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RESUMEN

El envejecimiento es un proceso dinamico caracterizado por un declive y deterioro
progresivo de las funciones fisiolégicas producto del dafio celular. Es considerado
el factor de riesgo mas importante para la aparicion de enfermedades que afectan
la calidad de vida, entre las que destacan trastornos cardiovasculares,
enfermedades respiratorias cronicas, diabetes y patologias renales, neoplasias,
alteraciones neuronales, entre otros. El estrés oxidativo conforma una de las teorias
explicativas mas relevantes del envejecimiento, bajo la premisa de las alteraciones
generadas por especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS) en las
biomoléculas. Para la evaluacion del estado redox, se han establecido diversos
biomarcadores que en su conjunto determinan si existe un desbalance entre el dafio
producido en un tejido determinado y la neutralizacién por los sistemas de defensa
antioxidante. A este respecto, diversas estrategias han surgido con la intencién de
reducir el impacto fisiolégico negativo del estrés derivado del envejecimiento, entre
las que destacan el uso de moléculas antioxidantes. La corteza prefrontal (CPF) es
la zona mas desarrollada del cerebro humano, sobre la que recaen las funciones
cognitivas superiores. El estrés generado en el envejecimiento conduce a
alteraciones en la funcion y morfologia de la CPF, conllevando alteraciones de la
conducta y la memoria. Investigaciones sugieren que el uso crénico de moléculas
antioxidantes como el resveratrol favorece el mantenimiento del balance redox de
la CPF. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto del resveratrol sobre el
balance redox durante el envejecimiento de la CPF en ratas Wistar macho. Se
utilizaron 135 ratas macho de la cepa Wistar, que fueron divididas aleatoriamente
en 3 grupos: control, vehiculo (etanol al 7.5%) y resveratrol (etanol al 7.5% + 10
mg/kg/d de resveratrol). Los periodos de administracién evaluados fueron cada 2
meses, por 18 meses. Se realizaron en CPF pruebas bioquimicas y enzimaticas
para la evaluacion de marcadores de dafio oxidativo (\NO, MDA, 4-HNE), la funcion
antioxidante (SOD, CAT, GPx) y el sistema de glutation (GT, GSH, GSSG, GST,
GR). Los resultados mostraron que el envejecimiento favorece elincremento de *\NO
y un pico maximo de acumulo de MDA y 4-HNE a los 10 meses de tratamiento.

Asimismo, se observaron disminuciones en los niveles de actividad de SOD, CAT y

11



GPx. Los niveles de glutatién total y reducido (GSH) fluctuaron durante todo el
periodo de intervencién, manteniendo un indice redox prooxidante. El resveratrol
administrado con vehiculo promovio la disminucion de los niveles de *NO y el
mantenimiento de los niveles de MDA y 4-HNE con un patrén similar al del grupo
control. Los niveles de actividad de SOD y GPx se vieron incrementados hacia el
final del tratamiento, asi como los niveles de glutation total y GSH, observandose
un indice rédox antioxidante hacia los 16 meses de tratamiento. En conclusion, en
la CPF, el proceso de envejecimiento registrd6 modificaciones y adecuaciones del
sistema redox para prevenir en la medida de lo posible la neurodegeneracion. La
administracion cronica de resveratrol en una dosis de 10mg/kg previno la
sobreproduccién de *NO y de lipoperoxidacion en la CPF, mejorando la actividad de
las enzimas detoxificantes SOD, CAT y GPx y conservando el sistema glutation con

un mayor impacto en la etapa de la vejez tardia.
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1. INTRODUCCION

1.1 Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso dinAmico y cronolégico que se caracteriza
por un minimo, pero constante dafio celular, un declive funcional gradual y un
deterioro progresivo de las funciones fisioldgicas, que eventualmente resultan en la
disfuncion tisular y en el incremento de la susceptibilidad de un organismo a
diferentes enfermedades (1,2). La definicion del envejecimiento normal, sus
caracteristicas y su trayectoria, son clave para la evaluacion de sus causas, para
establecer el periodo 6ptimo de una intervencion y contrastar con precision las

distinciones con el envejecimiento acelerado (3).

Aunque las caracteristicas generales varian en funcion de la especie, entre
los efectos sistémicos mas importantes registrados como consecuencia del
envejecimiento se citan los cambios en la composicion corporal (variaciones en el
peso y en el tejido graso y muscular, acumulacibn de grasa visceral,
desmineralizacion 6sea), desbalances en la produccién y utilizacién de energia
(reduccion del pico de consumo de oxigeno, fatiga, pérdida de autonomia),
desregulacion homeostatica (desbalance hormonal y de mediadores inflamatorios,
alteracion del balance rédox, desregulacion del metabolismo de micronutrientes),

neurodegeneracion y neuroplasticidad (4).
1.2 Implicaciones del envejecimiento

Ante una ola creciente de adultos mayores en todo el mundo que abarca mas
de una generacion y el envejecimiento rapido de algunas naciones, las necesidades
de salud publica, servicios en el hogar y entornos comunitarios se han vuelto mas
demandantes (5). En México, la transicion epidemiolégica ha visto un incremento
marcado de la esperanza de vida, con un promedio de 59.9 afios en 1970, y un
aumento a 75.2 afos registrado en 2020. Asimismo, el porcentaje de la poblacion
correspondiente alrango de edad de 60 afios 0 mas se incrementd de un 6.2% a un
11.3% (6).
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El envejecimiento es el factor de riesgo mas importante para la aparicion de
enfermedades que limitan la vida uatil (7). Se han logrado identificar hasta 92
enfermedades relacionadas con el envejecimiento, que corresponden a trastornos
cardiovasculares, enfermedades respiratorias cronicas, diabetes y patologias
renales, lesiones, neoplasias, alteraciones neuronales, entre otros (8). De acuerdo
con las estadisticas, la aparicion de estos padecimientos es responsable de la
pérdida de afios de vida reales y efectivos, afectando directamente la prosperidad
econdmica, el tamafio y la mano de obra de los paises cuya poblacion ha envejecido

abruptamente (9).

