vivo rate
of ryptophan and tyrosine hydrostylation { TPH and TH
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AMOWVA fallowad by Saheffé 's ded vas nead o satistical salo-
ation: %pal0S, *40a00], **%0a000] whan oompared with the
yormg camiral groag; 40005, +H4p=0.001 when compared 0
the ald comiral gwap

activity, respoctively) in the brain (Morants et al 20060
TPH i kenown i existin two isoforms: TEH-1 s mainly
expressod in the pincal gland and in gut entenochooms -
fin cclk, and TPH-2 & preferentially expressed in the
rist of the brain where it plays a fundamental mole in 5-
HTswthesis (Walther etal 2003, Our data nefess o the
activity of both izofoms o the synthesis of 5-HTE
Monoamine s have been linked i eopnitive proomsss
swch & memory and keaming. Monory proccsses ane
partially regulated by neuromadulatony activityof 5-HT,
DA, and MA (Gonzalez-Burgos and Feria-Yelasco
2008 Kemp and Manahan-Yaughan 2008; Coals
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2001, being tee hippecampus and striatum e brain
regions imeolved in te regulation of the memay pro-
cossing | Adames ot al 2008 Gonzdler-Burpos and Feria-
Wi bsoo 200E; Cook 201 1). Mewrochemical results fom
the prosciet work ane in good cormelation with the im-
proving e ffoct of resveratrol treatment on working mem-
ory in the radial maze oheerwed in the cument wark
O dats confirm that during aging process aocur a
significant decresse in bra in monoamines (Eseban etal
2000e, b Eoprowska o al, 2004 Luine et al 195040,
Mipezetal. 199 Morant etal 2014; Tsunemi et al
2005; Yenem et al. 1991, Old rats showed asi e ficant
doeresse in 5-HT synthesis {in hippocampus and stria-
twimn], DA genthesis {instriatum], and MA syithesis (in
i prposc amnpus). These effocts were alan acoomparniod by
a lower content of 5-HT, DA, and MA, and by redueod
levelk of metabolites (FHLAA and HVA). The ape-
i bbb 1 nm wnarbOes e T i Cureetiony in hijsocain-
pus and stristum is belicved to be partially responsible
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for memary disorders and for the prevalenoe of nowno-
de penerative discases during sencsoenee {Collier et al
2uud; Conpdz et &l 201 1; Estodran ot al 201{e, by Haider
etal. 2014 Hussain and Mitra 2000; Luine ot =1, 19490,
Mgz ot al. 1990, which is inagrocme ntwiththe age-
relaied impairment in working memory that is tound in
this work {assessod by an hippocampal -dopendent test,
the eight-arm radial maze test).

The brain is the body tisawe with the lareest oxyzen
conzumption, being extranely sensitive to oxidative
damage. Furthermore, the activity of antioxidant en-
zymes wnderze a sipnificant ape-related doencase in
brain (Eeller et al 2005, Indeed, in hoth aged humans
and medents, ape-relatod copntiie impaimment and neu-
rodepe nerative changes have hoen come laied & oxida-
tive damape sccunmlation in lipids, proteins, and
nueleie acids, which could kead o the inceressed newno-
tranamitter syskems” vulerabiliy to oxidstive stess
(Dias et al 2007 Haider et al 2014; so0 Butterficld
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et al. DG for review). In this regand, it has boon
mepiniod & rodueed TPH and TH activities during nomnal
apng brain that has boen related to an inetficient phos-
phorylation andior an oxidative damage of these en-
zymes (Cashetal 1908 DelaCruz etal. |99, Hussain
and Mitra 2000, Consider ing these previous works, we
sug oot that the observed effac s of nesvera ol G mnamno-
amines coukd be due to a potoctive effoct on these
limiting enzymes {TPH and TH) against exidizing
apems which could counteract the effectof aping (Rose
etal 2014 Wang et al. 201 1). Simiar prokective effocts
of meavera ] ondopam ine rezic system has oo roportod
apainst infurics causad by LPS, l-methyl-S-phenyl-
1,23 f-tetrahydrapyridine (MPTP), or 6-hydaoood do-
pamine {Fose et al. 2014; Blanchet et al. 20d4;
Lofruments etal 2004; Wane etal 201 1) Additonally,
some works desceribe an inercased TH expression due to
feaveratiol meatment, pointing out a SIET l-mediated
effect, which, in twn, could alsp imply histone
deacetylation-mediated effects (Chen et al. 2007;
Eumar et al. 2007 Ranney and Peto 2008; Tredici
et al. 1999). Thus, SIRTI activation could be part of
the action mochanizm for resveratol phamnecolorical
activitics, including a celluler RS scavenping e ffoct
{Araki et al 2004 Li etal. 20040

Finally, the obscrved inenesse in 3-HT content afier
meaveratrol treatment could ako be related 0 a edueod
moneE e motebaol ization rate, by MAO-A inhibition
andior inhibition of moncamine reuptake (u ot al
20 L Yadtez ot al, 2006]), which could be consisent with
the obseriad reduction in 5-HLAA metabolie lovels
atler resveratmnl treatne k. In contrats, HYS metabolite
levels did not change after resveratrol treatment,
mefloctine the reported greater inhibition on hMAOD-A
meapect to the MAG-B (Yallez ot al. 2004).

In sumiveary, the olserved cffocts by esveratrol freat-
ment in te present work could be due to a soabined
effoct that invalves several mochanians, pointing out
the need to diseriminate the significanoe of the difenent
meaveratral effoct,

Conchishon

Results from the present study demonstrate that treat-
ment with sesveratrol mi ghtaid to prevent the descent in
5-HT, DA and MA neuwrstranam szion that ocews nor-
mally &5 a consoquence of aging, and it might aid to

delay some aging-related discases, which are emerzing
as the preatest health threats of the twenty-first oo ntry,
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