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RESUMEN

En el envejecimiento un organismo sufre una serie de modificaciones morfolégicas,
fisiologicas y bioquimicas. El envejecimiento cerebral se considera la principal causa
de deterioro cognitivo y un factor de riesgo para desarrollar algun trastorno
neurodegenerativo. Se han propuesto diversas teorias relacionadas con el
envejecimiento, una de las mas estudiadas es la relacionada al estrés oxidante. En
este sentido la acumulacién de radicales libres promueve la progresion de procesos
oxidativos como la lipoperoxidacién y el consecuente dafio a las macromoléculas.
Para contrarrestar este dafio, el sistema antioxidante endégeno mantiene el estado
homeostatico en el organismo, sin embargo, con la edad la eficacia de este sistema
disminuye y se requiere de apoyo externo mediante terapias preventivas como los
antioxidantes exogenos. El resveratrol un importante antioxidante que ha
demostrado funciones antienvejecimiento, por ello en este trabajo nos planteamos
el objetivo de evaluar el efecto de la administracién cronica con resveratrol sobre el
dafio celular asociado al envejecimiento en hipocampo de ratas Wistar. 216 ratas
macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, fueron divididas aleatoriamente en 3
grupos: control; vehiculo (etanol 7.5%) y resveratrol (10mg/kg de peso + etanol
7.5%). Los periodos de administracion fueron por 2 y hasta 18 meses. Se realizaron
pruebas conductuales, bioquimicas, enzimaticas e histologicas. Los resultados
mostraron que un tratamiento crénico con resveratrol en una dosis de 10 mg/kg de
peso genera un efecto protector de las células hipocampales en ratas macho de la
cepa Wistar ya que mejora la esperanza de vida, el desempefio cognitivo en la
memoria de corto y largo plazo, disminuye moléculas oxidantes y mejorar la
actividad enzimatica antioxidante. Adicionalmente, se mostré una disminucion del
dafio y muerte celular en las subregiones CA1, CA3 y GD del hipocampo. Este
trabajo permite incrementar el conocimiento del papel del resveratrol como una
molécula neuroprotectora, la cual previene el proceso de neurodegeneracion.



1.INTRODUCCION

Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo que se caracteriza por
un declive de la respuesta homeostatica de un organismo, que sufre una serie de
modificaciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y psicoldgicas, propiciadas a
su vez por los cambios inherentes a la edad y por el desgaste acumulado ante los
retos que enfrenta el organismo en un ambiente determinado [Fajemiroye, et al.,
2018].

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), los 60 afios
se han establecido como pauta de edad a partir de la cual se puede considerar que
una persona es adulta mayor, aunque en los paises desarrollados se considera que
la vejez empieza a los 65 afios [Gobierno de la Ciudad de México, 2019]. De la
misma forma, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) refiere dentro de sus
definiciones que las personas de 60 a 74 anos ya son consideradas de edad
avanzada, de 75 a 90 son denominadas viejas 0 ancianas, y las que sobrepasan los

90 se les asigna el término de grandes viejos o grandes longevos [Quintanar, 2010].

El informe mundial sobre el envejecimiento publicado por la OMS en 2021
indica que la cifra de personas de 60 afnos o0 mas aumentara en un 34%, pasando
de 1000 millones en 2019 a 1400 millones en 2030. Se estima que, en el afio 2050,
la poblacion de adultos mayores sera mas del doble a la que existe actualmente y
alcanzara los 2100 millones de personas, esto a nivel mundial [OMS 2020]. Segun
la ONU, cuando una poblacién mayor de 60 afios supera el 7% en un pais, se
considera que ese pais esta envejecido. Actualmente, en México el 12% de la
poblacion total corresponde a las personas adultas mayores de 60 afios 0 mas, y
se espera que en las siguientes décadas incremente esta poblacidon hasta en un
20% (Figura 1). Fijar la atencion en el envejecimiento es ineludible, ya que las

tendencias de crecimiento lo demuestran. Es primordial implementar estrategias



publicas que atiendan a este sector y afrontar los desafios en materia econémica,

social y biolégica que esto representa.

60 -

45 1

30

15 1

60 a69 70a79 80 ymas

m Hombres =Mujeres

Figura 1. Distribucion porcentual de la poblacion de 60 afios y mas por sexo segun grupos de edad en México.
Fuente: INEGI. Censo de Poblacion y Vivienda 2020.

A pesar de que en las ultimas décadas la esperanza de vida se ha
incrementado, no se garantiza que toda esta poblacion envejezca con una vida
plena y digna, debido a que la mayoria de estas personas se encuentran en paises
en vias de desarrollo y, por lo tanto, no tienen acceso a los recursos basicos
necesarios, por lo que se enfrentan a numerosos obstaculos que le impiden
participar plenamente en la sociedad. Cabe senalar que “La vejez en los seres
humanos es un constructo biolégico y social; de esta manera, se entiende como un
proceso fisiolégico que se ensambla con diversos factores: nivel de actividad fisica,
cuadros patoldgicos, estado genético, interaccion social, entre otros” [Cuecuecha y
Diaz, 2017].

Caracteristicas del envejecimiento

Durante el envejecimiento ocurren cambios fisioldgicos en todos los érganos
y sistemas. El gasto cardiaco disminuye, aumento de la presion arterial y una mayor
susceptibilidad de desarrollar patologias como arterioesclerosis [Homan, et al.,

2018]. Los pulmones muestran alteracion del intercambio gaseoso, disminucién de



la capacidad vital y tasas de flujo espiratorio mas lentas [Sharma, et al., 2006]. El
aclaramiento de creatinina disminuye con la edad, aunque el nivel de creatinina
sérica permanece relativamente constante debido a una disminucion proporcional
de la produccion de creatinina relacionada con la edad [Kamasaki, et al., 2012;
Shahbaz & Gupta, 2020]. También, se han reportado pérdida de la integridad de la
barrera intestinal como: patrones de motilidad alterados, generacion de gastritis
atrofica y metabolismo hepatico disminuido son comunes en los ancianos [Boss &
Seegmiller, 1981]. Los cambios degenerativos en articulaciones, combinado con la
pérdida de masa muscular impactan sobre la locomocién de los individuos [Larsson,
et al., 2019].

Por otro lado, este proceso se ha asociado con trastornos neurolégicos, ya
que se reduce la capacidad del cerebro para transmitir sefiales y comunicarse. La
pérdida de la funcion cerebral es el mayor temor entre los ancianos, ya que incluye
la pérdida de la propia personalidad por demencia (generalmente la enfermedad de
Alzheimer) [Murman, 2015]. Muchas otras condiciones neurodegenerativas como la
enfermedad de Parkinson o un accidente cerebrovascular también son cada vez

mas comunes con la edad.

Las habilidades cognitivas se pueden dividir en varios dominios especificos
que incluyen la atencion, la memoria, la funcién cognitiva ejecutiva, el lenguaje y las
habilidades visuoespaciales [Bigler, 2012]. Cada uno de estos dominios tiene
disminuciones medibles con la edad. Para cada uno de estos dominios, un sujeto
primero debe percibir el estimulo, procesar la informacién y luego responder. Tanto
la percepcidén sensorial como la velocidad de procesamiento disminuyen con la
edad, lo que afecta el rendimiento de las pruebas en los dominios cognitivos. En los
ultimos 30 afos, la investigacion sobre el envejecimiento ha pasado de identificar
fenotipos subyacentes a la genética concomitante a este fendmeno [Campisi et al.,
2019; Kapahi et al 2010; Kritsilis et al., 2018].



Genética y envejecimiento
Tom Johnson, fue un pionero en la investigacion de la genética del

envejecimiento y la longevidad, estudié grupos de C. elegans donde pudo separar
a los individuos de vida larga de los sujetos de vida corta, los diversos estudios de
Johnson demostraron claramente que la variabilidad genética si podria afectar la
esperanza de vida [Kenyon, 2011]. Inicialmente se realizaron investigaciones en
levaduras, C. elegans, drosophila y ratones y esto permitié destacar numerosos
genes, si estos mutan podrian afectar la vida util [Passarino, et al., 2016]. Luego de
la caracterizacion de estos genes en C. elegans, se encontré que en ratones el
ortélogo de daf16 (FOXO) podria afectar la vida util. En los mamiferos, FOXO se
correlaciona con el eje factor de crecimiento insulinico tipo 1 (Insulina/IGF-1) que es
estimulado por la disponibilidad de nutrientes y, a través de FOXO, promueve la

sintesis de proteinas [Taguchi, et al., 2007; Kenyon, 2010].

Cabe sefialar que algunos autores sugirieron que estos mecanismos
moleculares que modulan la vida util podrian deberse a un efecto pleiotropico de
genes que han evolucionado para diferentes propésitos (como los genes en la via
IGF-1 que han evolucionado para enfrentar la presencia/ausencia de nutrientes)
pero puede, en ultima instancia, afectar la vida util; otros propusieron que algunos
genes pueden haber evolucionado para programar el envejecimiento y evitar la
"inmortalidad", ya que esto dificultaria la sustitucion continua de sujetos viejos por

otros mas jévenes [Rose, et al., 2002; Skulachov, 2001].

Era inevitable que la investigacion de la base genética de la longevidad se
dirigiera a los seres humanos e investigara si la variabilidad genética comun de las
poblaciones humanas podria afectar las diferencias interindividuales en la duracién
de la vida, pero también si los genes encontrados para prolongar la duracién de la
vida en organismos modelo, a su vez, se correlacionan con la esperanza de vida

humana [Passarino, et al., 2016].

Las células estan constantemente expuestas a un entorno nocivo durante

toda su vida. El aumento del dafio celular contribuye a la disfuncién que caracteriza



al cuerpo que envejece [Li, et al., 2009]. El mejor ejemplo de dafio en el ADN como
causa del envejecimiento son los sindromes progeroides, que son causados por
una deficiencia en los mecanismos involucrados en la reparacién del ADN y cuyos

sintomas comienzan temprano en la vida [Agherbi, et al., 2009].

Las mutaciones en ciertos genes confieren una mayor resistencia al estrés y
una tasa reducida de acumulacion de dafios, o que aumenta la longevidad. Por
ejemplo, la mutacidon en el gen que codifica la proteina de respuesta al estrés
oxidativo p66°", que prolonga la vida y protege de una variedad de enfermedades
asociadas con el envejecimiento en ratones, mejora la resistencia a la apoptosis

después del estrés oxidativo en células cultivadas in vitro [Trinei, et al., 2009].

Por otro lado, el envejecimiento del cerebro humano es una de las causas
del deterioro cognitivo y el principal factor de riesgo de desarrollar algun trastorno
neurodegenerativo. El momento de la vida en que comienza el envejecimiento del
cerebro no esta definido, sin embargo, Lu, et al., 2004, mostraron que el perfil
transcripcional de la corteza frontal humana de individuos de 26 a 106 afnos define
un conjunto de genes con expresion reducida después de los 40 afios. Estos genes
juegan un papel central en la plasticidad sinaptica, transporte vesicular y la funcion
mitocondrial, a esto le sigue la induccion de genes de respuesta al estrés,

antioxidantes y de reparacién del ADN.

De hecho, una serie de sdlidos estudios celulares, moleculares y genéticos
han revelado cinco genes asociados significativamente con la edad, estos son:
RHBDL3, NR3C2, GPX3, VPS18 y TMEM106B [Kumar, et al., 2012]. Este ultimo
desempenfa un papel fundamental en la regulacion de la dinamica de los lisosomas
in vitro e in vivo, y TMEM106B estd asociado con el envejecimiento cerebral y
multiples trastornos cerebrales [Feng, et al., 2021]. Con ello, se ha revelado una
compleja red de vias de sefializacion, proponiéndose diversas teorias relacionadas
con el envejecimiento. Una de las mas estudiadas es la relacionada al estrés

oxidante.



Teorias del envejecimiento

Teoria neuroendocrina
Esta teoria fue desarrollada por Vladimir Dilman donde postula que los

ajustes homeostaticos del cuerpo disminuyen con el envejecimiento, lo que conduce
a una falla en los mecanismos de adaptacion, envejecimiento y muerte. De acuerdo
con esta teoria, el eje hipotalamo-pituitario (HPA), el principal sistema regulador que
controla la homeostasis en los seres humanos pierde eficiencia con el
envejecimiento, o que resulta en aumento del numero y la gravedad de las
respuestas patolégicas a cambios corporales y una disminucion de multiples

funciones fisiolodgicas [Diggs, 2008; Dean, 2009].

Teoria de radicales libres
Esta teoria propone que el envejecimiento es el resultado acumulativo del

dano oxidativo a las células y tejidos del cuerpo que surge principalmente como
resultado del metabolismo aerdbico, fue escrita originalmente por el Dr. Denham

Harman, en la década de los 50°s.

Se han utilizado varias lineas de evidencia para respaldar esta hipétesis,
incluidas las afirmaciones de que: (1) la variacién en la duracién de la vida de
especies se correlaciona con la tasa metabdlica y la actividad antioxidante
protectora; (2) la mejora de expresion de enzimas antioxidantes en animales de
experimentacion puede producir un aumento significativo en la longevidad; (3) los
niveles de dafo celular por radicales libres aumentan con la edad; y (4) la ingesta
reducida de calorias conduce a una disminucién en la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y a un aumento en la duracién de la vida [Wickens,
2001; Vadim, 2014]. Se han desarrollado una gran cantidad de estudios que
demuestran que las ROS y el dafio oxidativo aumentan con la edad [Stadtman,
1992], y que la reduccion del dafo oxidativo prolonga la vida util de varios
organismos modelo (levadura, nematodos, moscas de la fruta, ratones, etc.),
mientras que un aumento de la produccion de ROS acorta la vida util [Kirkwood &
Kowald, 2012].



Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como el desequilibrio entre moléculas oxidantes
y antioxidantes, que se genera como resultado de la produccion excesiva de
radicales libres y de un sistema antioxidante endégeno deficiente [Singh, Kukreti y
Saso 2019]. El oxigeno (O2) juega un papel importante en el funcionamiento celular
y fisiolégico de todos los organismos, participando en la transduccién de sefiales,
transcripcion de genes y otras actividades celulares. Sin embargo, durante el
metabolismo celular se forman radicales libres como el anién superoxido (O2) que
solo es moderadamente reactivo por si mismo [Winterbourn, C. 2018], pero a su vez
participa en diversas reacciones que producen una variedad de ROS y de nitrégeno
(RNS) tales como: peréxido de hidrégeno (H20-), radical hidroxilo (*HO"), 6xido
nitrico (*NO) y peroxinitrito (ONOO"), a partir de los cuales se puede generar dafio
a las macromoléculas celulares [Singh, Kukreti and Saso 2019]. Entre los procesos
de reaccioén, destacan la nitracion de proteinas, cariorrexis, disfuncion mitocondrial
y lipoperoxidacion, lo que conlleva a un incremento en la permeabilidad de la

membrana y finalmente la muerte.

Oxido nitrico (*NO)

El éxido nitrico es producido por tres isoformas de la enzima 6xido nitrico
sintasa (NOS): endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (INOS). Las
isoformas de Oxido nitrico sintasa catalizan la oxidacion dependiente de NADPH y
tetrahidrobiopterina (BH4) de L-arginina a L-citrulina, y producen *NO como uno de
los productos de reaccion (Fig. 2) [Chen, W. et al., 2014]. Mdultiples factores estan
involucrados en la regulacién de la actividad enzimatica de la NOS, tales como la
biodisponibilidad de sustrato y cofactores, los niveles de calcio, los niveles de
proteinay la dimerizacion, asi como modificaciones postraduccionales [Tenopoulou,
M. and Doulias, P. 2020]. Se ha descrito que en ausencia de L-arginina o BH4, la
eNOS se desacopla y la forma monomérica de la eNOS sintetiza al anion superoxido
en lugar de *NO [Chen, W. et al., 2014].



La quimica del *NO engloba reacciones con radicales libres, diversas
moléculas de sefializacién y de caracter nocivo, por lo que se trata de un conjunto
de procesos muy complejos que incluyen numerosas reacciones potenciales con
distintos efectos fisioldgicos. Para ello es conveniente separar la quimica del *NO
en efectos directos e indirectos [Wink, D y Mitchell, J. 1998]. Los efectos directos
son los que resultan de aquellas reacciones en las que el *NO interactua
directamente con una molécula o diana biolégica, mientras que los efectos
indirectos derivan de aquellas reacciones mediadas por intermediarios derivados
del *NO tales como las RNS, derivadas de la reaccién del *NO con O2 0 anidn
superoéxido. Las células que contienen las isoformas eNOS o nNOS producen flujos
relativamente pequefios de *NO y suelen generar efectos directos. Esta es la razén
por la que, bajo condiciones fisiolégicas, las células producen pequefias pero
significativas cantidades de *NO y solo trazas de RNS, y cuando la produccion de

*NO es lo suficientemente discreta, predominan los efectos directos en tejidos.

Por el contrario, en los tejidos en los que la isoforma INOS esta sobre
expresada, como en el caso de inflamacién cronica, cuadros patolégicos y el
envejecimiento, prevalecen los efectos indirectos que conducen a dafios celulares.
Con la edad, la produccion de *NO se ve desregulada, por lo que esta molécula se
convierte en un importante mediador de la fisiopatologia asociada a procesos
inflamatorios, asi como a enfermedades cronico-degenerativas [Ghimire, K. et al.,
2017]. Una reaccion del *NO y O2" puede generar moléculas radicalarias como el
anion peroxinitrito (ONOO"), el cual es capaz de dafar en gran medida una amplia

gama de elementos celulares, generando estrés nitrosativo y peroxidacion lipidica.



NADP* NADPH L-citrulina

Sintesis de Oxido
nitrico
o NO
5
0, H,O mks

ONOO- NO, S-GSNO
Peroxinitrito Nitrito Tionitritos

L-arginina + O, l pH

Figura 2. Sintesis de oxido nitrico (NO) y productos relacionados. Tomado y modificado de [Kharitonov, &
Barnes, 2001].

Peroxidacion lipidica

El exceso de radicales libres produce modificaciones adversas en los
componentes celulares, tales como dafio al ADN, proteinas y lipidos, que de manera
conjunta aumentan la susceptibilidad de deterioro sistémico [Lundgren, C. et al.,
2018]. Las membranas celulares, debido a su alto contenido de acidos grasos
poliinsaturados (PUFAs) como acido araquidonico, linoleico y docosehexaenoico,
son especialmente susceptibles al dafio causado por ROS. La lipoperoxidacion es
un proceso en el que los radicales libres capturan electrones de los lipidos v,
posteriormente, producen intermediarios reactivos que pueden sufrir otras
reacciones (figura3). La peroxidacion lipidica dafa los fosfolipidos directamente y
también puede actuar como sefal que induce muerte celular programada. Los
fosfolipidos oxidados también pueden desempefiar un papel importante en muchas
enfermedades inflamatorias y con frecuencia median cambios proinflamatorios
[Que, X. et al., 2018]. Durante la lipoperoxidacién y en condiciones fisiologicas,
existen moléculas antioxidantes capaces de reducir la oxidacion de acidos grasos,
atrapando radicales libres y en general cualquier molécula nociva, protegiendo de
esta manera la membrana celular y el resto de los organelos. Los antioxidantes
enddégenos mas importantes incluyen a diversas enzimas como la superédxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx), glutation reductasa
(GR), glutation-S-transferasa y moléculas no enzimaticas como el tripéptido
glutation (GSH) [Su, L. et al., 2019].
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Figura 3. Proceso de lipoperoxidacion. La lipoperoxidacion comienza cuando iniciadores como ROS y RNS
generan un radical de dcido graso que reacciona rapidamente con oxigeno molecular, creando un radical
peroxilo R-OO%*. Esta es una especie inestable, por lo que buscara estabilizarse al interactuar con otro dacido
graso, dando lugar a otro dcido graso radical diferente y a un peroxido lipidico o un peroxido ciclico. Este
ciclo continuo da lugar al proceso conocido como propagacion. La reaccion se detendra cuando dos radicales
reaccionen y produzcan una especie no radical o cuando intervenga un agente antioxidante como glutation
peroxidasa (GSH-px), dando lugar al paso de terminacion.