Entre las enfermedades neurodegenerativas, la enfermedad de Alzheimer y
la enfermedad de Parkinson son las mas comunes asociadas a la edad,
caracterizadas por manifestaciones clinicas tardias: deterioro de la memoria,
problemas de orientacién y dificultades de desempefio (7). Sin embargo, cabe
resaltar que la salud fisica, y particularmente la salud mental, se encuentran
determinadas tanto por factores genéticos como por el estilo de vida adoptado en

las primeras décadas de la vida (10).
1.3 Teorias sobre el origen del envejecimiento

La complejidad de los mecanismos biolégicos asociados al envejecimiento
ha dado lugar al surgimiento de teorias explicativas que intentan dilucidar los
cambios progresivos de los sistemas fisiolégicos con la edad (11). Varias de estas
teorias se han postulado con fundamento en cambios moleculares basicos,
conocidos como sellos distintivos del envejecimiento, que pueden ser producidos
por el ambiente (externo e interno) y/o por procesos genéticos (12). De acuerdo con
el enfoque, se dividen en teorias estocasticas y no estocasticas. La principal
diferencia entre ambas radica en que las primeras tienen como eje central la
acumulacion de lesiones producidas por el ambiente, y las segundas contemplan la
interaccion conjunta de la genética y el entorno. A continuacion, se muestran las

diferentes teorias establecidas con su respectivo fundamento (Tabla 1) (13).

Los sellos distintivos del envejecimiento contemplan tres grandes categorias:

el conjunto primario (causantes del dafio), que incluye la inestabilidad gendémica, el
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desgaste de los telomeros, alteraciones epigenéticas y pérdida de proteostasis; el

conjunto antagonista (responsables del dafio), que contempla la deteccion de

nutrientes desregulada, la disfuncibn mitocondrial y senescencia celular; y el

conjunto integrativo (responsables del fenotipo), abarcando el agotamiento de las

células madre y la alteracion de la comunicacién intercelular. De esta manera se

determina el fenotipo del envejecimiento (12).

Tabla 1. Teorias del origen del envejecimiento

ESTOCASTICAS

Teoria de mutaciones

La exposicién a radiacion subletal (normal) reduce la

somaticas esperanza de vida por destruccion de biomoléculas (13).
Teoria  del error- | La perpetuacion de errores en la sintesis proteica
catastrofe desencadena la produccién aberrante (13).

Teoria de la reparacion
del ADN

El nimero de replicaciones del ADN determina el
periodo de vida de una especie y la cantidad de

mutaciones en el mismo (13).

Teoria de la rotura de

los enlaces quimicos

La modificacion de biomoléculas proteicas por rotura de
enlaces genera cambios en el metabolismo celular,

afectando los procesos fisiolégicos normales (13).

Teoria de la

glicosilacién avanzada

Los enlaces cruzados entre glucosa y diversas
proteinas (como el coldgeno) ocasionan el deterioro

funcional (13).

senescencia

programada

Teoria del estrés | Los radicales libres (RL) reaccionan con biomoléculas y
oxidativo ocasionan alteraciones degenerativas (13).

NO ESTOCASTICAS
Teoria de la | La programacion genética de las células determina su

vida util y su muerte (13).

Teoria de los telémeros

El acortamiento de los teldbmeros con el declive de la

actividad de la telomerasa resulta en la desaparicion de
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los genes encontrados en esa region (asociados al

envejecimiento) (13).

Teoria neuroendocrina | La disminucion de la produccion hormonal del eje
hipotalamico-pituitario-adrenal desencadena problemas

metabdlicos que conducen al envejecimiento (13).

Teoria inmunoldgica La disminucion de la respuesta inmunoldgica ocasiona una

reduccion de la resistencia a procesos patolégicos (13).

1.4 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como un desbalance entre oxidantes y
antioxidantes a favor de los primeros, que conduce a una disrupcion de la
sefalizacion rédox y favorece el dafio molecular (14). De acuerdo con la duracion
de este, puede clasificarse como agudo o cronico. En relacion con sus
caracteristicas, el estrés de origen ambiental y el nutricional se categorizan dentro

de los de tipo crénico (15).

Durante las reacciones de Oxido-reduccion del metabolismo de los
organismos aerébicos, se generan ciertas moléculas conocidas como radicales
libres (RL), que poseen un enorme rango de reactividad y de naturaleza quimica,
siendo algunas mas estables que otras. Existen dos grupos importantes de RL que
se distinguen entre si por el elemento que se encuentra mas reactivo: el oxigeno,
gue da lugar a las especies reactivas de oxigeno (ROS), y el nitrdgeno, que origina
las especies reactivas de nitrogeno (RNS) (14).

La presencia de ROS y RNS en niveles reducidos favorece la realizacion de
procesos fisioldgicos vitales. Sin embargo, al existir una sobreproducciéon de estas
especies, se puede dar lugar a interacciones con biomoléculas altamente sensibles
gue a su vez suelen tener menor capacidad de reparacién, como las proteinas,
acidos grasos, ADN, entre otras, activando los procesos asociados al
envejecimiento como la senescencia celular (1,16). La senescencia surge como uno
de los mecanismos de eliminacién de dafio cuya finalidad es la regeneracion de los

tejidos, propésito que se ve interrumpido durante el envejecimiento debido a las
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deficiencias en la eliminacién de las células senescentes (17). La célula senescente
exhibe un comportamiento fenotipico caracterizado por la secrecion de
interleucinas, quimiocinas y factores de crecimiento, enzimas degradantes
(metaloproteinasas), proteinas insolubles y componentes de la matriz extracelular
(18).