Antioxidantes endégenos
Superéxido dismutasa

Los antioxidantes enzimaticos ejercen un efecto protector contra el dafo
oxidativo generado en la célula debido a su capacidad de contrarrestar los niveles
radicales libres, ROS y RNS presentes en el ambiente celular. Las SOD pertenecen
a la familia de isoenzimas implicadas en la captacion de radicales de Oz [Mondola,
et al., 2016]. En mamiferos existen 3 isoformas de SOD, cada una con diferentes
iones metalicos cataliticos: Cu/Zn-SOD ubicada en citosol, Mn-SOD principalmente
en mitocondria y Cu/Zn-SOD ubicada en la matriz extracelular [Blackney, et al.,
2014]. SOD es una enzima muy importante encargada de catalizar la conversion de
02~ en Oz y peroxido de hidrogeno (H202) [Wang, Y. et al., 2018].
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En organismos aerobios, muchas reacciones espontdneas y catalizadas
enzimaticamente pueden dar lugar a O>". Entre las principales fuentes de este
incluyen la cadena de transporte de electrones mitocondrial, el complejo NADPH
oxidasa asociado a la membrana plasmatica, la xantina oxidasa citosdlica y las
monooxigenasas del citocromo p450 [Holmstrom, KM y Finkel, T. 2014]. A pesar de
su toxicidad potencial, el O2™y algunos de sus derivados, especialmente del H20,
son moléculas de senalizacion que median una gran variedad de respuestas
celulares. El O™ no atraviesa facilmente las membranas celulares y tiene una vida
relativamente corta. Por el contrario, el H2O2 no tiene carga, es mas estable y puede

atravesar la membrana libremente, lo que lo convierte en una molécula mas versatil.

La presencia de isoformas especificas de SOD en distintos compartimentos
celulares destaca la necesidad de un control estricto de la homeostasis de ROS y
sugiere un papel para ROS en la sefalizacion entre compartimentos [Marinho, et
al., 2014]. Sin embargo, a pH fisioldgico, la reaccion de *NO con O2" ocurre tres
veces mas rapido que su descomposicion por SOD [Beckman, J. 1996]. Ademas, el
propio proceso de envejecimiento y la acumulacién de dafios favorecen una mayor
produccion de Oz y una menor disponibilidad de SOD, lo que conlleva a una
acumulaciéon de H2O2 que posteriormente dara lugar a la formacion de *HO-, un

radical altamente reactivo capaz de dafiar membranas celulares (Fig. 4).

Catalasa

El H2O2 se produce en todos los tejidos, pero particularmente en el sistema
nervioso central (SNC), se genera durante el metabolismo de las aminas, incluida
la oxidacion de las monoaminas [Tipton, 1968], y la oxidacién de la glicina, sin dejar
atras la catélisis que es llevada a cabo por SOD. En condiciones fisiolégicas, esta
molécula es estable en un entorno abidtico, ya que por si misma no reacciona con
compuestos organicos (a excepcion de grupos tioles selectos en algunas proteinas
de sefalizacién). Debido a esta caracteristica, se presume que seria completamente
inofensiva si no fuera por el hecho de que el hierro es altamente usado por todos

los tipos de células [Andreini, et al., 2008].
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La disponibilidad limitada del hierro Fe (lll) obliga a las células a adquirirlo y
almacenarlo activamente para mantener su metabolismo; esta restriccion ocurre a
nivel intracelular, donde la disponibilidad de Fe (Il) libre es limitada y esta
estrictamente controlada. Sin embargo, cuando el Fe (ll) libre interacciona con el
H202, se produce la reaccién de Fenton y se desencadena la formacion del radical
*HO" [Gonzales-Davila et al., 2005].

La CAT es una enzima antioxidante ubicua, por lo que se encuentra presente
en casi todos los organismos aerdbicos. Su funcién es la de descomponer dos
moléculas de H2O2 en una molécula de O2 y dos moléculas de H20. De esta manera,
es capaz de disminuir y controlar la sobre produccién de radicales altamente téxicos
para la célula (Fig. 4) [Deisseroth y Dounce 1970]. La actividad de CAT es similar
en todos los tejidos, sin embargo, su expresion y disponibilidad de cofactor (hierro)
y pH son elementos limitantes; ejemplo de ello es la CAT cerebral, la cual tiene una
actividad extremadamente baja en comparacion con otros tejidos y 6rganos como
higado, corazon y rifidn, inclusive la actividad en eritrocitos es mayor que en
cerebro. Aunque ciertos estudios han informado los cambios asociados con la edad
en la actividad de CAT en el hipocampo, esta hipotesis no se ha dilucidado por

completo.
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Figura 4. Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y autodefensa del organismo por enzimas
endogenas. Los niveles de ROS generados estan principalmente vinculados a las mitocondrias. El radical
superoxido *O>" se convierten en H>O:z (menos toxico) por la enzima superoxido dismutasa (SOD). En
presencia de Fe’*, el H>O: puede reducirse a *OH", el cual es un ROS altamente reactivo que ataca a varias
biomoléculas (proteinas, ADN y lipidos) y provoca la muerte celular. La catalasa bloquea ese camino y
favorece la descomposicion del H20: en agua y oxigeno. Tomado de [Rakotoarisoa et al., 2019]

Sistema de Glutation

El GSH es un tripéptido que contiene cisteina, por lo que es el tiol no proteico
mas abundante que amortigua las ROS en los tejidos. Como se ha indicado este
tripéptido se compone de tres aminoacidos, glutamato, cisteina y glicina, y juega un
papel fundamental en los procesos fisioldgicos como el mantenimiento del equilibrio
redox, la reduccién del estrés oxidante, la mejora de la desintoxicacion metabdlica
y la regulacion de la funcién del sistema inmunitario [Franci, R. et al., 2007]. El GSH
se encuentra en concentraciones relativamente altas en multiples tejidos corporales,
por otro lado, varias enfermedades cronicas relacionadas con la edad, como la
disfuncion mitocondrial, cancer, y neurodegenerativas, se han relacionado con

niveles deficientes de glutation [Pizorno J. 2014].
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La primera enzima en la sintesis de novo del GSH es la y-glutamilcisteina
sintetasa (GCS), que cataliza la union del glutamato y la cisteina para formar y-
glutamilcisteina. La y-glutamilcisteina y la glicina forman el GSH por la segunda
enzima glutation sintetasa (GS). El GSH es un producto tanto de la sintesis de novo
como del ciclo redox del glutation. EI GSH es un inhibidor de retroalimentacion no
alostérico de la enzima GCS. En presencia de tioles como GSH, el puente disulfuro
que conecta las subunidades pesada y ligera del heterodimero GCS se reduce, lo
que lleva a un cambio conformacional dentro del sitio de union al sustrato de GCS
[Richman & Meister, 1975]. El sitio relajado de unién al sustrato puede acomodar
tripéptidos como el GSH con mayor afinidad, lo que inhibe la unién al sustrato y
conduce a una disminucién de la sintesis de GSH. Por otro lado, durante la
desintoxicacién de radicales, la GPx reduce las ROS a expensas de GSH (especie
reducida) para formar disulfuro de glutation (GSSG), también referido como la
especie oxidada de glutation. EI GSH se regenera mediante el reciclaje redox, en el
que el GSSG se reduce a GSH mediante la accion de la glutatién reductasa (GR)
con un consumo de un NADPH [Zhu et al., 2006].

Un factor que influye en el estado redox del glutation es el grado de
variabilidad en la capacidad de un individuo para producirlo, que va de la mano de
la produccion de enzimas involucradas en la generacién y mantenimiento de GSH
como: GST, GPx y GR. El mantenimiento del equilibrio redox celular es esencial
para el destino de la propia célula. El estado redox celular a menudo se refiere al
equilibrio de NAD*/ NADH, NADP*/ NADPH y GSH/GSSG [Ortega, A. et al., 2011].

Glutation peroxidasa

La GPx es una selenoproteina que funciona como agente reductor de
peroxidos. Su ciclo catalitico involucra primero la reaccién de la molécula de GSH
con un acido para generar un aducto de selenilo y posteriormente una segunda
reaccion con una segunda molécula de GSH para producir finalmente el selenol

activo encargado de la reduccion del peréxido. A nivel celular, la GPx es una enzima
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que degrada el H202 a compuestos de hidroxilo no toxicos, proceso en el que el
GSH se convierte en GSSG, protegiendo asi la estructura y funcidon de las
membranas celulares de la interferencia y el dano del peroxido de hidrogeno
[Huanhuan, et al., 2019]. Asimismo, la GPx reduce los peroxidos lipidicos (Lipido-
OOH) a alcoholes lipidicos no téxicos (Lipido-OH) con GSH como sustrato. Este
ciclo de transformacién mutua permite la eliminacion continua de radicales libres en

las células (Fig. 5) [Traverso et al., 2013].

Glutation reductasa

La GR es una enzima esencial involucrada en el reciclaje del glutation,
transformando la forma oxidada de este compuesto de vuelta a su forma reducida.
El mecanismo por el cual el GSSG es reducido nuevamente a GSH por accién de
la GR esta asociado a la oxidacién de una molécula de NADPH a NADP*, dando
lugar al ciclo redox del glutation para prevenir el dafio oxidativo [Lu, 2009]. Por esta
razon, su distribucion sigue la tendencia de acumulacion en regiones celulares de
alto flujo de electrones, por lo que se localiza en citoplasma y dentro de organulos

(mitocondria y nucleo) [Traverso et al., 2013].

Glutation-S-Transferasa

La GST cuenta con cuatro isoenzimas y que participa en diversas reacciones de
conjugacion de fase 2, dado que, sus sustratos son xenobidticos o productos del
estrés oxidativo. Debido a esto, una de sus funciones principales es la conjugacién
del GSH con una gran variedad de compuestos electrofilicos. Las GST juegan un
papel importante en la proteccién celular contra el estrés oxidativo [Cui et al., 2007].
La superfamilia humana de GST consta de al menos ocho isoformas y 16

subunidades que se encuentran en el citosol, mitocondrias y microsomas.
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Figura 5. Mecanismo celular de la actividad de glutation y sus enzimas. Tomada de Iskusnykh et al., 2022.

Las GST citosdlicas son isoenzimas homo o heterodiméricas que se han
asignado a siete clases principales: Alfa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta y Zeta
[Dourado et al., 2008; Hayes et al., 2005]. Las GST se encuentran en casi todos los
tejidos; sin embargo, en el cerebro las isoenzimas Alfa, Mu y Pi muestran altos
niveles de expresion. Curiosamente, la isoenzima Alfa solo esta presente en el
cerebro adulto, mientras que Pi se expresa en gran medida en el desarrollo cerebral
temprano y es la isoenzima predominante en el cerebro [Carder et al., 1990;
Theodore et al., 1985]. Las GST no solo metabolizan xenobidticos, sino que también
desintoxican compuestos enddgenos como lipidos peroxidados y proteinas
oxidadas. Ademas, la GST desintoxica las quinonas cerebrales que se forman a

partir de la oxidacion de la dopamina y otras catecolaminas [Baez et al., 1997].
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Alteracion del sistema endégeno antioxidante

Algunos datos en animales sugieren una pérdida de actividad de las enzimas
antioxidantes, asi como de glutatién en la senescencia del cerebro, lo que podria
comprometer la capacidad del cerebro que envejece para satisfacer las demandas
del estrés oxidativo. Fernandez et al., 2018, sugieren que las neuronas del
hipocampo requieren grandes cantidades de glutation para mantener la integridad
de las dendritas y la funcién cognitiva, ya que al inhibir la sintesis de este tripéptido
se muestra una importante disminucion de estas caracteristicas. El envejecimiento
neuronal se asocia con la disfunciéon del metabolismo de GSH en el hipocampo a
través de la alteracion de la GPx. Recientemente se revel6 que el envejecimiento
modifica el patron temporal de expresion y actividad de la GPx en el hipocampo
[Lacoste, et al., 2017], lo que conlleva facilmente a senescencia o muerte celular

programada.

Senescencia celular

La senescencia celular es un proceso que ocurre cuando las células se
encuentran en situaciones estresantes, implicando la disminucion de la proliferacion
celular y favoreciendo la apoptosis. Con frecuencia, durante la senescencia se ve
incrementada la sintesis de proteinas y surgen cambios metabdlicos destacables
como el aumento de la glucdlisis, disminucion de la oxidacién de acidos grasos y
aumento de la produccion de radicales libres, ROS y RNS [Gorgoulis, 2019]. Este
proceso también se caracteriza por la erosion de los telomeros, evento que se
distingue por la pérdida gradual de ADN en los extremos de los cromosomas. Este
mecanismo ocurre en la fase S del ciclo celular, ya que las ADN polimerasas, al ser
unidireccionales, no pueden cebar una nueva cadena de ADN, lo que provoca la
pérdida de material genético [Rodier & Campisi, 2011]. La transformacién
morfologica, expresién de diversos marcadores como la 3-galactosidasa, pérdida
de supresores de tumores y dafio al ADN, son estimulos intracelulares y

extracelulares que inducen la senescencia celular [Gonzalez-Puertos et al., 2015].
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Las células senescentes detienen el crecimiento debido a mecanismos
auténomos propios de la célula, impuestos por vias de proteinas supresoras de
tumores p53 y p16INK4a/pRB y mecanismos celulares no autbnomos, a cargo de
proteinas que componen el fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP)
[Coppé, et al., 2008]. Este podria ser un mecanismo por el cual la senescencia
celular suprime la tumorogénesis maligna. Sin embargo, al mismo tiempo, esto
puede contribuir al agotamiento de los conjuntos de células proliferativas
(madre/progenitora). Ademas, los componentes del SASP pueden contribuir al
envejecimiento [Carlson & Conboy, 2007; Campisi, 2016]. La senescencia celular
acelerada puede impulsar la progresion de la inflamacion crénica no remitente, la
pérdida o alteraciéon de la funcién inmunolégica, glial y neuronal, falla de la
remielinizacion, deterioro de la integridad de la barrera hematoencefalica y, en
ultima instancia, neurodegeneracion [Wilkinson & Hardman, 2020; Papadopoulos,
et al., 2020].

Dado que las caracteristicas de la senescencia celular abarcan mas que una
simple detencién del crecimiento irreversible, recientemente se han realizado
estudios para identificar marcadores de senescencia neuronal, es decir,
senescencia de células incompetentes para la proliferacion, tanto in vivo como in
vitro [Tan et al., 2014; Kritsilis et al., 2018 Wengerodt et al., 2019]. De los cuales se
reconocen biomarcadores como: reguladores positivos del inhibidor de Cdk p16
INK4A (Cdkn2a), pero no de p21 WAF1/CIP1(Cdkn1a), lo que activa p38-MAPK
(Proteina Cinasa Activada por Mitégenos), y pérdida de lamina B1, lo que conduce

a cambios en la cromatina, que pueden ser facilmente detectados.

Muerte celular programada

La apoptosis es un proceso de orden secuencial de muerte celular. La muerte
celular programada, cuyo término surgié por primera vez en 1964, contempla dentro
de si misma la existencia de una via intrinseca y otra extrinseca (Fig. 6), en las que
se generan cambios, morfolégicos celulares tales como la formacion de

apoptosomas, condensacion de la cromatina, fragmentacion nuclear y surgimiento
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de cuerpos apoptéticos, que son en gran parte el resultado de la activacion de un

conjunto de cistein-proteasas [Bredesen, Rao and Mehlen, 2016].

Morfolégicamente, este proceso hace que la célula se contraiga y el nucleo
se vuelva picnético, un estado caracterizado por la fragmentacién del ADN, la
condensacion de la cromatina y la compactacién del citoplasma. La formacién de
evaginaciones en la membrana plasmatica es seguida por estas condiciones que
hacen que el nucleo se rompa (cariorrexis). Esto hace que las células se separen
de los tejidos circundantes y se separen en fragmentos celulares con el citoplasma
incrustado y con organulos estrechamente empaquetados. Formandose los

denominados cuerpos apoptoticos [Savill y Fadok, 2000; Kurosaka et al., 2003].

A partir de las condiciones antes mencionadas, como la escisidon de
proteinas, se puede asumir que la descomposicion del ADN seguida de la
degradacion fagocitica se produce a través de un proceso bioquimico [Obeng,
2019]. En el centro de la regulacién de la apoptosis se encuentra la activacion de
las caspasas, un grupo de cistein proteasas que pueden escindir diversos sustratos
para desmantelar el contenido celular [Salvesen, & Dixit, 1997]. Las caspasas
existen como zimogenos o proenzimas inactivos. Durante la apoptosis, la
procaspasa se escinde proteoliticamente para generar una subunidad pequefa y
una subunidad grande. Los dos fragmentos escindidos forman un heterotetramero,
que es la forma activa de la enzima. La activacién de las caspasas es un evento
posterior en las vias de apoptosis y se ha demostrado que el bloqueo de la actividad
de las caspasas elimina casi toda la muerte celular programada [Yuan, et al., 1993].
Por lo tanto, la activacién de las caspasas debe estar y, de hecho, esta bajo estricto

control.

Como se menciond previamente, existen dos vias apoptéticas principales:
vias extrinsecas e intrinsecas que responden a diferentes sefales. La via intrinseca
también se denomina via mitocondrial debido a la participacién esencial de las

mitocondrias, que no solo es el sitio donde las proteinas antiapoptéticas vy
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proapoptoéticas interactuan y determinan el destino celular, sino también el origen
de las sefiales que inician la activacion de las caspasas. a través de diversos
mecanismos. Por ejemplo, el citocromo ¢ (Cyt c) es un componente clave del
complejo apoptosoma para la activacién del iniciador caspasa-9. Después de la
liberacion de las mitocondrias, Smac (segundo activador de la caspasa derivado de
las mitocondrias) y Omi pueden unirse a los inhibidores de la apoptosis (IAP) y aliviar
sus efectos inhibidores sobre la actividad de la caspasa. Estas proteinas
mitocondriales no son asesinas dedicadas y realizan varias funciones
mitocondriales esenciales para el crecimiento celular normal. La separacion
espacial de las proteinas mitocondriales de sus objetivos con los que interactuan es
un mecanismo de protecciéon para evitar la activacion no deseada de la apoptosis
en células sanas. Solo después de la liberaciéon adecuada pueden cambiar para
volverse letales. Por lo que el control mitocondrial, en relacidén con el metabolismo,

respiracion y sefializacién debe ser finamente controlado [Wang & Youle, 2009].