Por otro lado, las alteraciones mitocondriales son consecuencia del estrés
derivado del envejecimiento, debido a que este organelo se encuentra involucrado
en procesos de metabolismo, produccidon de energia, homeostasis intracelular y
equilibrio del calcio, asi como en procesos de sefalizacion y apoptosis celular,
constituyendo el sitio principal de sintesis de ROS en mamiferos (19). La
acumulacion de dafio y la alteracion de la integridad del ADN mitocondrial, que se
traduce en desacoplamiento de proteinas, fuga de protones, dafio a lipidos de la
membrana mitocondrial como la cardiolipina, errores de replicacion y disminucion
de factores de transcripcion, trae como consecuencia una disminucion de la
disponibilidad de energia y un incremento de produccion de ROS, lo que favorece

el envejecimiento temprano y la neurodegeneracion (20,21).
1.5 Marcadores oxidativos

La asociacion del estrés oxidativo con el envejecimiento y el estado
patolégico ha fomentado la busqueda de marcadores para la evaluacion del estado
rédox biolégico (22). Gran parte de los estudios utilizan las modificaciones inducidas
por las diferentes especies reactivas y la funcion antioxidante para establecer su

parametro de evaluacion (23).
1.5.1 Oxido Nitrico (*NO)

El 6xido nitrico es un radical libre relativamente estable presente tanto en el
espacio intracelular como extracelular, cuya biosintesis se produce a partir de L-
arginina por accién de la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS) en sus tres isoformas:
endotelial (eNOS), inducible (iNOS) y neuronal (nNOS) (Figura 1). En condiciones
fisiolégicas, el *NO cumple, ademas de otras funciones, un papel como mensajero,

funcionando como neurotransmisor colinérgico no adrenérgico en el sistema
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nervioso. También es encargado de mediar la contractilidad del muasculo
esquelético, asi como del musculo liso en la perfusion cerebral, gastrointestinal,

urogenital y respiratoria (24,25).
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Figura 1. Sintesis de *NO a partir de L-arginina [Tomado y modificado de Bruckdorfer, 2005].

La inactivacion oxidativa del *NO, que suprime sus funciones fisioldgicas,
ocurre con la reaccion con el anion superoxido (*O,”), donde se da lugar al
peroxinitrito (ONOQO7), un isémero estructural inestable del nitrato (NO3) capaz de
inducir muerte celular (26). Su alta reactividad le permite interactuar con moléculas
como aminoacidos (cisteina, metionina y triptéfano), iones metalicos, proteinas y
cofactores, alterando la estructura tridimensional, induciendo pérdida de funciones

e inactivacion enziméatica (27).
1.5.2 Productos de lipoperoxidacion

Dentro de la categoria de los parametros que miden la evidencia del impacto
directo de las ROS en los sistemas bioldgicos, los productos finales de la oxidaciéon
de lipidos son los mas utilizados. El acido linoleico y araquidonico, dos acidos
grasos en cuya estructura se destaca la presencia de dobles enlaces insaturados,

son los objetivos mas importantes de la reaccidn en cadena conocida como
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lipoperoxidacion lipidica, cuya iniciacion se produce cuando un radical
principalmente el radical hidroxilo (HO*) catalizan la sustraccion de un atomo de
hidrégeno, dando como resultado la formacion de un radical de carbono altamente
reactivo con el oxigeno. El producto final de la reaccion con el oxigeno es un radical

peroxilo lipidico (26,27).

La propagacion de la reaccion a lo largo de la membrana celular como
mecanismo de estabilizacion conduce a la formacion de hidroperoxidos y reactivos
intermedios, que incluyen una variedad de diferentes aldehidos, alcanos y alquenos,
tales como el malondialdehido (MDA), y 4-hidroxi aldehido (4-HDA), también

conocido como trans-4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (28).
1.5.2.1 Malondialdehido (MDA)

Derivado principalmente del acido araquidénico y de acidos grasos de
cadena larga (PUFA) mas grandes, el MDA es un producto final estable y permeable
capaz de regular varias vias de sefalizacion. Su generacion puede darse mediante
procesos enzimaticos (donde se ven involucradas la ciclooxigenasay la tromboxano
A2 sintasa para la produccion de prostaglandina H2 y tromboxano A2,
respectivamente), y no enzimaticos (mediante la formaciéon de endoperdxidos
ciclados en la membrana celular, proceso que es dependiente de RL) (Figura 2)
(29).

La formacion de los principales aductos de MDA, que también tiene lugar bajo
condiciones de peroxidacion basal, ocurre durante la interaccién con proteinas,
gracias a su capacidad de reaccionar con los grupos amino de los residuos de lisina,
y con el ADN, donde el blanco principal es la desoxiguanosina (28). Por tanto, su
deteccién permite estimar el nivel de peroxidacion lipidica producida bajo diversas

condiciones.
1.5.2.2 4-Hidroxialquenal (4-HNE)

El 4-HNE es un aldehido toxico derivado especificamente de acido linoleico,

acido araquidonico y acido 15-hidroperoxi araquidonico, cuya vida media es larga 'y
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gue cuenta con una gran reactividad y capacidad de difusion, estableciendo enlaces

covalentes con moléculas de importancia biol6gica (29).
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Figura 2. Mecanismos de produccion de MDA [Tomado y modificado de Ayala, et al., 2014].