Es bien conocido que en la célula existen multiples fuentes de radicales libres
como el reticulo endoplasmico, mitocondria y peroxisomas [Hauptmann, et al.,
1996]. Sin embargo, las mitocondrias es la mayor fuente de ROS [Tonnies y Trushin,
2017]. Por esta razon, la teoria del envejecimiento de los radicales libres
mitocondriales se considera para este estudio, debido a que propone que una
disfunciéon mitocondrial progresiva ocurre al envejecer, provocando un aumento en

las concentraciones de ROS y acumulacién de dano celular global [Harman, 1965].
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Figura 6. Muerte celular programada o apoptosis. La via extrinseca a) comienza con la activacion de los
receptores FAS, recluta a FADD y la caspasa 8 generando un complejo trimérico FAS-FADD-caspasa 8 que
conduce a las subsiguientes caspasas efectoras 3y 7 por escision. A su vez, caspasa 8 escinde BID y produce
tBID, que induce la sefial de muerte. La via intrinseca, b) es activada por caspasa 9. El equilibrio entre los tres
grupos de proteinas de la familia Bcl-2 determina en gran medida la apoptosis. EI primer grupo, BAX y BAK
con un dominio BH1-3, permeabilizan las membranas externas mitocondriales; el segundo grupo, BIM y tBID
con un dominio BH3, activan a BAX y BAK; y el tercer grupo PUMA, NOVA y BAD son desrepresores de BH3
secuestran a los antiapoptoticos de Bcl2 y BclX para favorecer aun mas la permeabilidad mitocondrial,
promoviendo la liberacion de proteinas proapoptoticas mitocondriales como citocromo ¢, OMI y SMAC. Una
vez en citosol, el citocromo ¢ induce cambios conformacionales y heptamerizacion de la proteina citosolica
APAF-1. Posteriormente, este complejo se une a caspasa 9 resultando en su activacion y escision de las
caspasas efectoras. Un mecanismo de defensa podria estar mediado por XIAP, inhibiendo la actividad de
caspasas. Tomada de Bredesen 2006.

Mitocondria y estrés oxidativo

La mitocondria es un organulo que en las células eucariotas desempefia un
papel importante en funciones como la modulacién del estado redox, el balance
osmotico, la regulacion de la homeostasis de Ca*? y el metabolismo energético
[Kudryavtseva, et al., 2016]. Una alteracién en las mitocondrias causada por
acumulaciéon de ROS conduce a dafios en el ADN mitocondrial, modificando las
funciones que derivan de este. Denham Harman, en 1956, fue el primero en
describir que los radicales libres producidos en las mitocondrias atacan a diversos

componentes celulares. Por su parte, en 1957, Mills describid por primera vez a la
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GPx, implicada en la desintoxicacion derivada de la presencia de H20.. McCord y
Fridovich, en 1969, describieron que la SOD actua catalizando el anién superéxido
en peroxido de hidrogeno. Luego se demostré que las mitocondrias de diferentes
células podrian generar H2O.. De esta manera, Harman en 1972 plante6 que la
esperanza de vida de los mamiferos depende de la regulacion de ROS y un dafo
oxidativo que se acumula con la edad, y sugirié asi la teoria del envejecimiento por

radicales libres mitocondriales (Fig. 7).

Disfuncién mitocondrial por Dafio al ADN

w ADN mitocondrial
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Desestabilizacion
de la membrana
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proteica

de ROS

Peroxidacion de
lipidos
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Dafio al Homeostasis
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Figura 7. Una disfuncion mitocondrial causada por dario al DNA mitocondrial incrementa la produccion de
ROS, dariando considerablemente macromoléculas y organulos como el reticulo endoplasmico, el nicleo, etc.
Como consecuencia, se genera dario al entorno celular que finalmente lleva a la muerte. Tomado y
modificado de [ Huang, et al., 2019].

En 1961, Jensen estuvo entre los primeros investigadores en demostrar que
las mitocondrias producen ROS [Jensen, 1966]. Observé que una pequeia porcidon
del oxigeno consumido por las particulas submitocondriales que oxidan el NADH o
el succinato se convertia en H2O2 ya que este consumo era sensible a la catalasa.
Mas tarde, en 1972-1973, Britton Chance et al., realizaron un estudio clasico y mas
general en la Johnson Research Foundation en Filadelfia, quienes iniciaron la era

moderna de la investigacion de las ROS mitocondriales [Chance, et al., 1973;
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Boveris, et al., 1972]. Los complejos mitocondriales involucrados directamente en la
produccion de ROS mitocondriales, como el complejo |, 1l y Ill, han sido tema de

debate en diversos trabajos.

a) Complejo | mitocondrial

El dogma predominante sostiene que el complejo | (NADH-ubiquinona
oxidorreductasa) es la principal fuente de ROS en las mitocondrias. Sin embargo, la
produccion de ROS en el complejo | depende de las circunstancias. En
consecuencia, el complejo | se convierte en una fuente principal de ROS en
condiciones patoldogicas en lugar de ser una fuente dominante en condiciones

saludables y de reposo.

Cuando las particulas submitocondriales o las mitocondrias aisladas oxidan
NADPH o glutamato mas malato, la produccién de superdoxido del complejo | es
insignificante. Por lo que, una produccion robusta de O™ por este complejo estaria
asociada a una reduccion progresiva de los grupos redox, incluidos los grupos de
Fe-S, el mononucleétido de flavina (FMN) y el grupo de ubiquinona estrechamente
unido, que puede suministrar la molécula de oxigeno, con un solo electrén
produciendo un radical de anidon superoxido [Votyakova & Reynolds, 2001; Turrens,
2003]. Algunos trabajos consideran que el peso especifico de la produccion de ROS
recae sobre FMN [Kussmaul & Hirstm, 2006; Pryde, et al., 2011; Vinogradov &
Grivennikova, 2005], mientras que otros afirman que los grupos de hierro y azufre
N1a y N2 [Genova, et al., 2001], el radical NAD [Krishnamoorthy, et al., 1988] o la
ubisemiquinona son responsables de Generacidn de O>™ en el complejo | [Kotlayar,
1990].

Recientemente, la relevancia fisiolégica y, por lo tanto, la importancia de la
produccion de ROS por el complejo | se cuestiond sobre la base de que la
produccion de superoxido catalizada por el complejo | respaldado por NADH por

particulas submitocondriales muestra una actividad maxima a bajas
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concentraciones de NADH (~50 pM) mientras que en condiciones fisiologicas.
concentraciones de NADH (en el rango milimolar) esta reaccién se inhibe

severamente [Grivennikova, et al., 2010; Grivennikova & Vinogradov, 2006].

Una de las caracteristicas muy especificas de la NADH-ubiquinona
oxidorreductasa de los mamiferos es la transicion lenta del estado activo/inactivo,
lo que sugiere reordenamientos conformacionales del complejo |, al menos en la
reducciéon de la ubiquinona sensible a la rotenona, que puede estar involucrada en
la produccion de superédxido [Gavrikova & Vinogradov, 1999; Vinogradov, 1998].
Usando espectroscopia EPR, Dedong et al., demostraron que la NADH-coenzima
Q oxidorreductasa sufre cambios estructurales dependientes de la energia en
partes que determinan la produccion de ubisemiquinona (grupo 2 de hierro y azufre)
[Jong, et al., 2009]. Por lo tanto, bajo condiciones patoldgicas, los reordenamientos
conformacionales en el complejo | pueden estar involucrados en los cambios en la

eficiencia de la maquinaria productora de ROS.

b) Complejo Il mitocondrial

Durante la oxidacion del succinato en mitocondrias aisladas que respiran, el
flujo de electrones puede bifurcarse formando transporte directo (hacia el citocromo
oxidasa) e inverso (hacia NAD") y este ultimo requiere aporte de energia [Chance
& Hollunger, 1961; Hinkle et al., 1967]. La generacién de ROS impulsada por
succinato durante el transporte de electrones inversos de succinato a NAD* que da
como resultado la formacion de NADH, es mayor en comparacion con la que se
forma bajo la oxidacion directa de sustratos dependientes de NAD* [Votyakova &
Reynolds, 2001]. La relacion observada entre la formacién de ROS y el estado redox
del par NADH/NAD* resulta en la proposicion de que la formacion de ROS es
directamente proporcional al nivel de reduccion de NAD*. Posiblemente, podria
formularse una regla mas generalizada de que cuanto mas reducido es el interior

de la mitocondria, mas probable es que se forme ROS de forma primaria.
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El estado redox del medio celular esta determinado principalmente por las
proporciones de cofactores reducidos/oxidados y proteinas que transportan la
mayor parte de los residuos de aminoacidos y grupos funcionales sensibles a redox,
NADPH/NADP* y GSH/GSSG, que en conjunto forman un tampdén redox
compartimentado donde todos los componentes estan en un equilibrio redox en
condiciones de estado estacionario celular [Murphy, 2012]. Este amortiguador
puede ser un factor importante para determinar los niveles de ROS en
compartimentos como la matriz mitocondrial o el citosol [Hansen, et al., 2006]. La
alta capacidad de amortiguamiento redox intramitocondrial, solo parcialmente
representada por 3-5 mM NADPH y 2-14 mM GSH [Starkov, 2008], resistiria la
exposicion a corto plazo a ROS, mientras que la exposicidn profunda y sostenida a
ROS eventualmente agotaria este amortiguador, resultando en la elevacion de los
niveles intramitocondriales de ROS [Rebrin, et al., 2003; Starkov, 2008; Wahllander,
et al., 1979].

Bajo condiciones patoldgicas, la contribucién del complejo Il a la produccion
neta de ROS sigue siendo controvertida. Aunque el nivel tisular de succinato es tan
bajo como 200-500 pM, bajo deficiencia de oxigeno (hipoxia/isquemia) puede
aumentar de 5 a 10 veces, lo que incrementa la produccién de ROS vy liberacién de
Cyt c [Benzi, et al., 1982; Sato et al., 1995]. En consecuencia, se ha propuesto que
el complejo Il puede funcionar como un sensor general de apoptosis [Grimm, 2013;

Lemarie, et al., 2011].

c) Complejo Il mitocondrial.

El complejo Il (ubiquinol-citocromo c¢ oxidorreductasa) acepta los
equivalentes reductores formados en los complejos | y Il y los procesa mediante el
mecanismo operativo del ciclo Q. La operaciéon de este ciclo se inicia con el
ubiquinol, que libera su proton al espacio intermembrana y dona un electrén a la
proteina de hierro-azufre de Riske, produciendo una semiquinona inestable en el

lado externo de la membrana mitocondrial interna. La semiquinona sirve como
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donante de electrones para los grupos hemo del citocromo by y luego del citocromo
bn que se encuentra cerca del lado interno de la membrana [Trumpower, et al.,
1990].

En condiciones normales, la probabilidad de existencia de semiquinona
inestable (Q) es baja debido a su rapida oxidacion; por lo tanto, la probabilidad de
donacidn de un electrén al oxigeno molecular en este sistema es relativamente baja.
Por lo tanto, el papel potencial del complejo IIl como causa de la produccion masiva
de ROS mitocondriales en el modo de funcionamiento fisiolégico de estado
estacionario sigue siendo incierto considerando que la liberacién sustancial de ROS
mitocondriales ocurre solo después de la aplicacién de un farmaco (antimicina A)
gue no tiene analogos naturales en la fisiologia animal o humana [Starkov & Fiskum,
2001]. Cabe destacar que, como en el caso de la produccion de ROS en el complejo
[, los cambios conformacionales detectados en el complejo bcli después de la union
de la antimicina A, pueden ser un requisito previo para los reordenamientos
moleculares que dan como resultado una cantidad marcada de ROS produccién
[Huang, et al., 2005; Rieske, et al., 1967]. Por lo que, la sobreproduccion de ROS
por el complejo Il puede deberse a defectos adquiridos o genéticos en la cadena

respiratoria mitocondrial en las proximidades de un sitio de unién a antimicina A.

El estrés oxidativo mitocondrial y la disfuncion en el cerebro envejecido

Denham Harman propuso que las reacciones de radicales libres “pueden
estar involucradas en cambios del envejecimiento asociados con el medio
ambiente” [Harman, 1992]. Diversas investigaciones han confirmado esta teoria,
asi como en enfermedades asociadas a la edad avanzada como la enfermedad de
Alzheimer (EA) [Butterfield & Halliwell, 2019; Grimm & Eckert, 2017; Guillaumet et
al., 2017]. La teoria de los radicales libres del envejecimiento de Harman es mas
relevante para el sistema nervioso central (SNC), que consume el 20% del oxigeno
del cuerpo y es muy vulnerable al estrés oxidativo [Bonda, et al., 2014]. Las

neuronas son especialmente sensibles, ya que son células postmitéticas que no se
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dividen y no se pueden reemplazar en caso de dafio, lo que lleva a una disfuncion
mitocondrial al final de su vida util [Grimm & Eckert, 2017; Wang & Michaelis, 2010].
Ademas, las mitocondrias en las terminales presinapticas estan expuestas a altos
niveles de calcio, lo que acelera el dafio oxidativo sinaptico [Grimm & Eckert, 2017].
La susceptibilidad del cerebro al estrés oxidativo conduce a un aumento de los
biomarcadores oxidativos con la edad, incluidos niveles toxicos de metales, dafio al
ADN vy déficits en el metabolismo de las proteinas [Grimm & Eckert, 2017; Mecocci,
et al., 2018; Thanan, et al., 2014].

Con la edad se generan marcados déficits en el metabolismo mitocondrial,
especificamente una reduccion en la subunidad o de la ATP sintasa en mitocondria,
que acopla la fosforilacion oxidativa con la sintesis de ATP. Esto conduce a una
disminucién de la produccion de ATP, una mayor produccién de ROS y oxidacion
de ADN, proteinas y lipidos [Grimm & Eckert, 2017; Lu et al., 2004; Mecocci et al.,
2018]. El deterioro mitocondrial conduce no solo al dafio del ADNmt sino también al
dafio del ADN nuclear, particularmente en la regién promotora de los genes que
regulan la funcion vesicular, y la plasticidad sinaptica [Lu, et al., 2004] modificando

la morfologia celular en el cerebro.

Produccién de ROS en diferentes regiones del cerebro.

Debido a la naturaleza heterogénea del cerebro que incluye varios tipos de
células, ciertas areas del cerebro son mas sensibles que otras a los cambios en el
estrés oxidativo o a los niveles de ROS [Naudi,et al., 2017; Cabre, et al., 2017]. Es
importante resaltar que las ROS pueden causar modificaciones redox reversibles
(principalmente en proteinas, por ejemplo, oxidacidon reversible de cisteinas
especificas) asi como dafo oxidativo irreversible, es decir, causar dafo estructural
en biomoléculas. Por lo tanto, las neuronas y otros tipos de células pueden ser mas
susceptibles a los cambios en los niveles de ROS porque son mas sensibles al dafio
oxidativo o menos resistentes a las alteraciones en la sefalizacion de ROS.

Comprender como las diferentes células, incluidos los diferentes tipos de neuronas
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y glia, responden a los cambios en ROS es fundamental para disefar terapias que

prevengan el estrés oxidativo sin interrumpir la senalizacion de ROS.

Las neuronas y la glia tienen diversos tamafnos, morfologias y caracteristicas
metabdlicas. A pesar de producir menos ROS mitocondrial, las neuronas son mas
sensibles que la glia al estrés oxidativo porque tienen menos antioxidantes [Herrero,
et al., 2009]. Ademas, debemos tener en cuenta que las neuronas son células
posmitéticas que rara vez se reemplazan durante la vida del individuo. Esta ultima
caracteristica hace que las neuronas sean mas sensibles a las alteraciones en la
homeostasis celular, incluidos los cambios en el estado redox. Diferentes tipos de
neuronas también muestran diferencias en topologia, mielinizacion y namero de
conexiones sinapticas, todo lo cual puede alterar su sensibilidad a los cambios en
los niveles de ROS. Este fendmeno se conoce como vulnerabilidad neuronal
selectiva [Wang & Michaelis, 2010].

En general, las neuronas grandes con axones largos tienen mas
probabilidades de morir en respuesta al aumento del estrés oxidativo. Ademas, las
neuronas que producen mas ROS son las mas sensibles al estrés oxidativo [Wang,
et al., 2005]. Algunas areas del cerebro, como el hipocampo, la sustancia negra, la
amigdala y la corteza frontal, son mas sensibles al estrés oxidativo. Dentro de estas
areas, algunas neuronas son mas sensibles que otras, es decir, las neuronas CA1
en el hipocampo o las neuronas de la pars compacta en la sustancia negra [Wang,&
Michaelis, 2010]. En respuesta a la hipoglucemia grave, las ROS aumentan mas en
el hipocampo y el cuerpo estriado [Amador, et al., 2014]. Coincidentemente, estas
son las dos areas que acumulan el nivel mas alto de carbonilos de proteinas durante
el envejecimiento [Foster, et al., 1996]. El hipocampo es también el area mas
sensible al dafio debido a la isquemia-reperfusion y donde el consumo de oxigeno
se encuentra mas disminuido durante el envejecimiento [Candelario, et al., 2001;
Navarro,et al., 2008].
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Hipocampo

El hipocampo en humanos es una estructura alargada ubicada en lo mas
profundo del Iébulo temporal medial y que forma parte del sistema limbico. Debido
a su parecido a un caballito de mar, en este se inspir6 su nombre (género
hippocampus). En roedores, el hipocampo es una estructura relativamente grande
con forma de anacardo que se ubica justo debajo del neocortex. Un corte transversal
de su eje largo revela la descripcion clasica de los libros de texto de la conectividad

anatomica del hipocampo, el llamado “bucle trisinaptico”.

Anatomicamente, el hipocampo estda formado por el giro dentado (GD)
(principalmente células granulares), el cuerno de Amén (CA) (principalmente células
piramidales) y la corteza entorrinal (CE). El GD se proyecta a CA3 a través de las
fibras musgosas (axones de células granulares) (sinapsis 1); el CA3, a su vez, se
proyecta a la region CA1 a través de la via colateral Schaffer (sinapsis 2); y
finalmente CA1 se proyecta hacia la corteza entorrinal (sinapsis 3), completando el
bucle (Fig. 8). Cabe resaltar que CA1, CA2 y CA3 también pueden tener una
conexién con la CE, por lo que un dafio en una de estas regiones podria causar un

dafio indirectamente a otras regiones del hipocampo [Lépez, 2002].

Las alteraciones neurobiolégicas que se observan en el hipocampo
envejecido, incluido el aumento del estrés oxidativo y la neuroinflamacion, la
alteracion de la senalizacion intracelular y la expresion génica, asi como la
reduccion de la neurogénesis y la plasticidad sinaptica, estan asociadas con el

deterioro cognitivo relacionado con la edad [Bettio, et al 2017].
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Figura 8. Hipocampo de Rattus norvergicus, tomada y editada de Brainmaps. Bucle trisinaptico CA1 (Cuerno
de Amon 1), CA2 (Cuerno de Amon 2), CA3 (Cuerno de Amon 3), GD (Giro Dentado), CE (Corteza Entorrinal).

Funcién del hipocampo

La funcién del hipocampo esta relacionada con la memoria declarativa, la
cual se puede subdividir en dos tipos: memoria episddica y memoria semantica. La
memoria episodica se refiere a un recuerdo sobre un evento especifico en el
pasado, vinculado a un momento y a un lugar en especifico. La memoria semantica
se refiere al almacenamiento de conocimientos generales sobre todo el mundo.
Algunos pacientes con dafios tempranos en el hipocampo tienden a sufrir déficits
en la memoria episddica, por lo que les resulta dificil recordar eventos de su vida
diaria [Knierim, 2015].

Estudios han demostrado que la memoria episddica declina con la edad en
vertebrados [Foster, DeFazio y Bizon, 2012], evento asociado principalmente a un
incremento de ROS, favoreciendo la aparicién de enfermedades relacionadas con

el deterioro del hipocampo. Se pueden usar dos estrategias posibles para navegar
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dentro de un entorno: el aprendizaje de “lugar” (aprender la ubicacién espacial) y el
aprendizaje de “respuesta” (aprender a donde girar) [Packard y McGaugh, 1996]. A
lo largo de la nifiez, numerosas estructuras cerebrales sufren cambios en la funcién
y el tamafno, que se correlacionan con un mayor rendimiento en tareas que
dependen de esas regiones. Sin embargo, durante el envejecimiento normal se han
observado disminuciones en la memoria y la funcién ejecutiva, acompanado de la
disminucién en el volumen del hipocampo. Por lo que es indispensable contar con
estrategias exdégenas que eviten el dafio hipocampal y, por tanto, posterguen la vida

media util de sus componentes celulares.

Antioxidantes exégenos

En condiciones fisiologicas, la primera linea de defensa antioxidantes
enddgenos, constituida principalmente por SOD y CAT, asi como del sistema de
glutation, minimiza la concentracién de radicales libres manteniendo la homeostasis
celular. Sin embargo, a medida que el envejecimiento se hace evidente, alteraciones
como la disfuncién mitocondrial aumentan junto con la concentracién de radicales
libres, rebasando la capacidad del sistema enddgeno, lo que hace necesario el uso
de antioxidantes exdgenos como terapia preventiva del estrés oxidante generado
en este proceso. Entre los mas utilizados, destacan todas aquellas moléculas que
se adquieren a través de la ingesta de los alimentos, como vitamina A, vitamina C,

vitamina E y resveratrol [Oliver and Reddy 2019].

Resveratrol

El trans-resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) es la forma natural mas
abundante y estable respecto a la isoforma cis [Gambini, 2015]. De acuerdo con su
estructura quimica, su actividad antioxidante se basa en sus tres grupos hidroxilo,
capaces de donar electrones a radicales libres para estabilizarlos, participando de

esta manera en la captacion y quelacion de metales toxicos (Fig. 9) [GulCin, 2010].
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Figura 9. Estructura del trans-resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno).

Se ha propuesto que la biodisponibilidad del resveratrol depende de la matriz
alimenticia en donde esté incorporado. En humanos, al administrarse resveratrol de
forma oral, se detectan una gran cantidad de metabolitos secundarios en plasmay
orina, primordialmente glucorénidos y la biodisponibilidad del resveratrol esta en
dependencia del vehiculo en el que este inmerso, por ejemplo; dosis orales de jugo
de uva reportan sulfato en plasma y orina mientras que la administracién de vino
presenta mayor evidencia del glucoronido [Amri, et al., 2011]. Anteriormente
investigaciones dentro de nuestro grupo de trabajo se ha demostrado que una
administracién con 7.5% de etanol como vehiculo de resveratrol es eficiente para

contrarrestar los efectos que se generan por un estrés oxidante.

A partir de diversos experimentos se reportd que, al administrarse por via
oral, puede absorberse hasta el 20% del resveratrol, presenta una rapida absorcion
a nivel de intestino delgado, y los metabolitos secundarios generados son
glucorénidos y sulfatos principalmente; aunque aun no se tiene claro si estos son
metabdlicamente activos. Cabe mencionar que el resveratrol se metaboliza
principalmente en 6rganos como higado e intestino. Ademas, se conoce que
presenta una rapida eliminacién por orina, pero suelen reflejarse bajos niveles en
plasma. Hasta ahora no se ha reportado que la toxicidad por el consumo de
resveratrol sea frecuente, ya que se alcanza al administrar concentraciones muy
elevadas (1 g) y su rapida eliminacién evita efectos adversos en la mayoria de los
casos [Walle, 2011; Cottart, et al., 2010].
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A partir de los diversos ensayos derivados de los estudios de
biodisponibilidad, se ha propuesto que dentro de los efectos de la administraciéon de
resveratrol se encuentra la prevencion de algunos tipos de cancer [Gupta et al.,
2012], confiere propiedades neuroprotectoras [Shindler, et al.,, 2010], asi como
efectos protectores en lesion hepatica colestasica [Tsu-Kung, et al., 2012].
Actualmente, se considera al resveratrol como un componente antienvejecimiento
[Lopez, Dempsey y Vemuganti, 2015], ya que prolonga la vida util de especies como
levaduras, gusanos y moscas por la activacion del regulador silente de la
informacion 2 (SIR2), perteneciente a la familia de las sirtuinas, que han sido
relacionadas frecuentemente con el incremento de la longevidad en algunas

especies.

Cabe resaltar, que anteriormente la actividad de las sirtuinas habia sido
reportada en organismos sometidos a restriccion calérica, por lo que se considera
al resveratrol un mimético de los efectos de esta practica nutricional [Barger,et al.,
2008]. En los ultimos afios se ha propuesto al resveratrol como una prometedora
molécula antienvejecimiento. Si bien sus efectos antioxidantes ayudan a retardar
este proceso bioldgico, aun se desconocen los efectos que produce un tratamiento

cronico sobre el hipocampo y una de sus funciones mas importantes, la memoria.
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2. JUSTIFICACION

El envejecimiento junto con un incremento de estrés oxidante favorece el
deterioro de o6rganos y sistemas, asi como la aparicion de enfermedades
neurodegenerativas, alterando la calidad de vida de las personas adultas mayores,
implicando gastos econdémicos en tratamientos y cuidados, lo cual afecta en gran
medida el entorno socioeconémico y familiar. El estrés oxidante es parte de los
mecanismos implicados en el dafo celular y los cambios moleculares asociados a
la edad, por lo que la busqueda de antioxidantes sintéticos o naturales que
prevengan o retarden la aparicibon de enfermedades relacionadas con el
envejecimiento y que, al mismo tiempo, contribuyan a mejorar la calidad de vida, ha
ganado terreno e interés. Encontrar nuevas estrategias que disminuyan, retarden o
impidan el deterioro cerebral que naturalmente se observa durante el
envejecimiento es preponderante. Por lo que, en este trabajo se propone al
resveratrol como un agente antioxidante que pueda disminuir el daino causado por
las ROS en células hipocampales durante el proceso de envejecimiento,

planteandose asi la siguiente pregunta de investigacion:
¢La administracion cronica de resveratrol puede prevenir el dafo celular

caracteristico del envejecimiento modulando el balance redox en el hipocampo de

ratas Wistar?
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3. HIPOTESIS

Nula: Una administracion cronica de resveratrol no previene el dafio celular
caracteristico del envejecimiento modulando el balance redox en el hipocampo de

ratas Wistar.
Alternativa: Una administracion crénica de resveratrol previene el dafio celular

caracteristico del envejecimiento modulando el balance redox en el hipocampo de

ratas Wistar.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion crénica con resveratrol sobre el dano celular

asociado al envejecimiento en hipocampo de ratas Wistar.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

En el curso temporal del envejecimiento de ratas Wistar tratadas con y sin

resveratrol:
e Valorar la conducta declarativa de memoria a corto y largo plazo.

e Evaluar el balance redox hipocampal.

e Evaluar la viabilidad celular en las subregiones del hipocampo.

37



6. METODOLOGIA

Ratas macho cepa Wistar
n=216

v v v

Resveratrol +

Vehiculo n=8 etanol

Control n=8 , Vehiculon =8 10mg/
7.5% (V.0) kg / dia (VO)
v
2,4,6,8,10,12,14,16,18 meses de tratamiento

|

\ 2

Conductuales Quimico Actividad enzimatica Tincién
| | v | ¥ I v
v <I L v ¢ i Hemetoxilina Naranja de
NOR [ Campo abierto ] [Proteinas totales] [ Nitritos ] [ MDA+4-HDA ] [ Catalasa ] SOD [ Sistema Glutation ] y Eosina acridina
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Administracion de Animales

Se utilizaron 216 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad con un
peso aproximado de 280-320 g, obtenidas del Bioterio “Claude Bernard”, de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se alojaron en
condiciones estandar de bioterio, se colocaron en cajas de acrilico, con ciclos de
luz-oscuridad de 12-12 h y temperatura 21 £ 1°C, con acceso de agua y alimento
ad libitum. Todos los sujetos de experimentacion fueron alimentados con una dieta
normocaldrica base pellet balanceada LabDiet 5001. Se monitoreo el peso de cada
rata cada semana para preparar el volumen adecuado de la solucion de resveratrol
correspondiente al peso de los animales. Todos los procedimientos fueron
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio y se llevaron a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
62-Z00-1999, asi como de la “Guia para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio” de México [Wolfle, et al., 1996]. Todos los procedimientos se llevaron

a cabo minimizando el sufrimiento innecesario de los animales.

Conformacién de grupos

Los animales fueron divididos aleatoriamente en 3 grupos: un grupo Control
(sin tratamiento), un grupo Vehiculo (7.5% de etanol) y un grupo administrado con
Resveratrol + Vehiculo (10 mg/kg/dia + 7.5% de etanol). Para la administracion, la
n total de animales se dividié en 9 grupos de 24 animales y se administraron durante

2,4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18 meses, respectivamente.

La administracion se realiz6 mediante una canula para todos los grupos por
via oral esofagica de lunes a viernes a las 8:00 am estrictamente. El resveratrol
utilizado correspondié a la marca comercial ResVitale® procedente de la raiz de la
planta polygonum cuspidatum. Para la administracién de resveratrol se preparo la
solucion en un vehiculo de agua-etanol a 7.5% en una concentracion de 5 mg de
resveratrol/mL. El volumen administrado diariamente de la solucién se ajusté al peso

del animal para administrar 10 mg/kg.
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Sacrificio

La eutanasia de los animales se hizo mediante el uso de Ketamina/Xilazina
en una dosis de 0.2 mL/100 g de peso. La mitad del hipocampo fue disectado y
almacenado a -80 °C para las determinaciones bioquimicas y enzimaticas, y la otra

mitad del hipocampo fue almacenado en formalina 4%.

Pruebas conductuales

Campo abierto

Se realizé la prueba mediante el protocolo de [Brooks & Dunnett, 2009;
Denenberg, 1969]. Esta prueba es una de las mas antiguas y mayormente
reportadas debido a su facil evaluacion, se lleva a cabo en un dispositivo cubico de
madera con medidas de 60 cm de largo x 60 cm de ancho y 60 cm de alto donde la

base se divide en 3 cuadrantes de 20 cm x 20 cm.

La prueba consiste en colocar al animal en el cuadrante medio y evaluar la
conducta horizontal (numero de cuadros visitados), grabando durante 5 min. La

evaluacion se realizo a las 8:00 am.

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Se utilizé el método descrito por Lueptow, 2017; éste es un ensayo de
comportamiento comunmente utilizado para la investigacion de varios aspectos del
aprendizaje y la memoria en roedores. Esta prueba es bastante simple y se puede
completar en 3 dias: dia de habituacion, dia de entrenamiento/memoria a corto

plazo y el dia de analisis de memoria a largo plazo.

Durante el entrenamiento, el animal explord 2 objetos idénticos y después de
2-4 horas se analizé la memoria a corto plazo cambiando solo uno de los objetos
colocados previamente. El tercer dia, uno de los objetos con los que se analizoé la

memoria a corto plazo se reemplazd6 por un objeto nuevo.
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Debido a que los roedores tienen una preferencia innata por la novedad, si el
animal reconoce el objeto familiar, pasara la mayor parte de su tiempo en el objeto
nuevo, en ambas pruebas. Debido a esta preferencia innata, no hay necesidad de

refuerzos positivos o negativos ni de largos programas de entrenamiento.
Analisis Bioquimico
Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales se cuantificaron mediante el método de Sedmak &
Grossberg, usando albumina sérica bovina como estandar [Sedmak & Grossberg,
1977]. Las proteinas se cuantificaron en 2 yL del sobrenadante mas 500 pL del
reactivo de color (azul de Coomassie 0.06% a 465 nm), llevado a 1 mL con agua
destilada. El producto de reaccion se leyé en un espectrofotdmetro a 620 nm. La
concentracion de proteinas se determind interpolando la densidad 6ptica de las

muestras en la curva estandar de albumina de suero bovina (1 a 10 pg).

Cuantificacion de nitritos

La produccion de *NO se analizé indirectamente mediante el contenido de
NO2 por el método de Griess [Tsikas, 2006]. En este ensayo la reaccién
colorimétrica es inducida por la adicion de 100 pL de sobrenadante + 100 pL del
reactivo de Griess y 800 uL de H2O. Posteriormente el producto de la reaccion se
leyé en un espectrofotometro a 540 nm. La concentracion de NO2" se determino
interpolando la densidad 6ptica de las muestras en la curva estandar de NaNO:

determinada para el ensayo.

Determinaciéon de MDA+ 4-HDA

La determinacion del contenido de MDA y 4-HDA se realiz6 por el método de
[Erdelmeier et al., 1998], en las muestras donde se analizé la generacidén de
productos de la peroxidaciéon lipidica, utilizando el N-metil-2-fenil-indol como
reactivo cromdégeno [10.3 mM]. Para esto se adicioné 100 yL de agua destilada +

100 pL de sobrenadante + 650 pL de solucion 1 diluida, se agitd vigorosamente para
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posteriormente adicionar 150 yL de acido metanosulfénico (determinacién de MDA
+ 4-HDA) o HCl al 35% (determinacion de MDA). Los tubos se incubaron a 45°C por
60 minutos (MDA) y a 45°C por 40 minutos (MDA + 4-HDA), se dejo enfriar a
temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugan por 15 minutos a 3000 rpm.
Posteriormente se ley6 de la absorbancia del producto de la reaccidén a 586 nm. La
concentracion de MDA y 4-HDA se determind interpolando la densidad éptica de las

muestras en la curva estandar de 1, 1, 3, 3, tetrametoxipropano.

Analisis Enzimatico
Determinacion de la actividad enzimatica de Catalasa

La actividad de CAT se determiné espectrofotométricamente por el método
de Aebi [Aguilar-Alonso et al., 2018]. Se adicioné en una celda de cuarzo 635 L de
PBS [50 mM] pH 7.4, 330 uL de H202 [30 mM] y 35 uL de sobrenadante, se siguid
la reaccion por dos minutos tomando la lectura en el minuto 0 y 2 a una temperatura
de 20 °C mediante bafio Maria. Las lecturas se realizaron a 240 nm. Para la
determinacion de la ectividad enzimatica la ADO se multiplicé por el coeficiente de
extincion molar 692.5 yM H2O2 min' y se ajusta a 1 mg de proteina presente en el

sobrenadante.

Determinacion de la actividad de Superéxido Dismutasa

La actividad de SOD se determiné de acuerdo con el método de Marklund &
Markund [Baltazar-Gaytan et al., 2019]. Se realizé el ensayo blanco de la reaccién
no inhibida hasta obtener una ADO 0.020 + 0.001, en caso de no obtener los
resultados con volumenes estandar se varia el volumen de Pirogallol y Tris-HCI para
obtener una ADO de 0.020 + 0.001. La actividad enzimatica fue calculada mediante

la siguiente ecuacion:

|[VMADO muestra X 100
VMADO Blanco

Dénde: A D.O.m: Diferencia de D.O. de la muestra.

— 100] XO0. 6|
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A D.O.b: Diferencia de D.O. del blanco.

V.M. valor medio.

Determinacion de la actividad enzimatica de Glutation transferasa

La actividad de GST se determiné de acuerdo con el método de Bompart
[Bompart et al.,, 1990]. Se homogend el tejido en buffer de fosfatos 50 mM.
Posteriormente, se centrifugd manteniendo la cadena de frio. Se tomé 25 pL de
sobrenadante, se adicionaron 912.5 uL de reactivo 1, 50 pL del reactivo 2y 12.5 uL
del reactivo 3, para obtener un volumen final de 1 mL. Se obtuvo la AABS/min
monitoreando la reaccion por 5 min, a 37 °C y una longitud de 405 nm

Calculos:

U
Actividad de GST (H) = (AABS muestra — AABS blanco)Factor

Determinacion de la actividad enzimatica de Glutation reductasa

La actividad de GR se determindé de acuerdo con el método de Bompart
[Bompart, et al., 1990]. Se homogend el tejido en buffer de fosfatos 50 mM.
Posteriormente se centrifugd manteniendo la cadena de frio y se realizé los
siguientes pasos:

-PASO A: Se adicionaron 440 uL del reactivo principal + 60 pL del buffer regulador
+ 40 yL de muestra + 20 yL de FAD 315 pyM. Se determina la AABS/min durante 3
min en un espectrofotdmetro atemperado a 340 nm (A).

-PASO B: Se anadié 20 uL de buffer regulador + 60 uL de GSSG. Se determind la
AABS/min durante 3 minutos en un espectrofotdmetro a 37 °C a una longitud de 340
nm (B).

Determinacion de la actividad enzimatica de Glutation peroxidasa

La actividad de GPx se determin6 de acuerdo con el método de Bompart [Bompart

et al., 1990]. Se homogenizé la muestra al 10% en buffer de sucrosa.

43



Posteriormente se centrifugd manteniendo la cadena de frio. Para la reaccién se
tomaron 100 yL de muestra y 875 pL de reactivo de acoplamiento. Se incubd
durante 3 minutos a 37 °C. Se adicionaron 25 yL de sustrato de hidroperoxido. Se
determiné la AABS/min durante 2 minutos en un espectrofotometro a 37 °C a una
longitud de 340 nm.

Caclulos:

U
Actividad de GPx (ﬂ) = (AABS/min)Factor

El factor se obtuvo de acuerdo con la Ley de Lambert Beer y a las diluciones de la

reaccion y el homogenado.

Estudio Histolégico

Inclusién en parafina

Los cerebros fijados en formalina al 4% fueron deshidratados en
concentraciones crecientes de alcohol etilico (70%, 80%, 96%, 100%), mezcla de
alcohol-xilol y xilol. Una vez los tejidos estaban deshidratados, fueron embebidos e
incluidos en parafina (Paraplast) para la formacién de bloques. Posteriormente,
utilizando un micrétomo, se obtuvieron cortes de 5 uM de grosor. Finalmente, los

cortes se montaron en laminillas silanizadas previamente.

Tinciéon de Hematoxilina Eosina

Para observar la morfologia celular de las diferentes subregiones del
hipocampo, se realizé esta técnica cuyo fundamento son las diferencias acido-base
de los colorantes utilizados, la hematoxilina es un colorante basico que diferencia el
nucleo celular que, coloreandolo de azul intenso, y la eosina que es un colorante
acido que tifie el citoplasma en un color rosa-anaranjado o rojizo. Para esto una vez
desparafinados y rehidratados los tejidos se tifieron con Hematoxilina durante 5
minutos, se lavaron con agua y se colocaron las laminillas en Eosina, se volvieron

a deshidratar y se elimino el resto de colorantes con alcohol en concentraciones
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crecientes (70%, 80%, 90%, 99%) y xilol, una vez terminado se sellaron con resina
y se observd la morfologia celular principalmente en el hipocampo en las regiones

CA1, CA3 y GD y se tomaron fotografias a 20x.

Tinciéon con Naranja de Acridina

Las laminillas correspondientes para la técnica de naranja de acridina (NA) y
DAPI fueron deshidratados como se describid anteiormente. Después de la
deshidratacion se agregd a cada tejido 40 uL de solucién de NA en un buffer de
TRIS-cloruro de potasio-magnesio (TKM) durante 5 minutos a temperatura
ambiente en la obscuridad. Posteriormente se realizaron 5 lavados con PBS 1Xy
se realizd el montaje agregando 15 pL de Vectashield-DAPI, haciendo el montaje y
sellado, todo esto en condiciones de oscuridad. Se analizaron las laminillas
utilizando los filtros azul y rojo de microscopio de fluorescencia y con un aumento
de 20X.