Debido a sus funciones sobre la sefializacion y expresion génica, asume un
papel dual con respecto a las concentraciones en las que se encuentra: a bajas
concentraciones ejerce un papel fisioldégico al inducir acciones antioxidantes, pero
a concentraciones altas surge su papel citotoxico al promover la progresion de

diversas enfermedades y la muerte celular. En las enfermedades
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neurodegenerativas cobra importancia debido a las modificaciones proteicas que se

asocian a sus interacciones, como la nitracién (29).

Al igual que el MDA, su formacion surge a partir de procesos enzimaticos y
no enzimaticos, involucrando la oxidacion del acido linoleico y araquidénico por
lipooxigenasas, y la generacion de hidroperoxidos de membrana dependiente de

RL, respectivamente (30).

Su detoxificacion utiliza dos rutas, correspondientes a la concentracion en la
gue se encuentra en el tejido: a bajas concentraciones, ocurre la conjugacion con
glutation reducido (GSH) y reduccion/oxidacion por la alcohol deshidrogenasa
(ADH) con la produccion de glutationil-HNE (GSH-HNE); a niveles moderados,
ocurre la oxidacion por la aldehido deshidrogenasa (ALDH) con produccion de
metabolitos biotransformables por el citocromo P450 mitocondrial, como el 9-
hidroxi-HNA; a niveles altos de estrés, el metabolismo estd mediado por ADH con
generacion del alcohol 1,4-dihidroxi-2-noneno (DHN) (Figura 3) (29, 30).
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Figura 3. Mecanismos de produccion y metabolismo de 4-HNE [Tomado y modificado de
Zhongy Yin, 2014].
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1.6 Envejecimiento cerebral

El envejecimiento cerebral fisiologico comienza a los 40 afios, asociado con
cambios en los patrones de activacion y conectividad neuronal (31,32). El cerebro
es especialmente susceptible al estrés oxidativo. De manera fisiolégica, se trata de
uno de los 6rganos que reporta el mayor consumo de oxigeno, demandando mas
de un 20% de la basalidad para el mantenimiento de las neuronas y su red sinaptica.
Aunado a esto, varios de sus procesos biolégicos vitales, como la sintesis de
neurotransmisores, el crecimiento de células progenitoras del hipocampo, la
generacion de rutas axonales y la sefalizacion dependiente de calcio, estan

intimamente ligados con la presencia o produccion de ROS (33, 34).

Conelaumento de la edad, las neuronas son mas sensibles a la acumulacion
de dafos oxidativos y de mitocondrias defectuosas y las capacidades funcionales
del cerebro sufren un declive progresivo, con afectaciones en la memoria, el
razonamiento conceptual y la velocidad de procesamiento (31, 33). Entre las
caracteristicas especificas de los cuerpos neuronales que contribuyen a su
susceptibilidad, es que estan enriquecidos con &cidos grasos poliinsaturados
facilmente oxidables, ademéas de contar con la presencia de iones metalicos y una
menor actividad antioxidante en comparacion con otros tejidos, lo que contribuye a
la pérdida del balance rédox. De acuerdo con el nivel de sensibilidad, ciertas

poblaciones neuronales serdn mas susceptibles a sufrir dafio celular o muerte (35).

Es asi como, ante un proceso de estrés crénico, comienzan a observarse
diversas alteraciones en la estructura cerebral (15). Un cerebro envejecido presenta
caracteristicas variables entre individuos, aunque se tienen como factores comunes
la acumulacion anormal de proteinas, carbohidratos o lipidos entrecruzados, limite
de fluidos, distrofia sinaptica, pérdida de neuronas, adelgazamiento cortical y
pérdida de volumen. Una de las regiones cerebrales mas afectadas y sensibles a la

neurodegeneracion es la corteza prefrontal (35-37).
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1.7 Corteza prefrontal

La corteza prefrontal es un &rea del cerebro ubicada en el I6bulo frontal, cuya
composicién anatomica y funcional es muy heterogénea. Es la estructura mas
desarrollada del sistema nervioso humano, ya que en ella recae la funcién cognitiva
superior (funciones ejecutivas). Estas funciones estan conformadas por habilidades
mentales de alta complejidad ligadas a los impulsos, emociones, conducta,

flexibilidad cognitiva, planeacion y organizacion, entre otras (38).

Debido a ello, un dafio en esta region puede generar una gama muy amplia
de sintomas (algunos muy marcados, otros leves o incluso imperceptibles,
relacionados a las funciones ejecutivas) como en ninguna otra estructura cerebral
(39). Las conexiones de la corteza prefrontal se extienden hasta otras areas
corticales, el talamo, el hipotalamo y el cuerpo estriado. Las capas que la conforman
se distinguen por tipo, densidad y organizacién de sus células (Tabla 2); de esta
manera, se establecen 6 capas (Figura 4) enumeradas en orden ascendente desde

la superficie externa hacia el interior (40):

Tabla 2. Conformacién celular de la corteza

Nombre Conformacién celular

1. Capa molecular o Fibras nerviosas procedentes de células

plexiforme piramidales y fusiformes.
2. Capa granulosa Ceélulas piramidales y estrelladas.
externa

3. Capa piramidal externa Células piramidales.

4.Capagranulosainterna Células estrelladas.

5. Capa ganglionar o Células piramidales, células estrelladas, células de
piramidal interna Martinotti.

6. Capa multiforme Células fusiformes, células piramidales

modificadas, células de Martinotti.
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Figura 4. Capas de la corteza cerebral y distribucién neuronal (Tomado de Snell, 2014).
1.8 Impacto del envejecimiento en la funcién de la corteza

Durante el envejecimiento, surgen una serie de deficiencias selectivas en la
plasticidad morfolodgica en el area correspondiente a la corteza prefrontal, teniendo
como consecuencia que la capacidad para llevar a cabo las funciones cognitivas y

la toma de decisiones se vea comprometida (41).