Analisis estadistico

Para todos los experimentos, los datos obtenidos se expresan como la media
de 6 animales = el error estandar de la media (EEM). ANOVA de dos vias, seguido
de una prueba de comparacién multiple de Tukey, como una prueba posterior para

evaluar las diferencias estadisticamente significativas. (*) Indica p< 0.05.
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7. RESULTADOS

Parametros fisiolégicos

El registro del peso corporal se muestra en la figura 10a. El peso se registro
desde los 3 meses de edad y antes del sacrificio (cada 2 meses). Se observé una
ganancia de peso respecto al tiempo, aunque estadisticamente no hubo diferencias
entre grupos, la interaccion estadistica entre las variables independientes edad y

tratamientos sobre la dinamica de peso fue baja (F= 29.93).

(a)

600-
control
L ,
21 IS ?EI n 1 I - ] Vehiculo
4009 R el Il e R N Bl Resveratrol
o - e = - 5 : .
200
0- L T T : I : T 8 . : . B . g T
3 7 9 1 13 15 17 19 21
Edad en meses
(b)
1009 m A1 ® AR AR G
: : : n Control
'g _ _ 1 Vehiculo
§ . g I Bl Resveratrol
e il N
K] 5
[=] :
=
c T ::I ::l ::l ::l :2l ::I
5 7 9

1l1 13 15 17 19 21

Edad en meses

Figura 10. Efecto del resveratrol en el proceso de envejecimiento. (a) Peso corporal en
gramos en funcion de la edad (meses). (b) Porcentaje de supervicencia de ratas en funcion
de la edad. Los valores presentados son la media = EEM. Los datos de (a) fueron analizados
por ANOVA de dos vias post-hoc Tukey. No se muestran diferencias estadisticamente
significativas respecto al grupo control p<0.05.
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En relacion con el porcentaje de sobrevivencia (Fig. 10b), se observé que
hasta los 11 meses de edad los animales con y sin tratamiento sobrevivieron en un
100%. A la edad de 13 meses el grupo control y resveratrol mostré una
sobrevivencia del 100%, mientras que, se presentd un 10% de decesos en el grupo
vehiculo. A la edad de 15 meses, el porcentaje de sobrevivencia fue de 75%, 62.5%
y 87.5% para el grupo control, vehiculo y resveratrol, respectivamente. A la edad de
17 meses, se observd una menor tasa de sobrevivencia para el grupo control
(62.5%), mientras que en el grupo vehiculo y resveratrol correspondié a 75% vy
87.5%. A la edad de 19 meses, el porcentaje de sobrevivencia disminuyé en todos
los grupos, observandose 50%, 62.5% y 62.5% para los grupos control, vehiculo y
resveratrol, respectivamente. Finalmente, a la edad de 21 meses el grupo
resveratrol mostré la mayor sobrevivencia (75%), mientras que los grupos control y

vehiculo presentaron un 62.5% de sobrevivencia en este estudio se presentd

un valor de F= 29.93 para la variable tiempo.

El tratamiento con resveratrol previene el deterioro motor y cognitivo.
Actividad locomotora
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Figura 11. Actividad locomotora de los grupos experimentales en relacion a la edad. Los
valores presentados son la media = EEM, los datos fueron analizados por ANOVA de dos
vias vy Tukey, *representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo

control, ‘representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo vehiculo
p<0.05.
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En cada tiempo cohorte, se realizé la habituacion para la prueba de
reconocimiento de objeto novedoso (NOR), la cual consisti6 en cuantificar la
distancia recorrida para evaluar la actividad locomotora. Los resultados mostraron
que la distancia media recorrida no tuvo diferencias estadisticamente significativas
en la edad de 5 meses y hasta la edad de 15 meses. Los datos mostraron que a
partir de la edad de 17 meses, los animales tienden a disminuir su actividad
locomotora. A la edad de 19 meses, el tratamiento con resveratrol manifesté una
prevencion, ya que al compararlo contra el grupo control sin tratamiento o vehiculo,
no hay pérdida de la locomocién, mostrando 15.5% mayor locomocion respecto del
grupo control y un 13.5% y del grupo vehiculo. A la edad de 21 meses (18 meses
con tratamiento) se observé una diferencia estadisticamente significativa del grupo
resveratrol respecto del grupo control de 18.6% (Fig. 11) para este grupo de analisis

el valor F=8.048 fue importante para la variable tratamiento.

Memoria de corto plazo
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Figura 12. Evaluacion de la memoria de corto plazo por la prueba de reconocomiento de
objeto novedoso (NOR). Se muestran diferencias estadisticamente significativas en los
grupos resveratrol respecto de los grupos control y vehiculo. Los valores presentados son la
media = EEM para una n=38, los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias y Tukey.
*representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo control,
‘representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo vehiculo (p<0.05).
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La prueba de NOR a corto plazo fue aplicada al dia siguiente después de la
habituacién y dos horas después de la familiarizacion con 2 objetos idénticos, en
cada tiempo cohorte. Los resultados exhibieron que en el curso temporal del
envejecimiento se pierde paulatinamente la capacidad de memorizar a corto plazo
a partir de la edad de 9 meses, como se observa en el grupo control. La
administracion crénica del vehiculo no modifico el deterioro cognitivo con relacién al
control. Los resultados en la figura 12 indican que el grupo suplementado con
resveratrol previno la pérdida de la memoria a corto plazo, ya que presenté un mayor
indice de reconocimiento, el cual fue estadisticamente significativo desde los 9 y
hasta 21 meses de edad (6 — 18 meses de tratamiento), correspondiendo de 10 -
15% en comparacion con el grupo control y de 13 - 12% respecto del grupo vehiculo
ara la variable tratamiento se mostro una F= 73.63 mientras que en la variable

tiempo se mostro una F= 17.02.

Memoria de largo plazo

Esta prueba fue aplicada al dia siguiente después de realizar la prueba de
memoria de corto plazo. Los resultados mostraron que hay una pérdida en la
consolidacion de la memoria a partir de la edad de 11 meses, como se observa en
el grupo control. La administracion créonica del vehiculo no modificé el deterioro
cognitivo de largo plazo, mientras que la administracién con resveratrol previno la

pérdida de la memoria a largo plazo (Fig. 13).

El indice de reconocimiento en el grupo resveratrol presentd diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los grupos control y vehiculo a las
edades de 11 meses (37.8 £ 2.53% y 37.19 + 2.51%), 13 meses (7.61 £ 3.46% y
8.96 £ 3.51%), 15 meses (7.93 £ 4.46% y 10.86 + 4.58%), 17 meses (11.19 + 3.54%
y 13.12 £ 3.6), 19 meses (12.71 £ 3.12% y 11.42 + 3%) y 21 meses (9.73 + 2.85%

y 12 £ 2.90 %) para este caso el valor de F para el tratamiento es de F=70.99.
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Figura 13. Evaluacion de la memoria de largo plazo por la prueba de reconocomiento de
objeto novedos (NOR). Se muestran diferencias estadisticamente significativas en los grupos
resveratrol respecto de los grupos control y vehiculo. Los valores presentados son la media
+ EEM para una n=38. los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias pot-hoc Tukey,
*representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo control,
‘representa diferencias estadisticamente significativas respecto del grupo vehiculo (p<0.05).

Efecto del resveratrol sobre el estado redox en tejido hipocampal
durante el envejecimiento.
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Figura 14. Efecto del resveratrol en niveles de lipoperoxidacion A) MDA+4-HDA, MDA B)
v 4-HDA C). Los valores presentados son la media + EEM, los datos fueron analizados por

ANOVA de dos vias post-hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente significativas
en * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001.
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Para evaluar el estado redox en el hipocampo, se cuantificaron los niveles de
moléculas prooxidantes y enzimas antioxidantes. Se encontr6 que, los grupos que
no fueron administrados con resveratrol exhibieron un incremento de
lipoperoxidacién en términos de MDA y 4-HDA durante el envejecimiento, como se
muestra en la figura 14A. Mientras que, en los grupos tratados con resveratrol se
redujeron significativamente estos marcadores oxidativos (p< 0.05) a partir de los
10 meses y hasta los 18 meses de tratamiento como se muestra en la figura 14A,
14B y 14C. La interaccion de la variable independiente tiempo (F=128.3) contra la
variable independiente tratamiento (F=27.4) indica que el tratamiento es efectivo
para reducir el proceso de lipoperoxidacion cuando se administra por tiempos
prolongados. Por otro lado, para el metabolito 4-HDA (figura 14C) se mostré una
(F=107.1) para la variable tratamiento mientras que para la variable tiempo una
(F=39.08), poniendo en evidencia que el tratamiento con resveratrol puede disminuir
las concentraciones de 4-HDA, conservando esa tendencia hasta los 18 meses;
este comportamiento explica la capacidad antioxidante del resveratrol para prevenir

el deterioro celular.

Nitritos

*k %k

*k *
1
1.0- * * Fokk * *

( Control
= 0.8 1 I 1 [ Vehiculo
E I I I Il Resveratrol
2 0.6+ I I
2 0.4-

S
s
=

0.2- I
0.0 T T T I T T I

6 8 10 12 14 16 18
Meses de tratamiento

N =
-

Figura 15. Efecto del resveratrol sobre los niveles de nitritos. Los valores presentados son
la media =+ EEM, los datos fueron analizados por ANOVA de dos vias post-hoc Tukey,
representa diferencias estadisticamente significativas en * p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001.
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En la concentracion de nitritos (Fig. 15) se observo que el grupo administrado
con resveratrol disminuye los valores significativamente a partir de los 10 y hasta
los 18 meses de tratamiento (p<0.05) en promedio hasta un 32% respecto del grupo
control y vehiculo. Para este caso, la distribucion F para la variable tratamiento
(F=54.15) indic6 que a partir de este periodo el resveratrol es oportuno para lograr

disminuir los niveles de 6xido nitrico, independientemente del tiempo.
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Figura 16. Impacto de la administracion con resveratrol sobre la actividad de enzimas
antioxidantes A) Superoxido dismutasa (SOD) y B) Catalasa (CAT) durante el
envejecimiento. Los valores presentados son la media + EEM, los datos fueron analizados
por ANOVA de dos vias y pos hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente
significativas en * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Para analizar la actividad antioxidante de la primera linea de defensa en el
hipocampo de ratas tratadas con resveratrol durante el envejecimiento, se evaluod la
actividad enzimatica de SOD y CAT. En particular, la administracion con resveratrol
mantuvo la actividad de SOD a partir de los 12 meses de tratamiento respecto de
los grupos control y vehiculo (F=18.61) e incrementé la actividad de CAT desde los
6 meses de tratamiento respecto de los grupos control y vehiculo (F=73.05). Este
patrén podria explicar procesos de acondicionamiento y adaptacion por el tejido

para un proceso de envejecimiento (Fig. 16A y 16B).
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Figura 17. Efecto del resveratrol sobre el sistema antioxidante de glutation. A) Glutation
total (GT), B) Glutation Oxidado (GSSG), C) Glutation Reducido (GSH), D) Glutation
Peroxidasa (GPx), E) Glutation Transferasa (GST), F) Glutation Reductasa (GR). Los
valores presentados son la media =+ EEM, los datos fueron analizados por ANOVA de dos

vias y pos hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente significativas en * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001.

El sistema glutation también se evalud en tejido hipocampal (Fig. 17). Los

resultados mostraron que una exposicion al resveratrol por periodos prolongados

disminuye significativamente los niveles de glutation oxidado (GSSG) (F=65.01, Fig.

17B) y la actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) (F=181.1, Fig. 17D) a
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partir de los 10 meses de tratamiento respecto de los grupos control y vehiculo. Por
su parte, aumenté la disponibilidad de glutatiéon reducido (GSH) (F=58.13, Fig. 17C)
desde los 14 meses de tratamiento, e incrementa la actividad de enzimas glutatién
transferasa (GST) (F=115, Fig. 17E) desde los 6 meses, y la actividad de glutation
reductasa (GR) (F=51.28, Fig. 17F) desde los 4 meses de tratamiento, cuando se
comparan con los grupos control y vehiculo. Estos datos sugieren que el
mantenimiento del sistema antioxidante es debido a la administracion del

resveratrol.

Una administracion de resveratrol reduce los cambios morfolégicos en
el hipocampo en el envejecimiento.

Para la regién del giro dentado (GD), se observé una ligera desorganizacion
celular a partir de los 8 meses de tratamiento en los tres grupos. Sin embargo,
después de los 10 meses de tratamiento, esta desorganizacion fue mas evidente en
los grupos control y vehiculo y no en el grupo resveratrol. Por otro lado, el nimero
de células fue significativamente mas bajo en los grupos vehiculo a partir de los 12
meses de tratamiento y significativo en los grupos control desde de los 14 meses
en adelante (Fig. 18) (F= 28.88). En esta region del hipocampo se evidencid una
picnosis neuronal a partir de los 4 meses de tratamiento en los grupos control,
mostrando diferencias significativas respecto de los grupos vehiculo y resveratrol.
A partir de los 6 meses se observd una picnosis evidente en los grupos control y
vehiculo. Sin embargo, en los animales tratados con resveratrol se previno la
picnosis (F= 682).

La celularidad de la regién CA3 (Fig. 19) del hipocampo disminuyé en los
grupos control y vehiculo a partir de los 8 meses hasta los 18 meses de tratamiento
con respecto del grupo resveratrol (F=65.07). Para esta region no se observo una
desorganizacién celular; sin embargo, se evidencioé un incremento en la presencia
de celulas picnéticas en todos los grupos de todos los periodos de tratamiento,
mostrandose diferencias estadisticamente significativas en los grupos vehiculo y

control a partir de los 12 y hasta los 18 meses de tratamiento con respecto a los
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grupos resveratrol (F=12.25), lo que sugiere que el tratamiento con resveratrol

disminuye la generacion de celulas picndéticas.

Después de 8 meses de tratamiento, las ratas control y vehiculo mostraron
una disminucion neuronal en el hipocampo de la regién CA1 en comparacion con el
grupo resveratrol, una tendencia observada hasta los 18 meses de tratamiento
(F=39.50) (Fig. 20). También fue posible observar una estructura levemente
desorganizada en el grupo control y vehiculo de 8 meses en adelante en
comparacién con el grupo resveratrol. Estos datos sugieren que el resveratrol esta
cumpliendo su funcién de proteger a las células neuronales, lo que podria explicar
que las ratas envejecidas tratadas con resveratrol conservan las funciones de

memoria y el aprendizaje.
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Figura 18. Efecto del resveratrol sobre el numero y la organizacion celular en la region de
GD del hipocampo durante el proceso de envejecimiento. Micrografias tomadas a 10X. Se
muestran diferencias estadisticamente significativas en los grupos resveratrol respecto de
los grupos control y vehiculo. Los valores presentados son la media £ EEM, los datos fueron
analizados por ANOVA de dos vias y pos hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente

significativas en * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 19. Efecto del resveratrol sobre el numero y la organizacion celular en la region de
CA3 del hipocampo durante el proceso de envejecimiento. Micrografias tomadas a 10X. Se
muestran diferencias estadisticamente significativas en los grupos resveratrol respecto de
los grupos control y vehiculo. Los valores presentados son la media + EEM, los datos fueron
analizados por ANOVA de dos vias y pos hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente
significativas en * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Figura 20. Efecto del resveratrol sobre el numero y la organizacion celular en la region de
CA1I del hipocampo durante el proceso de envejecimiento. Micrografias tomadas a 10X. Se
muestran diferencias estadisticamente significativas en los grupos resveratrol respecto de
los grupos control y vehiculo. Los valores presentados son la media + EEM, los datos fueron
analizados por ANOVA de dos vias y pos hoc Tukey, representa diferencias estadisticamente
significativas en * p<0.05; ** p<0.01.
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El resveratrol previene la muerte neuronal del hipocampo en la regidén
de GD, CA3 y CA1.

Los datos se obtuvieron mediante tincidon con naranja de acridina, como se
describid anteriormente. El numero de neuronas disminuyo en los grupos de control
y vehiculo. Por otro lado, el resveratrol conservd un numero significativo de
neuronas viables. Segun la comparacioén de las células hipocampales presentes en
GD, CA3 y CA1 de los grupos control y vehiculo tenian mayor susceptibilidad a la
muerte neuronal de una manera dependiente del tiempo (células con fluorescencia
verde y mayor fluorescencia roja) (figura 21) que las del grupo resveratrol, las cuales

mostraron una transicion inicial de muerte celular (células con fluorescencia verde

y minima fluorescencia roja).

Figura 21. El resveratrol protege de la muerte celular durante el envejecimiento. A) células
del hipocampo region CAl, tincion con naranja de acridina. B) células del hipocampo region
de CA3. C) células del hipocampo region GD, tincion con naranja de acridina. Micrografias
tomadas a 20X.
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8. DISCUSION

El uso de modelos murinos para el estudio de aspectos relacionados con la
edad tiene diversas ventajas, incluyendo su tamano y facil manejo, tiempo de vida
media, que permiten evaluar el efecto de diversos tratamientos en periodos cortos
y durante el desarrollo del envejecimiento. Particularmente estudios en rata han
cobrado gran fiabilidad para evaluar los cambios cognitivos y conductuales que
ocurren a partir del sistema nervioso central ya que se ha demostrado que son
similares a las alteraciones presentadas en seres humanos durante el
envejecimiento [Carola et al., 2021]. En el presente trabajo, con el fin de observar si
el resveratrol genera cambios positivos durante el envejecimiento, evaluamos a
nivel conductual, quimico, enzimatico e histolégico el hipocampo de ratas de la cepa
Wistar.

En los ultimos anos el resveratrol ha sido una molécula de interés para la
comunidad cientifica debido a los multiples beneficios que han sido demostrados
para la salud. Algunos de los efectos que se han descrito del resveratrol son: quimio
protectora [Jang M, 1997], mimético de la restriccién caldrica [Nicolai, et al., 2015],
extiende la vida, mejora los fenotipos relacionados con el envejecimiento [Park S.
et al., 2012] y actua como neuroprotector [Chuang, et al., en 2019]. Para este trabajo
se considerd la actividad del resveratrol como una molécula preventiva de dafo

celular asociado al envejecimiento, neuroprotectora de células hipocampales.

El resveratrol, uno de los fenoles de mayor importancia, su administracion
como compuesto puro se ve afectada su actividad bioldgica, por lo que entre los
factores considerados como esenciales para favorecer su farmacocinética y
farmacodinamica, el vehiculo de base alcohdlica similar al vino se ha retomado en
este estudio. Los parametros basicos asociados con la actividad del resveratrol son
la concentracion plasmatica maxima (Cmax), el tiempo transcurrido hasta lograr la
Cmax, la vida media de la moléculay el tiempo de exposicion. Existe evidencia sélida
de que la respuesta in vitro e in vivo al resveratrol depende de la dosis y tiempo

exposicion [Thompson, et al., 2014; Stocco et al., 2012; Peltzl L. et al., 2012].
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También se desconoce actualmente si maximizar la Cmax 0 el tiempo de exposicion
es mas importante para la eficacia clinica del resveratrol. Independientemente del
tipo de exposicion que sea mas importante, primero se deben absorber cantidades
suficientes de resveratrol hacia el torrente sanguineo y biodistribuirse a los tejidos

blanco.