La exposicién al estrés crénico altera la funcion y la morfologia neuronal de
la corteza prefrontal, produciendo atrofia neuronal selectiva. En modelos animales,
se ha sugerido que en un desbalance oxidativo persistente induce un incremento en

la oxidacién del ADN/ARN de las neuronas de esta region, especialmente las células
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piramidales, conllevando a alteraciones de la conducta (42). Se ha observado
también un acortamiento de las dendritas apicales en ambos hemisferios ante

condiciones de estrés cronico y envejecimiento (41).

Por otro lado, con el aumento de la edad la expresion génica relacionada al
funcionamiento sinaptico se encuentra regulada de forma negativa, afectando los
procesos de neurotransmision y los elementos que lo modulan. Genes que codifican
marcadores de diversas interneuronas como las GABAérgicas, asi como otros
involucrados en la plasticidad se encuentran regulados a la baja (37). En estudios
postmortem de la corteza prefrontal se han identificado al menos 540 genes que
presentan cambios progresivos en su expresion durante el envejecimiento, sin
asociarse a la presencia o ausencia de un diagnéstico psiquiatrico previo,

diferencias de género, aspectos demograficos, clinicos o experimentales (43).
1.9 Estrategias antienvejecimiento

En la actualidad, existen diferentes enfoques y estrategias antienvejecimiento
con el objetivo de favorecer la salud en la vejez. La variabilidad de estas incluye
procedimientos nuevos en etapa de evaluacion como el aumento de la autofagia,
eliminacion de células senescentes mediante el uso de senoliticos, terapia con
células madre y transfusién de sangre joven, asi como procedimientos menos
invasivos como el ayuno intermitente, la restriccion caldrica, el ejercicio fisico y la

ingesta de antioxidantes (44).

Con la aceptaciéon de la teoria del envejecimiento por estrés oxidativo, la
suplementacion de antioxidantes naturales o sintéticos se volvid una terapia
prometedora bajo la premisa de reducir los niveles de RL durante la vejez (45). La
nutricion y las caracteristicas de la dieta (calidad, proporcion, equilibrio), han
recibido especial atencién con respecto a su contenido en antioxidantes exégenos
gue pueden contrarrestar la disminucion progresiva de la eficacia de los sistemas

antioxidantes endégenos producto del envejecimiento (44, 15).

Un compuesto bioactivo es una molécula esencial o no esencial que forma

parte de la naturaleza, que puede adquirirse mediante el consumo de alimentos y
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posee una actividad biol6gica que provee beneficios a la salud (46). La
administracion farmacéutica de determinados compuestos bioactivos ha mostrado
tener potenciales efectos positivos sobre el funcionamiento cognitivo y el
mantenimiento cerebral (47). Entre los antioxidantes mas utilizados en ensayos
clinicos contra destacan la vitamina C, vitamina E, curcumina, hidroxitirosol,

coenzima Q10 y resveratrol (45).
1.10 Antioxidantes

Como definicidon, un antioxidante es una molécula natural o sintética que,
cuando se presenta en bajas concentraciones en comparacién con el sustrato
oxidable, posee la capacidad de retrasar o inhibir la oxidacién de esa molécula,
impedir la formacion de RL y detener su propagacion mediante diferentes

mecanismos (48).

Como ya se ha mencionado, ante un incremento de la produccion de ROS
gue es detectado por tejidos y células, se activan procesos de defensa interna
multiple para eliminarlos y evitar la oxidacion de sustratos. Este sistema de
proteccion del organismo comprende de enzimas y captadores de ROS no
enzimaticos que mantienen un estado de equilibrio rédox saludable (16). Ademas
de los antioxidantes que el cuerpo humano produce de forma fisiologica, estas
moléculas también pueden obtenerse de fuentes externas (naturales, mediante los

alimentos, o sintéticos) (49).
1.11 Sistema antioxidante endégeno

Los antioxidantes enddgenos pueden actuar cediendo sus electrones para
lograr la estabilizacién de los radicales libres, minimizando el dafio causado por
estos, y contribuyendo a la recreacion de otros antioxidantes; se incluyen en este
grupo las enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation

peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GR) y glutation transferasa (GT) (49).
1.11.1 Superoxido dismutasa.

La superoxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima localizada en diversos

compartimentos de células eucariotas y algunas procariotas. Se distinguen tres
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isoformas que se diferencian entre si por su ubicacion y por los minerales utilizados
como cofactores: SOD1 (Cu-Zn-SOD), localizada en citosol y en la intermembrana
mitocondrial; SOD 2 (Mn-SOD), ubicada en la matriz mitocondrial y la membrana
interna; y SOD3 (Cu-Zn-SOD), ubicada en el compartimiento extracelular. Su
reacciobn se basa en la catalizacion de la conversion del radical libre anion

superoxido (*O27) en perdxido de hidrogeno (H202) y oxigeno molecular O (50).
1.11.2 Catalasa

La catalasa (CAT) es una enzima presente en organismos aerébicos y
expresada en gran parte de las células y tejidos. Comprende 3 isoformas
diferenciadas por su secuencia y estructura: catalasa monofuncional (la mas
abundante y que contiene un grupo hemo), catalasa-peroxidasa bi-funcional (menos
abundante), y catalasa en cuya estructura no existe el grupo hemo. Su reaccion
constituida por dos pasos se basa en la descomposicion de dos moléculas de
peroxido de hidrégeno en una molécula de oxigeno y dos moléculas de agua (51,
52).

1.11.3 Glutatién peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es una selenoproteina que funciona como
agente reductor de peroxidos. Su ciclo catalitico involucra primero la reaccion de la
molécula de glutation reducido (GSH) con un &cido 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 reduccién del peroxido
(53).