Los ensayos clinicos en humanos se han centrado en dosis orales unicas o
multiples de capsulas y tabletas de resveratrol, y la mayoria de los datos de
biodisponibilidad en humanos reflejan este método de administracion. Estas dosis
orales se han administrado a través de varios regimenes de dosis, tamafos y
formulaciones fisioldgicas [Eliot, P. et al., 2022]. En ultima instancia, varios factores
influyen en los parametros farmacocinéticos de la administracién oral, incluidos
todos aquellos relacionados con la molécula en si, la fisiologia y las caracteristicas
individuales Fan, et al., 2014]. El resveratrol se absorbe a un ritmo relativamente
alto a través del intestino delgado [Walle, et al., 2006]. El caracter pequeno y no
polar del trans-resveratrol puede permitir su absorcion a través de las membranas
por difusion pasiva; sin embargo, existen pruebas convincentes de que el resveratrol
se transporta principalmente a través del epitelio intestinal a través de las células a
través del casete de unién dependiente de ATP (ABC) transportadores [Planas, JM.
et al., 2012]. Dentro de los enterocitos del intestino delgado y los hepatocitos del
higado, la conjugacion de glucurénido y sulfato del trans-resveratrol con los
principales metabolitos es extensa [Miksits ,m. et al., 2005]. Esta conjugacion con
sulfatos y glucurénidos aumenta la solubilidad acuosa del resveratrol y reduce el
flujo a través de las membranas, lo que evita que las moléculas no polares
interactuen con las macromoléculas esenciales y permite la excrecién renal a través
de la orina [Boocock, et al., 2007]. EI amplio metabolismo de los conjugados de
glucuroénido y sulfato durante la absorcion esta bien descrito y disminuye los niveles
circulantes de frans-resveratrol libre. Por lo tanto, el metabolismo del resveratrol
finalmente da como resultado cantidades relativamente pequefias de ftrans-
resveratrol libre en el plasma para ser entregado a otros tejidos Vitaglione, p et al.,
2005].
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La evidencia de la actividad y el reciclaje de los metabolitos en ciertos tejidos
requiere cierta consideracion de su biodisponibilidad, pero la biodisponibilidad del
resveratrol en si sigue siendo actualmente la mas relevante. Al medir la
farmacocinética y la actividad de un profarmaco, es habitual centrarse en los niveles
de la molécula activa y, por lo tanto, la biodisponibilidad del resveratrol sigue siendo
relevante dado el estado actual de la literatura. Independientemente, los metabolitos
contribuyen a la mayor parte de la concentracion total de resveratrol después de la
administracién oral y, por lo tanto, légicamente existen pocas opciones para
aumentar aun mas los niveles de metabolitos in vivo [Brown, va et al., 2010].
Boocock informé la Cmax para dos metabolitos de monoglucurénido separados, para
una concentracion total de metabolitos de glucurénido de ~7,5 uM después de una
dosis oral unica de 5.0 g de resveratrol [Boocock,et al., 2007]. Incluso con esta dosis
alta, la concentracibn de metabolitos se mantiene muy por debajo de las
concentraciones utilizadas para los experimentos in vitro. Por lo tanto, incluso si los
metabolitos juegan un papel en los efectos fisioldgicos in vivo del resveratrol, las
estrategias para mejorar la biodisponibilidad siguen siendo muy relevantes. Sin
embargo, dosis unicas no generan un efecto prolongado, es por ello que, en el
presente trabajo se optd por una dosis baja, pero de administracion crénica (10
mg/kg/dia), que garantice un flujo y biodistribucion constante, y por tanto se
observen efectos positivos a largo plazo, tanto en la fisiologia de los individuos,

como en el funcionamiento tisular.

En este sentido se sabe que, con el paso de los aios el peso corporal de un
individuo presenta cambios, generalmente tiende a aumentar durante la vida hasta
los 70 u 80 anos, después de lo cual se observa un declive gradual [Kim, 2018]. Los
cambios fisiolégicos del envejecimiento se reflejan en la composicion corporal,
traducidas en la pérdida de masa muscular y el aumento de la masa grasa total.
Ademas, la masa grasa subcutanea disminuye, mientras que la grasa visceral, la
grasa hepatica y la infiltracion de grasa muscular generalmente aumentan con la

edad. El aumento de la masa grasa total y la pérdida de masa muscular son
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independientes de los cambios de peso [Reinders |, Visser M, and Scahaap L,
2017].

Silveira et al. 2019 describen que el peso corporal en rata la incrementa
gradualmente hasta 18 meses de vida y posteriormente una tenue disminucion
durante los siguientes meses de vida. A partir de nuestro andlisis se observé un
incremento gradual en el peso en los animales hasta los 19 meses de vida y
posteriormente un ligero decremento a los 21 meses por parte del grupo control y
vehiculo. El peso de las ratas de experimentacion puede ser afectado por multiples
factores como la manipulacioén, el tipo y calidad de la comida, la densidad
poblacional de los animales en una jaula, la temperatura, humedad, el régimen de
luz/oscuridad y la oportunidad de movimiento activo de los animales. Dentro de las
caracteristicas de la alimentacion se encuentra la suplementacion, en donde
dependiendo del tipo de suplemento se puede favorecer o no la regulacion del peso
corporal, en este trabajo, la administracion con resveratrol cumplié esta funcion. El
peso corporal de los animales tratados con resveratrol mostré una tendencia al
mantenimiento de este parametro en funcién del tiempo. Este patron en el peso de
los sujetos de experimentacidn coincide con lo descrito por el grupo de investigacién
de Cossio [Cossio BM, 2013]. Un estudio de tipo metanalisis demostré que la
ingesta de resveratrol redujo significativamente el peso, el indice de masa corporal
y de cintura cadera, la masa grasa, y aumenté significativamente la masa magra,
pero no afectd los niveles de leptina y adiponectina de los participantes [Tabrizi, R.
et al.,. 2020]. Aunque en otro metaanalisis el cual se enfocd en pacientes con
obesidad se demostré que la suplementacion con resveratrol no tuvo efecto sobre
los parametros antropométricos antes mencionados [Delpino, FM et al., 2021].
Nuestros resultados en cuanto al peso corporal no mostraron diferencias del grupo

resveratrol respecto de los grupos control y vehiculo (Fig. 10A).
Otra arista de la mejora en la calidad de vida por la suplementacion de

antioxidantes tipo polifenol es la longevidad de los individuos que los consumen. En

este sentido, las ratas de la cepa Wistar viven un promedio de 2 a 3.5 afios, mientras
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que un humano vive un promedio de 80 afos [Lares Asseff, et al., 2008]. Aunque,
la esperanza de vida de cada individuo depende de varios factores como la
alimentacion, el ambiente social y natural donde se desarrolla, etc. En este estudio,
la esperanza de vida aumentd en los animales los 21 meses de edad después de
ser tratadas con resveratrol, mientras que, la tasa de mortalidad incremento en los
grupos control y vehiculo a partir de los 15 meses de edad (Fig. 10B). Estos datos
sugieren que uno de los efectos del resveratrol como molécula preventiva del dafo

por envejecimiento es mejorar la esperanza de vida.

Se ha demostrado que el resveratrol esta involucrado en una gran variedad
de vias de sefalizacion que preservan la vida util de las células, reflejandose en la
extension de vida de un organismo. Una de las rutas metabdlicas mas estudiadas
con relacion a la extension de vida de un individuo, es el de las sirtuinas. Las
sirtuinas son una familia conservada evolutivamente de desacetilasas y ADP-
ribosiltransferasas que derivan su nombre de Saccharomyces cerevisiae SIR2
(Silent Information Regulator 2), el primer miembro de la familia en ser descrito. Los
homodlogos de SIR2 prolongan la vida cuando se sobreexpresan en levaduras,
gusanos y moscas. A diferencia de otras desacetilasas, la actividad de las enzimas
sirtuinas esta vinculada a procesos metabdlicos dentro de la célula a través de un
requerimiento de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) [Jesko and
Stroszbajder, 2016; Kupis et al., 2016; Vaziri ,H. et al., 2001]. La participacién de
factores especificos asociados a las sirtuinas depende del protocolo empleado
Greer, E. L. et al., 2009]. El potencial de las siete sirtuinas en mamiferos (SIRT1-7)
para influir positivamente en la longevidad aun no esta claro, aunque se ha visto
que son ampliamente distribuidas en los tejidos. Sin embargo, ratones sin SIRT1
tienen una vida corta y cuando se les sobreexpresa SIRT1 induce fenotipo de
longevidad Lamming, et al., 2006]. En este fenotipo se ha demostrado la actividad
de la SIRT4 en el pancreas y SIRT1 en el Higado Haigis,et al., 2006].

Basandose en la idea de que las sirtuinas podrian mediar los efectos

beneficiosos, Howitz et al. realizé un cribado de activadores de moléculas pequenas
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de SIRT1 e identificod que el resveratrol tiene actividad quimiopreventiva por esta via
Howitz, et al., 2003]. Se ha demostrado que el resveratrol prolonga la vida en
levaduras, gusanos y moscas de una manera dependiente de SIR2 (homdlogo de
SIRT1) [Wood ,J C et al., 2004]. Adicionalmente, una serie de experimentos en N.
furzeri, una especie de pez de vida corta proporcioné mas apoyo a la capacidad del
resveratrol para mejorar la salud y prolongar la vida. El resveratrol no solo prolongé
el promedio de vida hasta en un 56%, sino que también mejoré la funcion motora y
retrasd los procesos neurodegenerativos en estos animales [Valenzano, et al.,
2006]. Estos experimentos en organismos inferiores sentaron las bases para probar
los efectos del resveratrol en la longevidad de los mamiferos. En ratones obesos la
suplementacion con resveratrol aumenta la supervivencia, de tal manera que su
esperanza de vida fue equivalente a la de los animales delgados no tratados. Sin
embargo, agregar resveratrol a la dieta de ratones con una dieta normal no produce
ningun aumento adicional, lo que sugiere que el resveratrol podria estar
contrarrestando principalmente las consecuencias negativas de la obesidad, en

lugar de retrasar el envejecimiento [Pearson, K. et al., 2008].

Un estudio realizado en humanos, tanto en varones como en mujeres como
parte del Programa de Pruebas de Intervencidén del Instituto Nacional sobre el
Envejecimiento tampoco encontré un aumento significativo en la supervivencia
[Miller, R. et al., 2010]. Sin embargo, al analizar los datos en relacién con el tiempo
de suplementacién, se observo que las intervenciones preventivas tienen un mayor
efecto sobre la longevidad [Weindruch, R. et al., 1982]. Por esta razén, varios grupos
se enfocan actualmente en intervenciones y cohortes temporales que se inician una
suplementacién con resveratrol y otros polifenoles a una edad mas temprana,
aunque hasta el momento no se han reportado resultados positivos. Los analisis
post-mortem respaldan la hipotesis de que la prolongacién de la vida que se ha
observado se debe principalmente a la mejora de las complicaciones vasculares y

el higado graso [Agarwal B. et al., 2011].
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Con base en estos estudios se ha planteado la hipotesis de que el resveratrol
actua como un mimético de la restriccion caldrica basado en la observacion de que
puede activar SIRT 1Howitz, K. T. et al., 2003]. Muchos de los efectos que se han
observado en animales tratados con resveratrol son consistentes con la modulacién
de los objetivos de SIRT1, particularmente el coactivador transcripcional
peroxisome proliferator activador gamma coactivator 1 alfa (PGC-1a), el factor
respiratorio nuclear (NRF-1) y el factor de transcripcion mitocondrial (Tfam), todos
ellos juegan un papel preponderante en la sobrevivencia y bioenergética celular
[Chuang et al., en 2019; Hou et al., 2018]. Sin embargo, se sabe que el resveratrol
produce una amplia gama de efectos en células de mamiferos, incluida la activacién
de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), un sensor de energia que esta
involucrado en algunas de las mismas vias que SIRT1 y fosforila PGC-1a
directamente [Baur, J. A. et al., 2006]. Aunque SIRT1 puede activar la quinasa
aguas arriba de AMPK, esta via no parece ser necesaria para la estimulacién de
AMPK por resveratrol y, de hecho, hay alguna evidencia que sugiere que SIRT1
podria estar aguas debajo de AMPK Dasgupta, B. et al., 2007; Canto, C. et al.,
2010]. Por lo tanto, en estudios futuros sera importante probar cuidadosamente el

papel de SIRT1 en los cambios fisioldgicos inducidos por el resveratrol.

A medida que las personas atraviesan edades superiores a los 60 afios el
cerebro se vuelve susceptible a cambios que lo convierten en el érgano mas
afectado durante el proceso de envejecimiento [Flores et al., 2020]. La plasticidad
cerebral cambia con el tiempo porque es altamente vulnerable a modificaciones
estructurales, quimicas y funcionales dependientes del tiempo [Islam et al., 2017;
Danka Mohammed et al., 2017; Baghel M S et al., 2017]. La disminucion del numero,
diametro, longitud, ramificacion y densidad dendritica, también se hace evidentes
[Isaev et al., 2018]. La conexidén de estas estructuras se da por proyecciones
glutamatérgicas y se alteran durante la progresibn de trastornos
neurodegenerativos. La pérdida gradual de la conectividad neuronal debida al
envejecimiento provoca déficits cognitivos [Flores et al., 2016]. Asi mismo, los

cambios morfolégicos estdn asociados a una disminucion en varias vias de
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neurotransmision incluida la via de acetilcolina, glutamato y dopamina, que también
participan en procesos cognitivos y motores [Kumar and Foster, 2019; Luo et al.,
2019].

Recientemente se descrito que la longitud de las espinas dendriticas es
regulada por algunos factores incluida la familia de neurotrofinas como el factor de
crecimiento nervioso (NGF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)y su
receptor TrkB [Zhang, et al., 2016]. Estas neurofrofinas disminuyen con la edad.
Especialmente el BDNF es considerado como un factor de riesgo para desarrollar
déficits cognitivos, ya que deficiencias en la sefalizacion de BDNF/TrkB estan
altamente correlacionadas con cambios en las espinas dendriticas durante el
envejecimiento [Zagrebelsky, et al., 2020]. Particularmente, el hipocampo es una
region sumamente susceptible a cambios estructurales que conllevan a la pérdida

de la memoria declarativa [Navarro, et al., 2017].

En este sentido en la primera fase de nuestro estudio se evaluo el efecto del
resveratrol sobre la conducta (actividad horizontal) y la cognicion (memoria a corto
y largo plazo). Para ello, a menudo se utiliza el paradigma de reconocimiento de
elementos de Stenberg, este evalua el deterioro cognitivo en humanos. Sin
embargo, se ha adaptado y validado en modelos murinos, en estos, se presenta un
pequeio grupo de elementos llamado conjunto positivo, para que el sujeto lo
memorice, después de un rato se presenta un sélo elemento que puede ser familiar
o0 novedoso que se haya mostrado o no antes, y se evalua el reconocimiento por
medio de la exploracién [Nosofsky, et al., 2011; Ratto et al., 2019], la prueba es
comunmente conocida como NOR, que evalua la capacidad para reconocer un

objeto familiar o novedoso [Lueptow, 2017].

Los resultados del analisis de la actividad locomotora indican que el
rendimiento de los roedores disminuye con respecto de la edad en los grupos control
y vehiculo (Fig. 11). Sin embargo, en los animales administrados con resveratrol la

capacidad motora se mantiene independientemente de la edad. Adicionalmente, los
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animales de este mismo grupo tienen menor riesgo en la pérdida de la memoria de
corto y largo plazo (Fig. 12 y 13). Se sabe que la suplementacion con resveratrol
puede modular la actividad de diversos elementos celulares incluyendo las sirtuinas.
Esta caracteristica acopla la actividad de la sirtuina al estado metabdlico celular, lo
que permite la modulacidon de proteinas cruciales de la cadena de transporte de
electrones (ETC), la respuesta al estrés y la sefalizacién de sobrevivencia / muerte
[Covington and Bajpeyi, 2015].

En el cerebro, estas enzimas presentan un patron espacio-temporal altamente
regulado y pueden influir en el curso del envejecimiento y los cambios patoldgicos.
Ademas, se interrelacionan con un amplio espectro de factores de transcripcion,
incluido el subgrupo O (FOXO), p53, factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-KB) y proteinas que participan en la
reparacion del ADN como proteina quinasa dependiente del ADN (ADN-PK) [Jesko
and Stroszbajder, 2016; Watroba and Szukiewicz, 2016]. Adicionalmente, las
sirtuinas controlan y contrarrestan el estrés y el dafio macromolecular asociado al
envejecimiento. Las sirtuinas estdn unidas bidireccionalmente a las vias de
sefalizacion de la insulina y del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1).
IGF-1 aumenta la expresion de SIRT1 a través de JNK1 (c-Jun N-terminal quinasa
1). A su vez, SIRT1 restaura la actividad de la diana Akt del receptor de IGF /
insulina. La sintesis de IGF-1 disminuye en organismos viejos, lo que
probablemente causa una proporcion significativa de las alteraciones observadas,
que finalmente se correlacionan con el envejecimiento y la funcién cerebral. La
supresion de FOXO se observa en el estrés asociado al envejecimiento, como el
dafio oxidativo o la inanicién. La SIRT1 sobre la supervivencia neuronal a largo
plazo actua como moduladora de la longevidad, esta enzima se produce a través
de eventos de sefalizacion en regiones especificas del SNC, influenciadas por
FOXO [Lee and Min, 2013; Pardo et al., 2016; Hyun et al., 2008].

Se ha observado un bajo nivel o actividad de SIRT1 en el hipocampo en ratas

envejecidas y en humanos que desarrollan enfermedad de Alzheimer también se

observé una acumulacion de (-amiloide (AB) y proteina tau hiperfosforilada
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[Wicinski, et al., 2020]. Sin embargo, la administracién de resveratrol (30 mg/kg/dia
durante 8 semanas) en modelos animales restauré el nivel y la actividad de SIRT1
[Chao, et al., 2017]. SIRT1 promueve el crecimiento de neuritas, mejora la
plasticidad neuronal en la region del hipocampo, reduce el nivel hiperfosforilado de
tau y protege contra la neurodegeneracion. La administracion de resveratrol reduce
la expresidén de ubiquitina ligasa midline-1 (MID1) y aumenta la actividad de la
proteina fosfatasa 2A (PP2A), que promueve la desfosforilacién de tau al evitar su
acumulacioén [Cicero, et al., 2019; Wicinski, et al., 2020].

La importancia de esta via también se ha descrito en modelos de rata con
patrén de tipo Alzheimeriano neuropatolégico inducido. La administracion de
resveratrol reduce el depdsito de amiloide fibrilar, la carga de placas y ovillos, y
elimina los péptidos AR [Wahl, et al., 2019]. Otros estudios informan que el
resveratrol disminuye la neuroinflamacion, aumenta la plasticidad sinaptica y mejora
la inmunidad [Wahl et al.,, 2019]. La activacion de SIRT1 después de la
administracién de resveratrol atenud la hiperfosforilacion de tau inducida por la
inyeccion intracerebroventricular de estreptozotocina, lo que confirma la proteccién
de las neuronas del hipocampo, previniendo la neurodegeneracion y los déficits
cognitivos [Cicero et al., 2019; Wicinski, et al., 2020].

Con lo antes mencionado y en base a los resultados conductuales y de
memoria recopilados en este proyecto sugerimos que el resveratrol tiene la
capacidad de interactuar de manera directa e indirecta con diversos elementos
celulares implicados en procesos de degeneracién, neurotoxicidad y en contraste
con vias de senalizacion implicadas en supervivencia celular ya que nuestro analisis
mostré un mantenimiento de la memoria a corto y largo plazo aun en edades
avanzadas sin mostrar diferencias significativas con los grupos control de 2 meses,

como se observo en los grupos control y vehiculo.
Por otro lado, es bien conocido que el cerebro es propenso al dafo oxidativo

debido a sus niveles comparativamente altos de metabolismo del oxigeno y la

composicién unica de su membrana celular que contiene grandes cantidades de
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PUFAs sensibles a la oxidacién. El estrés oxidativo se ha asociado en una variedad
de condiciones neuroldgicas agudas y crénicas e incluso el envejecimiento. En este
proyecto se evalud el estado redox mediante algunos marcadores oxidativos, asi
como el sistema antioxidante endoégeno. La progresion al envejecimiento mostré un
deterioro progresivo del balance redox de las células hipocampales en los grupos
experimentales control y vehiculo. Mientras que, el estado redox mejord

notablemente en el grupo administrado cronicamente con resveratrol.

El proceso de envejecimiento fisioldgico induce cambios en todos los niveles
de la organizacion bioldgica que son contrarrestados por mecanismos de respuesta
adaptativa alostatica encaminados a preservar la composicion y funcién dentro de
los limites homeostaticos. La membrana celular no es una excepcion y, en
consecuencia, cuanto mas tiempo se mantenga la composicion lipidica éptima de la
membrana, mejor sera la supervivencia y funcion de la célula [Hagen, s. et al., 2010].
Sin embargo, el deterioro de la estructura y funcion del cerebro humano adulto
durante el envejecimiento no es uniforme. En consecuencia, el envejecimiento del
cerebro humano debe considerarse como un proceso heterogéneo probablemente
sujeto a una vulnerabilidad especifica de la region (e incluso de la célula). Sin
embargo, la vulnerabilidad regional a menudo se ignora en el estudio del
envejecimiento cerebral. La vulnerabilidad regional se refiere a la particular
sensibilidad de una determinada regién al dafo por distintos estimulos nocivos y a
su capacidad especifica para responder con las defensas adecuadas. En este
marco, es plausible plantear la hipotesis de que las diferencias interregionales en la
composicion de lipidos del cerebro humano, ademas de las diferencias en las
condiciones de estrés oxidativo, podrian ser responsables de esta vulnerabilidad

que, a su vez, conduce a diferentes tasas de envejecimiento.

Dos estudios iniciales, de los afios 50 y 60, ambos realizados en muestras
de cerebro completo, ofrecieron la primera evidencia de que la composicion lipidica
de la membrana del cerebro humano cambia con el envejecimiento [Burger, K. 1958;

Rouser, A. 1968]. Encontraron que la cantidad de lipidos totales disminuia después
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de la segunda década de vida. Estudios posteriores confirmaron la aparicion de
alteraciones lipidicas relacionadas con la edad en diferentes areas del cerebro
humano. En general, los cambios descritos estan alineados con el caracter
progresivo y perjudicial del proceso de envejecimiento, y demuestran que las
concentraciones de la mayoria de los lipidos en el cerebro humano disminuyen
después de los 50 afos. Sin embargo, los niveles cerebrales de diferentes
glicerofosfolipidos (Gpl) como fosfatidil inositol (P1), fosfatidiletanolamina (PE) y la
fosfatidilcolina (PC) disminuye muy lentamente con la edad, con menos del 10% de
pérdida en el periodo entre los 40 y los 100 afios de edad [Farooqui, L. 1988]. En
otro estudio, se observd una pérdida del 10 al 20 % de Gpl en diferentes regiones
del cerebro (sustancia gris, sustancia blanca, nucleo caudado, hipocampo,
protuberancia, cerebelo y bulbo raquideo) solo en personas de 90 afios en
comparaciéon con personas de 35 afnos de edad, mientras que la composicion de
fosfolipidos en varias regiones del cerebro se mantuvo sin cambios durante el

envejecimiento [S6derberg ,et al,. 1990].

Por otro lado, el contenido sostenido de acidos grasos saturados,
monosaturados y DHA con la edad podria interpretarse como una respuesta
adaptativa al envejecimiento para preservar las neuronas y la funcién cerebral al
ayudar a mantener las propiedades geométricas de los lipidos y, en consecuencia,
las propiedades funcionales como la exocitosis y la formacion de dominios de
membrana [Piomelli, G., Astarita, R., 2007]. Queda por explorar el significado de los
cambios (aunque menores) en la longitud promedio de la cadena y el indice de doble
enlace en edades avanzadas, que también pueden influir en las propiedades
geométricas de los lipidos y sus propiedades funcionales. En contraste con estas
observaciones, las disminuciones en PUFA n-6, y particularmente el contenido de
acidos grasos 20: 4n-6 y 22: 4n-6, podrian tener efectos biolégicos en el sentido de
que son sustratos para los mediadores de lipidos. Por lo tanto, una explicacion para
este hallazgo radica en la disminucion reportada en la ruta de biosintesis de PUFA
Cobré, A., et al., 2018]; pero también aumenta el consumo de enzimas involucradas

en vias antiinflamatorias que sintetizan una diversidad de compuestos con
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propiedades neuroprotectoras para asegurar la supervivencia y el funcionamiento
celular durante el envejecimiento normal [Cobré, A., et al., 2018]. Por esta razén se
propone que, durante el envejecimiento normal del cerebro humano, el perfil lipidico
es particularmente resistente a los cambios con la edad porque estan bajo un

estricto control para asegurar la supervivencia y funciéon neuronal.

Sin embargo, aunque la composicion lipidica de la membrana se mantiene
en gran medida para garantizar la supervivencia y funcién celular, existe un ataque
lipoperoxidativo fisiolégico continuo a la membrana. La peroxidacién es un proceso
radicalario autocatalitico resultante de la oxidacion de PUFAs como el acido
araquidonico, acido linoleico y acido docosahexaenoico, los cuales aumenta con la
edad particularmente en el hipocampo [Pryor and Stanley, 1975], generando
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenal (4-HDA) como moléculas mayoritarias,
pero ademas esta se convierte en una fuente de compuestos carbonilicos con
capacidad de dafar otros componentes celulares. En consecuencia, se sugiere que
el dafio molecular derivado de la lipoxidacion progresiva es un mecanismo central
conservado de la disminucion funcional relacionada con la edad en el cerebro
humano y cada regién cerebral tiene un patron de lipoperoxidacion de acuerdo con
su composicion. Las diferencias regionales en los marcadores de dafio proteico
derivados de los neurocetales ligadas a especies de carbonilacion (NKT), MDA y 4-
HDA en doce regiones cerebrales en dos grupos de individuos, de mediana y
avanzada edad, fueron analizados en trabajos de Braak y Ferrer. En donde los
autores reportan que el grupo de mediana edad no presentd lesiones
neuropatologicas y el grupo de edad avanzada presentd una patologia de ovillos
neurofibrilares (NFT) en el estadio I-1l considerado compatible con el envejecimiento
cerebral normal [Braak, et al., 2011]. Los niveles de proteinas modificadas con NKT
mostraron variaciones regionales discretas en el cerebro humano de edad
avanzada. Los aductos de proteina NKT aumentaron en la corteza frontal, la corteza

visual y la sustancia negra, y se redujeron en el talamo.
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En contraste, los niveles de MDA y 4-HDA presentan un amplio espectro
regional en el cerebro humano envejecido, afectando a un mayor numero de
regiones en la vejez. Cinco regiones del cerebro muestran una mayor aduccion de
MDA y 4-HDA en personas de edad avanzada, incluida la corteza frontal, la corteza
parietal, el hipocampo, el talamo y el putamen. Curiosamente, los niveles reducidos
de aduccién de MDA y 4-HDA con la edad ocurren en la corteza temporal y la
corteza entorrinal cuando se comparan individuos de mediana edad con personas
de edad avanzada. Ademas, el MDA y 4-HDA son considerados como segundos
mensajeros toxicos que se diseminan y aumentan el dafo celular [Esterbauer, and
Schaur, 1991].

Los resultados de este estudio mostraron que durante el envejecimiento los
niveles de LPO incrementan progresivamente, observandose que la especie
dominante es el MDA y la especie secundaria es el 4-HDA, acumulandose
significativamente en los grupos control y vehiculo, a partir del mes 8 de tratamiento.
Mientras que, la administracién de resveratrol en una dosis de 10 mg/kg redujo
significativamente los niveles de LPO y de aductos producidos MDA y 4-HDA (Fig.
15). Estos datos son comparables con lo demostrado por Yuan en 2020, en donde
la administracion de resveratrol protegié de la formacion excesiva productos de
LPO, acompafnada de un aumento del nivel de GSH [Yuan et al., 2020]. Se ha
demostrado que, la administracién oral de trans-resveratrol a una concentracién de
25 mg/kg de peso corporal una vez al dia durante un periodo de 21 dias disminuy6
los niveles de LPO en el hipocampo de ratones obesos, mostrando un efecto
neuroprotector [Rege et al., 2013]. En ratas Wistar macho adultas en la que se
indujo diabetes experimental mediante una unica inyeccion de estreptozotocina, tres
dias después se inyecto resveratrol (10 mg/kg) por via intraperitoneal diariamente
durante 6 semanas; observandose que es un potente agente neuroprotector contra
el dafo oxidativo diabético, al reducir significativamente la produccion de MDA y
*NO en el hipocampo, la corteza, el cerebelo, el tronco encefalico y la médula
espinal [Ates O, et al., 2007]. Asimismo, en un estudio que explord los mecanismos

subyacentes a la accion antidepresiva del resveratrol en ratas expuestas al estrés
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crénico leve impredecible, mediante la medicién de los parametros de estrés
oxidativo en el hipocampo y la CPF, se observo que, el tratamiento con resveratrol
(80 mg/kgl/i.p. 4 semanas) revirtid significativamente las anomalias conductuales, el
tiempo de inmovilidad y disminucién de la actividad locomotora, y el aumento de la
LPO [Liu S. et al., 2016].

Asi mismo, la sobreproducciéon de 4-HDA puede afectar la funcién de los lisosomas
y proteosomas en las neuronas corticales cerebrales, lo que resulta en la
acumulacion de dano y la posterior muerte neuronal [Zhang et al., 2017] ya que este
aducto puede interactuar con residuos de lisina, histidina y cisteina, alterando la
funcién de numerosas proteinas de membrana criticas para el metabolismo y la
supervivencia celular, incluidos los transportadores de glucosa, los receptores de
factores neurotroficos y las ATPasas con motivo de iones [Mattson et al., 2009].
Aunado a esto, mediciones de la actividad del proteasoma en diferentes regiones
del cerebro de ratas envejecidas revelaron una disminucién significativa en algunas
regiones del cerebro (hipocampo y corteza cerebral), pero no en otras como el
tronco encefalico, lo que sugiere una vulnerabilidad diferencial de las poblaciones
neuronales a la disfuncion del proteasoma durante el envejecimiento [Keller et al.,
2000]. Claramente este mecanismo y la disminucién transduccional podria explicar
porque en los resultados de este estudio se mostré que los animales no tratados

presentan una disminucion en la memoria y aprendizaje.

Adicionalmente, es bien sabido que la formacion de lipoperoxidos se
presenta ante un incremento del anion ONOOr, el cual se produce por exceso de
*NO y +O2. El *NO regula la estructura, el numero y funcion de las espinas
dendriticas en el cerebro y el hipocampo. Este es un gas con efectos pleiotropicos
dependientes de su concentracion a nivel celular se ha sugerido que este gas a nivel
presinaptico tiene wuna relacion con las transmisiones glutamatergicas
especialmente con el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) por su papel en la
regulacion de la plasticidad presinaptica en neuronas glutamatérgicas y gabaérgicas

[Picon-Pages, et al., 2019]. Ademas, el *NO favorece las funciones sinapticas
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mediante el mantenimiento LTP y la traduccién de proteinas en las espinas
dendriticas. También ha demostrado ser una molécula antiapoptética y reguladora
de la funcién neuronal por nitrosilacion [Feng, et al., 2018]. Varios estudios sugieren
que en el envejecimiento la INOS puede ser afectada y podria ser una de las causas
de los cambios en los niveles de 6xido nitrico durante el envejecimiento cerebral
[Tewari, et al., 2021].

Experimentos de Law et al, han demostrado que niveles elevados de ARNm
de NOS en el hipocampo y en las neuronas corticales en ratas ancianas con
deterioro y, en ratas cognitivamente intactas, conduce a una neurotoxicidad
mediada por *NO [Law et al., 2002]. En adicién, se ha reportado que la producciéon
excesiva de *NO genera ataque a acidos grasos de membrana, mediado por la
sobreproduccion de ONOO- y, por ende, aductos de LPO con diversas
consecuencias neurolégicas, reflejadas por la pérdida de funciones motoras y
cognitivas [Banach et al., 2011]. Lo cual coincide con los resultados presentados en
este trabajo, en donde la concentracion de nitritos se incremento a partir de los 13
meses de edad en el grupo control y 10 meses de tratamiento en el grupo vehiculo.
Sin embargo, en el grupo tratado con resveratrol se previno la acumulacion (Fig.

16), lo que coincide con la disminucién de la LPO.

Los efectos benéficos del resveratrol descritos en la paradoja francesa se
enfocan primordialmente sobre enfermedades cardiovasculares, en donde se regula
al alza la produccién de *NO y la actividad de eNOS [Catalgol B, et al., 2012]. No
obstante, las intervenciones con resveratrol han reportado una regulacion variable
en funcion de su produccién y concentracion. El resveratrol presente en el vino tinto
ha exhibido una actividad antioxidante suficiente para proteger el hipocampo y, en
otros tejidos favorece la generacién de *NO. En primera instancia, los resultados de
nuestro biomodelo correspondientes al grupo resveratrol sugieren que este
compuesto regula a la baja la concentracion de *NO, desde los primeros meses de
la administracion, observandose este cambio de manera significative a partir del

mes 10 de tratamiento.
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El resveratrol y los flavonoides como quercetina y catequina han mostrado
efectos beneficiosos cuando su consumo es moderado. Los posibles mecanismos
por los cuales estos compuestos fendlicos podrian ejercer sus efectos protectores
incluyen sus capacidades de captacion de oxigeno y propiedades antioxidantes,
efectos inhibitorios sobre la cascada del acido araquiddnico, y la actividad de la
sintasa de oxido nitrico [Kim HK. et al., 1999]. Por lo que, estudios epidemiologicos
han demostrado que el consumo moderado de polifenoles se correlaciona
significativamente con una reduccion de la incidencia de degeneracion muscular
relacionada con la edad, como de la enfermedad de Alzheimer [Obisesan, et al.,
1998]. Adicionalmente, los estudios en animales in vivo han demostrado los efectos
protectores del resveratrol en varios modelos de neurotoxicidad [Orgogozo, JM et
al., 1997]. En conjunto, estos ultimos hallazgos plantean la posibilidad de que el
resveratrol y otros polifenoles puedan ser beneficiosos en la prevencion de
trastornos neurodegenerativos relacionados con la edad. Es probable que la
actividad antioxidante y secuestrador de ROS del resveratrol expliquen, al menos
en parte, su capacidad protectora y de rescate hipocampal, como muestran nuestros

resultados.

Por otro lado, diversos autores han descrito que, en el envejecimiento, las
enzimas antioxidantes como CAT, SOD, GPx, GST y GR sufren deterioro en cuanto
a expresion y actividad. En este contexto, se ha descrito el incremento progresivo
de *O2" en diferentes areas del cerebro de ratas incluyendo la corteza occipital,
parietal, temporal y el hipocampo durante el envejecimiento, enfatizando que esta
molécula es el precursor del H2O> mitocondrial y su asociacién con el progreso de
procesos inflamatorios, lesidon por reperfusion y envejecimiento [Duchesne, et al.,
1977]. Tsay et al. encontraron en ratas que a partir del primer mes y hasta los 12
meses de vida incrementa paulatinamente la actividad de catalasa, encontrando su
pico en dicho periodo, posterior a ello comienza a decrecer al menos hasta los 21
meses de vida [Tsay et al., 2000]. Por su parte, SOD ha mostrado el mismo

comportamiento a lo largo de la vida de roedores. En adicion, un analisis de
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interaccion Proteina-Proteina en la plataforma STRING se encontré que CAT tiene
relacion directa con proteinas involucradas en vias de los peroxisomas, la via de
FOXO vy vias de regulacion de la longevidad modulando enzimas como SOD y
segundos mensajeros como AKT. Tal relacién y la gran versatilidad funcional
intracelular de estas enzimas puede explicar la variacion en la actividad de ciertas

enzimas a lo largo de las diferentes edades evaluadas en este trabajo.

Sin embargo, la suplementacion y tratamiento con polifenoles son capaces
de modular la via de transcripcion del factor 2 relacionado con el eritroide nuclear 2
(Nrf2). Se ha demostrado que Nrf2 tiene un papel preponderante en la regulacién
del estado redox celular, ya que es encargado de modular la expresion de los genes
de enzimas detoxificantes y antioxidantes, incluidos SOD, GPx, GST y CAT
[Abdelfattah et al., 2019]. La regulacion al alza de los genes diana de Nrf2 confiere
una mayor proteccién a las neuronas ante el dafo oxidativo [Ighodaro et al., 2017].
El resveratrol es un activador directo del factor Nrf2, incrementando su translocacién
y la expresidn de las enzimas antes mencionadas, en particular de SOD y CAT. La
isoforma de esta enzima cuya traduccién se ve mas favorecida es la isoforma Mn-
SOD [Abdelfattah et al., 2019]. Nuestros resultados mostraron que, la actividad de
SOD en hipocampo se favorece tras 12 meses de administracion de resveratrol,
mientras que la actividad de CAT en hipocampo se incrementd tras 6 meses de

tratamiento con el polifenol (Fig. 17).

El funcionamiento adecuado de la via Nrf2 es indispensable para
contrarrestar el estrés oxidativo y proteger multiples 6rganos y células [Lu MC et al.,
2016]. Los estudios de desactivacion del gen Nrf2 en varios érganos, como pulmén,
higado, rindn y cerebro, han demostrado que la desregulaciéon de Nrf2 afecta
gravemente la sensibilidad al oxidante/ROS y predispone al sistema a varios
cambios patoldgicos con lesiones celulares aberrantes [Narasimhan, et al., 2016].
Farkhondeh et al., muestra el mecanismo por los cuales resveratrol activa al Nrf2,
al interactuar con los residuos de cisteina de proteina 1 asociada a ECH similar a

Kelch (Keap1) alterando la union con Nrf2, este se acumula en citoplasma y
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aumenta la translocacion al nucleo donde activa NRF2/ARE a través de la
estimulacién de las vias p38 MAPK y SIRT/ FOXO [Farkhondeh, et al., en 2020; Al
omairi Naif et al., 2018]. De esta manera, Nrf2 activa la transcripcién de los genes
antioxidantes y las principales enzimas desintoxicantes de fase Il [Hirotsu Y. et al.,
2012]. Existen varios grupos de genes dependientes de Nrf2 algunos de ellos
codifican proteinas que contribuyen al equilibrio redox celular, principalmente a
través de recursos de tiol endoégeno, estos incluyen enzimas que sintetizan o
regeneran glutatién, asi como enzimas que producen NADPH, un cofactor esencial

para recuperar tanto GSH como TRX de sus formas disulfuro.