1.11.4 Glutatién-S-Transferasa

La glutation-S-transferasa (GST) que cuenta con cuatro isoenzimas y que
participa en diversas reacciones de conjugacion de fase 2, debido a que gran parte
de sus sustratos son xenobiéticos o productos del estrés oxidativo. Debido a esto,
una de sus funciones principales es la catalizacion del GSH con una gran variedad

de compuestos electrofilicos (54).
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1.11.5 Glutation reductasa

La glutation reductasa (GR) es una enzima esencial involucrada en el
reciclaje del glutatién, transformando la forma oxidada de este compuesto de vuelta
a su forma reducida. Por esta razdn, su distribucién sigue la tendencia de
acumulacion en regiones celulares de alto flujo de electrones, por lo que se localiza

en citoplasma y dentro de organelos (mitocondria y nacleo) (55).
1.12 Antioxidantes exdgenos

Ante la gran variedad de antioxidantes exdégenos no enzimaticos, los
fitoquimicos destacan por ser un grupo de moléculas ligadas al metabolismo
secundario de las plantas que han sido probados tanto en animales como en células
humanas, mostrando cierta actividad biolégica con potencial para su aplicacion

farmacéutica (56).

De entre todos los grupos de fitoquimicos, los polifenoles se han perfilado
como compuestos naturales a los que se les atribuyen una amplia variedad de
efectos beneficiosos en el ser humano contra diversas patologias fuertemente
asociadas al envejecimiento y al incremento de ROS, como las enfermedades
cardiovasculares, obesidad, diabetes, sindrome metabdlico, cancery enfermedades
neurodegenerativas, contribuyendo a la mejora de la capacidad cognitiva del

cerebro durante el envejecimiento (56, 57).

Entre las generalidades de su mecanismo antioxidante, los polifenoles actdan
directamente en el rompimiento de las reacciones de cadena de los RL sobre los
lipidos membranales. Esta capacidad de intervencion se debe a dos caracteristicas
guimicas especificas: a la presencia de grupos OH reductores y a la estabilidad de
la molécula conferida por la estructura aromatica, que favorece el fenémeno de
resonancia de los radicales. La adsorcién de los polifenoles en la superficie de
membrana implica una mayor cercania a los RL, permitiendo su eliminacién. Con
relacion a las proteinas, los polifenoles interactian con los residuos de prolina, y
son capaces de provocar la union de factores de transcripcion al ADN,

modificaciones enzimaticas y otros efectos biolégicos (58).
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Los mecanismos que involucran la activacion de factores de transcripcion
incluyen la via mediada por el factor eritroide 2 nuclear (Nrf2), cuya sefializacion
involucra la inactivacion de la proteina cinasa activada por mitdgenos (MAPK),
enzima que participa directamente en las respuestas celulares a estimulos mediante
la translocacion y transcripcién de otros factores al nicleo, como PPAR-a (Figura 5)
(59).
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Figura 5. Mecanismos de regulacion transcripcional de polifenoles (Tomado y modificado de Li, et
al., 2018).

29



1.13 Resveratrol

El resveratrol, cuyo nombre quimico de acuerdo con la nomenclatura
organica corresponde a trans-3,5,4-trihidroxiestilbeno, es una molécula de origen
vegetal perteneciente al grupo de los polifenoles (estilbenoide); su estructura posee
dos anillos de fenol unidos entre si por un puente de estileno (Figura 6). También
se le puede clasificar dentro de la subclase de las fitoalexinas por su capacidad de
inhibir el progreso de ciertas infecciones (60). Es producidoy liberado por las plantas
como medio de proteccién y posee actividad antimicrobiana. En vertebrados ha
mostrado diversos efectos incluyendo antiinflamatorio, antiapoptotico, antiobesidad,
anticanceroso neuroprotector y un potente agente antioxidante. De forma natural,
es comun encontrarlo formando glucésidos (unido a azlUcares simples), en la piel y
en las semillas de las uvas rojas, las bayas, los arandanos, la grosella, los
cacahuates, el vino, entre otros. Debido al proceso de maceracion de la uva donde
la piel y semillas liberan su contenido de polifenoles, y al alcohol producido durante
la fermentacion que al mismo tiempo favorece su solubilidad y extraccion, el vino

tinto es mas rico en resveratrol (61, 62).

OH
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OH OH
OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 6. Estructura quimica del trans-resveratrol y el cis-resveratrol

Entre las generalidades quimicas del resveratrol se destaca la presencia de
sus dos isbmeros, uno en forma cis y otro en forma trans, de los cuales a este ultimo
se le atribuye su actividad bioldgica. Cuenta ademas con un coeficiente de particién
de 3.0, lo que condiciona su baja solubilidad en agua y alta solubilidad en solventes

organicos como etanol, limitando su uso clinico (63).
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Con relacion a su farmacocinética, como ya se ha mencionado, la absorcion
del resveratrol se ve limitada por su poca solubilidad en agua, misma que puede
incrementarse con la utilizacién de vehiculos como el etanol (10 mg/mL), solventes
organicos y vectores (62). Debido a esto, la administracion de resveratrol en
solucion con base hidroalcohdlica, como lo es el vino tinto, muestra una
biodisponibilidad significativa del compuesto; a mayor contenido de etanol, se ha

comprobado una mayor absorcion de fenoles (64).