Los genes regulados por Nrf2 desempefan una funcién critica en la
homeostasis redox basada en tiol al mantener los niveles de glutation, un importante
sistema antioxidante con funciones aditivas en el cerebro y garantiza un estado
reducido de tioles de cisteina [Paladino et al 2018]. EI GSH secretado por los
astrocitos sirve como base para la sintesis de GSH neuronal [Hertz, L., 2006]. Para
mantener las concentraciones neurales de GSH, los astrocitos captan glutamato.
En los astrocitos, el glutamato se convierte en glutamina mediante la enzima
glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2) [Hertz, L., 2006]. La glutamina es liberada por los
astrocitos y absorbida por las neuronas para convertirse nuevamente en glutamato;
este sistema se denomina ciclo glutamato-glutamina [Matés J., 2002]. El glutamato
es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, y en particular del hipocampo,
en donde juega un papel importante en la plasticidad neuronal y la neurotoxicidad
[Danbolt, NC., 2001]. La modulacion del glutamato extracelular determina sus
acciones fisiologicas y excitotoxicas. El principal mecanismo responsable del
mantenimiento de bajas concentraciones extracelulares de glutamato lo lleva a cabo
una familia de proteinas transportadoras de glutamato, que utilizan los gradientes
electroquimicos a través de las membranas plasmaticas como fuerzas impulsoras
para la captacion. Una gran variedad de trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, que
incluyen depresion, trastornos de ansiedad, esquizofrenia, dolor crénico, epilepsia
y enfermedades de Alzheimer y Parkinson, demuestran alteraciones

fisiopatoldgicas en el sistema glutamatérgico [De Almeida, et al., 2007].
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Dado que las células astrogliales son responsables de la captacion de
glutamato extracelular, se ha estudiado el efecto del resveratrol sobre el
metabolismo del glutamato en cultivos primarios, lineas celulares y cortes
histolégicos de hipocampo. Se ha demostrado en células astrogliales C6 que el
resveratrol aumenta la captacion de glutamato con dosis que oscilaron entre 0,1y
250 uM [Dos Santos, et al., 2006]. Posteriormente, de acuerdo con estos resultados,
se ha reportado que el resveratrol aumenta la captaciéon de glutamato tanto en
cultivos de astrocitos primarios como en cortes frescos de hipocampo. En todos los
estudios reportados el aumento de la captacién de glutamato fue de alrededor del
50% en comparacion con la condicion control, excepto por un efecto contrario
obtenido con la mayor concentracion de resveratrol (250 uM), que disminuyd la
captacion de glutamato en el cultivo celular primario, lo que indica un fenédmeno
hormético [Kouda, K. and Iki, M., 2012]. Dado que, el resveratrol aumenta la
captacion de glutamato por parte de los astrocitos, se han investigado los dos
destinos principales del glutamato en las células gliales: (1) la conversion de
glutamato en glutamina, midiendo la actividad de la enzima marcadora de astrocitos
glutation sintetasa (GS); y (2) la regulacion de los niveles de GSH [Westergaard, et
al., 1995].

El tratamiento con resveratrol aumenta la actividad de la enzima GS tanto en
células astrogliales C638, como en cultivos primarios de astrocitos, lo que indica un
papel importante en el ciclo glutamato-glutamina [Dos Santos, et al., 2006]. Los
niveles de glutamina estan relacionados con las variaciones redox celulares y se
han reducido bajo estrés catabdlico Matés, J., 2002]. Las ROS parecen ser un
modulador pleiotropico clave que puede estar involucrado en diferentes vias que
conducen a modificaciones de macromoléculas como proteinas y lipidos. La
actividad de la enzima GS se ve afectada por el estrés oxidativo, y el resveratrol
puede prevenir este efecto. Como la glutamina es una fuente importante de
glutamato, también ayuda a mantener los niveles de GSH tras lesiones en el SNC

[McKenna, MC., 2007]. En modelos de administracion de estreptozotocina
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intracerebroventricular se presenta una disminucion en los niveles de GSH, y el
resveratrol pudo restaurar la cantidad de este antioxidante, mostrando un
importante efecto in vivo en la demencia [Chow HH., et al., 2010]. El tratamiento con
resveratrol aumenté el GSH intracelular en cultivos de células astrogliales y cortes
de hipocampo [Quincozes-Santos, et al., 2009]. Sin embargo, bajo agresion
oxidativa, el resveratrol también muestra un efecto dual que depende de la condicion
redox del medio, similar al efecto observado con la captacién de glutamato. En una
agresion oxidativa intensa (1 mM H202) y aguda (30 min), el resveratrol evito la
disminucién de GSH inducida por H20>, pero después de 6 h de agresion oxidativa,
el resveratrol mostré un efecto prooxidante, potenciando la disminucién de GSH

[Quincozes-Santos, et al., 2009].

Nuestros resultados observaron un incremento en los niveles de glutatién
total desde los 8 meses de tratamiento tras la administracion de resveratrol,
mientras que los niveles de la especie reducida incrementaron significativamente a
los 14 meses de tratamiento y se redujeron los niveles de la especie oxidada desde
los 10 meses de tratamiento (Fig. 17A, 17C), lo cual es sugerente de la acciones
duales del tratamiento con resveratrol, ya que al actuar como antioxidante, evita la
deplecion de este sistema de defensa. Asimismo, el resveratrol puede mejorar la
actividad de las enzimas de reciclaje debido a un reacondicionamiento
citoplasmatico, pero también por actividad del Nrf2 que mantiene la expresion

proteica.

Se sabe que, las isoenzimas GST ejercen su actividad de neutralizacion de
compuestos reactivos mediante la conjugacién con el GSH. Destacandose la
isoforma GST-Mu debido a su regulacion a la baja en el tejido nervioso durante el
envejecimiento. Diferentes modelos de inducciéon de estrés han estudiado la
actividad total de GST, con especial énfasis en las variaciones de GST-Mu. Se ha
evaluado en estudios preclinicos la respuesta de diversas enzimas de fase Il, donde
en humanos tratados con 1 g/dia de resveratrol durante un periodo de 4 semanas,

si bien el efecto global fue minimo, los individuos que mostraron niveles mayores de
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la actividad de GST-Mu en linfocitos antes de la intervencion, con un incremento de
esta proteina. EI mecanismo sugerido de activacién del resveratrol de esta

expresion génica involucra la modulacion de la via MAPK [Sharma M., et al., 2002].

La administracion de 20 mg/kg de resveratrol durante cuatro semanas
determind una regulacién positiva de la actividad total de GST en el hipocampo de
un modelo de rata diabética, mientras que los analisis de western blot en el mismo
biomodelo muestran una mayor expresion génica en la diabetes sin tratamiento,
observandose con el tratamiento de resveratrol una regulacion positiva, la cual es
similar al requerimiento fisiolégico. No obstante, cabe destacar que la expresion
geénica sélo sugiere los niveles esperados de proteina, mas no siempre correlata su
actividad. Los niveles de ARNm, la cantidad y actividad de la proteina dependen de
diversos factores posteriores a la traduccién [Sadi and Konat, et al., 2015]. Nuestro
biomodelo tratado con resveratrol presentd una actividad de GST mayor que el
grupo control y vehiculo, con incrementos significativos desde los 6 y 8 meses de
tratamiento, respectivamente (Fig. 17E). Esto concuerda también con los hallazgos
en la literatura, donde la actividad de GST en nuestro grupo control se presume
incrementada ante un estimulo de estrés, con disminuciones progresivas con el
paso del tiempo. Los efectos de la administracion de resveratrol durante un periodo
de tiempo superior a los 16 meses no se han registrado, por lo que nuestro estudio
arroja nuevos datos sobre la actividad enzimatica del reciclaje del glutation cuando

el resveratrol es administrado de manera prolongada.

La actividad de GR durante el envejecimiento puede estar disminuida o no
presentar cambios. No obstante, las alteraciones en el estado redox pueden inducir
modificaciones en la actividad de la enzima. El bloqueo de la actividad de GR en
modelos de estrés inducido por D,L-butionina-S,R-sulfoximina (BSO) en células
astrogliales C6 se vio revertido ante la preincubacion con resveratrol, con
incrementos hasta del 16% por encima de los valores observados en el control. El
mecanismo se propone por regulacion de HO-1 via Nrf2, ya que la inhibicién de este

bloqued los efectos del resveratrol [Arus, et al., 2017]. Especificamente para el

81



hipocampo, los niveles de actividad de GR en un modelo rata con estrés por
inmovilizacién se vieron reducidos de forma significativa, caso contrario a lo
observado durante la administracion de resveratrol a dosis de 10 y 20 mg/kg bajo
las mismas condiciones de estrés. Cabe destacar que también se registré un mayor
numero de neuronas con el tratamiento de resveratrol tanto en la CPF como en HP
[Kalpana, T. et al.,, 2019]. En nuestro biomodelo, el grupo administrado con
resveratrol mostré incrementos estadisticamente significativos en la actividad de la
enzima desde los 4 meses de tratamiento (Fig. 17F); Mientras que, la activad de
GPx disminuy6 significativamente a partir del mes 6 de tratamiento con resveratrol,
lo que sugiere una menor produccion de H202 (Fig. 17D). En un modelo de ratones
con senescencia acelerada que se les administré resveratrol (25, 50, 100 mg-kg™-d-
) durante 8 semanas, se observé una mayor actividad de SOD y GPx en el
hipocampo. Los resultados mostraron que el resveratrol mejord significativamente
la capacidad de aprendizaje y memoria en la prueba del laberinto acuatico de Morris
y la coordinacién neuromuscular y la capacidad sensoriomotora en la prueba de la
cuerda floja, lo cual coincide con nuestros resultados [Liu, GS. et al., 2012].
Resultados similares se observaron en un modelo de obesidad, el cual es bien
conocido que incrementa el estrés oxidativo en la regién hipocampal, aunque la
administracion de resveratrol correspondié a 25 mg kg' por 3 semanas [Rege, et
al., 2013]. Bellaver et al. demostraron que en rata Wistar adulta y envejecida la
defensa antioxidante incrementa y, en particular la actividad de GPx disminuye tras

administrar resveratrol [Bellaver, et al., 2014].

Como se ha mencionado, el envejecimiento se asocia con una disminucién
progresiva en la conducta, la memoria y el aprendizaje, principalmente porque se
generan cambios a nivel del sistema nervioso central [Frick, 1994; Dickstein, 2013],
estos cambios incluyen modificaciones en los circuitos neuronales como:
disminucién del numero, diametro, longitud, ramificacion de las dendritas y densidad
de las espinas dendriticas [Isaev et al., 2018]. disminucion de la neurogénesis,
[Flores et al., 2016], disminucion en la neurotransmisién [Segovia et al., 2001;
Catani, 2013; Mostany, 2013; Dickstein, 2013; Zhang, 2011], reduccion del grosor
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de la substancia gris subcortical [Escobar, 2001] y finalmente una disminucién en el
peso y volumen cerebral [Flores et al., 2020]. Como ya hemos descrito
anteriormente la plasticidad cerebral cambia con el tiempo porque es altamente
vulnerable a modificaciones estructurales, quimicas y funcionales dependientes del
tiempo [Islam et al., 2017; Danka Mohammed et al., 2017; Baghel et al, 2017]. Estas
estructuras estan interconectadas por proyecciones glutamatérgicas y se alteran en

los trastornos neurodegenerativos.

Informes recientes sugieren que los cambios morfolégicos en el hipocampo
envejecido estan relacionados con procesos inflamatorios y un incremento en la
iINOS [Cianciulli, et al., 2021]. Tratamientos con moléculas antioxidantes como la
curcuma promueven el desarrollo del fenotipo microglial M2 de manera dependiente
de HO-1 para reducir la induccion de iNOS y, asi proteger las células microgliales
contra el estrés oxidativo generado en el envejecimiento [Parada et al., 2015]. Otro
estudio demostré que el resveratrol suprimio la expresion de ARNm de COX-2 e
iINOS en células microgliales BV2 estimuladas por acido lipoteicoico (LTA). Ademas,
los mismos autores demostraron que la curcumina reduce el estrés oxidativo y la
neuroinflamacioén en la microglia BV2 estimulada por LTA a través de la activacion
de los mecanismos citoprotectores HO-1/Nrf2/ARE [Yu, et al., 2018].

La pérdida gradual de la conectividad local debido al envejecimiento provoca
déficits cognitivos [Flores et al., 2016]. Las regiones del GD dada su capacidad de
neurogénesis en varias especies [Toda et al., 2018], CA3 por recibir informacion del
subiculo a través de la via perforante, asi como una conexion directa del GD a través
de fibras musgosas de las células granulares [Hainmuller and Bartos, 2020], y la
region CA1 por sus proyecciones generalizadas como nodo de salida clave del bucle
trisinaptico del circuito de memoria del hipocampo [Cenquizca et al., 2007] son
determinantes para la funcion hipocampal, y por ello se estudiaron en el presente
trabajo. La importancia de este circuito es que, si una de estas regiones se ve
alterada por el dafo celular se interrumpe la plasticidad en la sinapsis, o que

conlleva a una disminucion de liberacidon de neurotransmisores afectando la
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generacion de receptores NMDA cruciales para la memoria de contexto [Cravens et
al 2006].

Las neuronas estan continuamente sujetas a estrés metabdlico, idnico y
oxidativo que surge de su actividad electroquimica normal y de factores extrinsecos
que les imponen desafios bioenergéticos sistémicos, estrés fisico y psicoldgico.
Numerosas vias de sefializacion han evolucionado para responder al estrés celular
de forma adaptativa a fin de aliviar la amenaza inmediata, alertar a otras células
sobre la situacién estresante y reforzar las defensas contra futuros factores
estresantes. Los niveles de calcio son una senal importante que median la
adaptaciéon celular al estrés celular. La organizacién general de los circuitos
neuronales en todo el cerebro se basa en neuronas glutamatérgicas excitatorias con
arboles dendriticos elaborados y axones largos que forman sinapsis con otras
neuronas glutamatérgicas y con interneuronas GABAérgicas inhibidoras. La
integridad estructural y la integracion adecuada de las actividades sinapticas de
estos diferentes sistemas de neurotransmisores son necesarias para el
funcionamiento normal del cerebro. Durante el envejecimiento de este érgano, la
fidelidad de la actividad de la red neuronal dentro y entre las regiones del cerebro
se ve perturbada, en algunos individuos de forma relativamente sutil y en otros
patolégicamente. Los desequilibrios excitatorios ocurren en el cerebro que envejece

como resultado de la alteracion de la senalizacion GABAérgica [Porges, et al., 2015]

En este sentido el envejecimiento es un factor importante en la degradacion vy
muerte celular, el resveratrol mostré una neuroprotecciéon al disminuir
significativamente el numero de neuronas picnéticas en GD, CA3 y CA1, asi como
una menor fluorescencia roja indicativo de union del colorante NA en eucromatina
o degradacion de DNA caracteristico de la muerte celular (Fig. 19-22). EI ADN en
las mitocondrias y el nucleo es dafiado regularmente por ROS durante el curso
normal de la funcion celular y el envejecimiento, y en las neuronas, dicho dafo en
el ADN aumenta después de la actividad sinaptica excitatoria [Chow,et al., 2015].
En células sanas y jévenes, las bases de ADN dafadas se eliminan rapidamente y

se reemplazan con bases no danadas mediante las actividades coordinadas de las
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proteinas en las vias de reparacion del ADN que incluyen la recombinacién
homologa, la reparacion de desajustes, la reparacion por escision de nucledétidos y
la reparacion por escision de bases, los analisis de muestras de tejido cerebral de
humanos y roedores han documentado aumentos en la cantidad de ADN nuclear y
mitocondrial dafado, y reducciones en la expresién y/o actividades enzimaticas de
algunas proteinas de reparacion del ADN, durante el envejecimiento [Lu, T et al., ].
Este mecanismo explica porque no se mostraron diferencias en la muerte neuronal
en ratas jovenes con la tincion de NA, mientras que a edades mas avanzadas los
animales sufren muerte celular. Ademas, el tratamiento con resveratrol es capaz de
mejorar la capacidad cognitiva en animales tras mantener la integridad celular por
un incremento en la expresion de SOD y Bcl-2, y una disminucion significativa del
contenido de MDA, Bax y caspasa 3 activa en hipocampo [Zhang, et al., 2019], lo

que podria explicar la supervivencia celular mostrados en este estudio.

Estudios recientes han demostrado que el estrés oxidativo afecta
directamente las modificaciones epigenéticas de la cromatina que controlan cémo
se expresan los genes. Estos cambios pueden impulsar respuestas fisiologicas al
estrés oxidativo y facilitar la progresion de enfermedades, incluida la
neurodegeneracién [Kreuz & Fischle, 2016]. El estrés oxidativo puede reducir
directamente la metilacion del ADN al oxidarlo, aumentar la hidroximetilacién e
interferir con la unién de las metiltransferasas de ADN que producen el donante de
metilo S-adenosilmetionina [Chia et al., 2011; Thanan et al.,, 2014]. Las ROS
también pueden formar lesiones de ADN oxidadas al hidroxilar pirimidinas y 5-
metilcitosina, que pueden interferir con las senales epigenéticas de 5-
hidroximetilcitosina [Guillaumet, et al., 2017]. Ademas, las ROS altera las
modificaciones de histonas postraduccionales, que pueden cambiar la estructura de
la cromatina, la expresion génica, la estabilidad génica y la replicacién. Estos
efectos a menudo son indirectos, ya que las ROS afectan la eficiencia metabdlica,
reduciendo los niveles de metabolitos como acetil-CoA, Fe, NAD* y cetoglutarato
que son esenciales para las enzimas modificadoras de histonas [Guillaumet,et al.,
2017].
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En nuestro trabajo se hizo uso de la tincién con naranja de acridina, el cual
es un colorante catidnico selectivo de acidos nucleicos, interacciona intercaldandose
dentro de la de la molécula de ADN o por atraccion electrostatica en el ARN, cuando
esta asociado al ADN, el naranja de acridina presenta un maximo de excitacion a
502 nm y una emisién a 525 nm (en el verde). Cuando esta asociado al ARN, la
excitacion maxima deriva a 460 nm (en el azul) y la emisibn maxima a 650 nm (en
el rojo). Por lo tanto, este colorante tifie de verde a las células con ADN intacto, y
de naranja a las que estan en proceso de degradacién de ADN [Lopes, et al., 2001].
Los resultados de este estudio mostraron que durante el envejecimiento disminuye
progresivamente la viabilidad celular de manera significativa a partir de los 10 meses
de tratamiento, el naranja de acridina evidencio que la transicion a la muerte celular
ocurre en los grupos control y vehiculo, manteniendo a las células neuronales de
los grupos con resveratrol, por lo tanto se sugiere que el resveratrol ayuda a regular

los mecanismos de dafio oxidativo asociados a la edad en las células hipocampales.
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9. CONCLUSION

Los resultados demostraron que la suplementacién crénica en una dosis de
10 mg/kg resveratrol genera un efecto protector de las células hipocampales en

ratas macho de la cepa Wistar, ya que:
» Previene el dafo fisiolégico caracteristico del envejecimiento; por lo que
podria mejorar la esperanza de vida, el desempeno cognitivo en la memoria

de corto y largo plazo.

» Evita el estrés oxidante hipocampal; al disminuir moléculas oxidantes y

mejorar la actividad enzimatica antioxidante

» Disminuye el dafo celular y muerte celular en las subregiones CA1, CA3 y

GD del hipocampo.

Este trabajo nos permite incrementar el conocimiento del papel del resveratrol como

una molécula neuroprotectora, la cual previene el proceso de neurodegeneracion.
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