Su absorcion intestinal se realiza por difusién pasiva o mediante la formacién
de complejos con transportadores. La distribucién en sangre ocurre por unién a la
albuminay a lipoproteinas (LDL) (62). Este polifenol se biotransforma en el higado
mediante reacciones de conjugacion con acido glucurénico y sulfatacion (Fase II).
Las reacciones de conjugacion son llevadas a cabo por enzimas pertenecientes a
la familia de las UDP-glucuronosiltransferasas (UGT); esta reaccion altera sus
propiedades biologicas y da lugar a dos metabolitos de facil eliminacién: resveratrol-
3-O-glucurdnido y resveratrol-40-O-glucuronido. Por otro lado, la sulfatacion es
llevada a cabo por la sulfotransferasa humana (SULT) que da lugar a tres
metabolitos: resveratrol-3-O-sulfato, resveratrol-40-O-sulfato y resveratrol-3,40-O-
disulfato (65).

Esta molécula ha demostrado ser un excelente modulador del dafio oxidativo,
la inflamacién y la senescencia celular asociados al envejecimiento, ademas de
exhibir actividad neuroprotectora en modelos in vitro e in vivo a través de
mecanismos que involucran la modulaciéon de sirtuinas, la disminucién de los
depdsitos de amiloide cerebral, la reduccion de la activacion microglial y del
deterioro cognitivo, disminucion de la hiperfosforilacion de la proteina tau, entre
otros (56).

El resveratrol se perfila como uno de los compuestos que exhibe mayores
beneficios con respecto a la longevidad, teniendo efectos favorables ante la
presencia de diversas patologias asociadas a la edad. Los resultados observados
in vitro han intentado ser trasladados a modelos in vivo, donde las condiciones de

absorcion, farmacocinética, distribucion y metabolismo son determinantes para
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demostrar dichos efectos y que, por consiguiente, estableceran la pauta para

proponer su aplicacion terapéutica.
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2 JUSTIFICACION

El envejecimiento demogréafico surge a partir de un proceso de transicion
determinado por la disminucion de las tasas de fecundidad y mortalidad, con el
iIncremento progresivo de la esperanza de vida, lo que implica un cambio en la

estructura poblacional con una inclinacion hacia los adultos mayores (66).

De acuerdo con la OMS, la poblacién envejece en todo el mundo con mas
rapidez que en épocas pasadas, y las estadisticas reportan que existen mas de mil
millones de personas que tienen 60 afios 0 mas (67). Las proyecciones a futuro
pronostican que para el afio 2050 habra 434 millones de personas en todo el mundo
con mas de 80 afios, y el 80% de ellas tendra su origen en paises de ingresos medio
y bajo (68). En México, durante el afio 2015 se registré que mas de la décima parte
de la poblacion del pais pertenece al grupo de edad correspondiente a 60 afios o
mas, y las proyecciones del Consejo Nacional de Poblaciéon (CONAPOQO) pronostican

el incremento de esta cifra, alcanzando hasta el 14.81% del total (66).

De esta forma, la carga de enfermedades de mayor prevalencia en la
poblacién se ha desplazado hacia las enfermedades no transmisibles, donde el
envejecimiento se ha catalogado como el principal factor de riesgo. Este cambio
demografico y epidemiolégico se traduce en un incremento de los costos de
atenciéon social y de salud que plantean la necesidad de identificar factores que

permitan envejecer fisica y mentalmente de manera saludable (69).

La pérdida de capacidades cognitivas y la susceptibilidad a trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y enfermedad
espinocerebelosa, han convertido en metas urgentes el entendimiento de las
causas y el hallazgo de factores que moderen su progresion (33, 70).
Particularmente en el cerebro envejecido, la acumulacién de dafios afecta, entre las
diferentes zonas corticales, principalmente a la CPF, interrumpiendo la amplia red
de conexiones que establece con otras regiones cerebrales, asi como los procesos
asociados a la construccién del proceso cognitivo, la toma de decisiones y la

modulacion del comportamiento.
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En la actualidad no existe ningun tratamiento eficaz para combatir los
trastornos neurodegenerativos, por lo que se ha buscado desarrollar nuevas
estrategias con enfoque neuroprotectoras mediante la implementacion de agentes
capaces de prevenir o retrasar la aparicion de estas patologias. La evidencia sugiere
gue ciertos polifenoles como el resveratrol juegan un papel potencial para su
aplicacion terapéutica y preventiva debido a su papel como molécula antioxidante
(56).

De esta manera surge la siguiente pregunta de investigacion:

,Cual es el efecto de la administracion via oral de resveratrol sobre el

balance redox en la corteza prefrontal durante el proceso de envejecimiento?
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3 HIPOTESIS

Hipotesis nula: La administracion oral de resveratrol a una dosis de 10 mg/kg
de peso corporal no muestra mejoras en el balance redox en la corteza prefrontal

durante el proceso de envejecimiento en ratas Wistar.

Hipotesis alternativa: La administracion oral de resveratrol a una dosis de 10
mg/kg de peso corporal muestra mejoras en el balance redox en la corteza prefrontal

durante el proceso de envejecimiento en ratas Wistar.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de resveratrol sobre el balance redox
de la corteza prefrontal durante el proceso de envejecimiento en ratas macho de la

cepa Wistar.

4.2 Objetivos especificos

En corteza prefrontal de rata Wistar macho con y sin tratamiento, durante el

proceso de envejecimiento:
1.- Valorar la actividad de enzimas antioxidantes.
2.- Evaluar los componentes del sistema glutation.

3.- Cuantificar las especies prooxidantes y aductos estables derivados del

estrés oxidativo.
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

Obtencion y distribucion en grupos de intervencién W

l

Aplicacion de tratamiento
(Periodos: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 meses)

! | L '

Control ‘ Vehiculo | | Resveratrol |
p

N=5 por cada periodo analizado D

A

MN=5 por cada periodo analizado
N=5 por cada periodo analizado Exposicion de ratas Wistar a:
Exposicion de ratas Wistar a: - Resveratrol: 10 mg/kg/dia
Ratas Wistar sin tratamiento - Etanol al 7.5% (V.0) ¥
Lunes a Viernes - Etanol al 7.5% (V.0)
| 4 | Lunes a Viernes _/

| Realizacidn pruebas |
| de balance rédox |

\_ J

o Superoxido dismutasa

o Proteinas totales o Catalasa o Glutatién total
o Nitritos o Glutation reductasa o Glutation oxidado
o MDA/4-HNE o Glutation peroxidasa o Glutation reducido

o Glutation transferasa

Obtencion de resultados e ingreso a base de datos

Aplicacion de pruebas estadisticas: ANOVA de una viay
post test de Dunnet

l

| Interpretacion y analisis de resultados |
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6. METODOLOGIA
6.1 Administraciéon de los animales

Se utilizaron un total de 135 ratas macho de la cepa Wistar con 3 meses de
edad, que fueron obtenidos del bioterio Claude Bernard de la BUAP. La descripcion
del modelo animal elegido y la correspondencia de edad establecida con el humano
se muestran en el Anexo 1. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar
de bioterio bajo ciclos de luz/oscuridad de 12-12 horas con acceso de agua y
alimento ad-libitum. Las ratas se dividieron de forma aleatoria en 3 grupos: Control
(sin tratamiento), Vehiculo (al que se le administré 7.5% de etanol) y Resveratrol
+ Vehiculo (al que se le administr6 10 mg/kg/dia + 7.5% de etanol). A su vez, se
realizé otra subdivision en 9 grupos con 5 animales en cada grupo, que

corresponden a los meses de tratamiento (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 meses).

El resveratrol administrado correspondio a la marca Resvitalé®, Resveratrol
al 45% procedente del laboratorio de GNC. La administracion de cada tratamiento
se realizd con una canula esofagica con horario estricto a las 8:00 horas de lunes a

viernes.

Las ratas fueron sacrificadas mediante el uso de una mezcla de ketamina-
xilacina a una dosis de 0.20 mL/kg de peso del animal. Posteriormente, después de
la perfusion de la rata, el cerebro fue extraido y se disecciono la corteza prefrontal,
procediendo a su almacenamiento en condiciones de congelacion (-80°C) hasta la
finalizacion del Gltimo tratamiento para contar con todas las muestras para llevar a
cabo las pruebas correspondientes. Todos los procedimientos se llevaron a cabo
minimizando el sufrimiento de los animales, de acuerdo con lo establecido por la
Norma Oficial Mexicana, NOM-62-Z00-1999.

6.2 Analisis bioquimico

Las técnicas utilizadas para la determinacion de los andlisis bioquimicos y
enzimaticos realizados en este estudio se encuentran descritas a profundidad en el

Anexo 2.
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6.2.1 Cuantificacion de proteinas totales

Se utiliz6 el método que contempla la utilizacion del azul brillante de
Coomassie G250 al 0.06%, cuyo color se torna de un azul intenso cuando, en
presencia de un acido (acido perclérico al 3.0%), se mezcla con las proteinas
presentes en la muestra. Se usé albumina sérica bovina como estandar de
comparacion. La lectura de la absorbancia producto de la reaccion se llevo a cabo

en un espectrofotdmetro a 595 nm (Anexo 2) (71).
6.2.2 Cuantificacion de nitritos

La produccion de NO,- fue cuantificada en placas de ELISA con el método
establecido por Griess, basado en la reaccién de los nitritos con el reactivo del
mismo nombre (reactivo de Griess), donde al contacto con el &cido sulfanilico se
produce la formacién de un cation de diazonio, que reacciona con la N-1-
naftiletiliendiamina, generando un colorante rosaceo. Se us6 un stock de nitritos
como estandar de comparacion. La lectura de la absorbancia producto de la

reaccion se llevo a cabo en un espectrofotdometro a 540 nm (Anexo 2) (72).
6.2.3 Cuantificacion de MDA + 4-HDA

Los productos de lipoperoxidacion se determinaron mediante dos reacciones.
Se utilizé el N-metil-2-fenil-indol como reactivo cromdgeno, con adicién de &cido
clorhidrico para la medicion de MDA y acido metanosulfénico para la lectura de
MDA+4HDA. El estandar de MDA se manej6 con una solucibn de
tetrametoxipropano 10 pM. La absorbancia de la reaccion fue leida en un

espectrofotdmetro a 586 nm (Anexo 2) (73).
6.2.4 Cuantificacion de glutation total, oxidado y reducido

La técnica se realiz6 en placas de ELISA, basada en los procesos de
oxidacion y reducciéon del DTNB, donde se emple6 un buffer de fosfato (KPE) y un
buffer de extraccién. Se utilizaron como reactivos el NADPH y la glutatién reductasa,
ademas de reactivos especificos para glutation oxidado (vinilpiridina y
trietanolamina). La lectura de absorbancia se realiz6 a 412 nm (Anexo 2) (74).
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6.3 Analisis enzimético
6.3.1 Determinacion de actividad enziméatica de CAT

Para esta técnica se tomaron en consideracion la velocidad de
descomposicion del H,0O, en O, y H,0O, mediante la adiciéon de un buffer de fosfato
de potasio y H,O, 30 uM a la muestra. La lectura de absorbancia se realiz6 a 240
nm y se registrd una absorbancia inicial y una final (al cabo de 1 minuto) para el

calculo de la diferencia por unidad de tiempo (Anexo 2) (75).
6.3.2 Determinacion de actividad enzimatica de SOD

Para la actividad de la superéxido dismutasa, la técnica se basé en la
oxidacion del pirogalol en presencia de EDTA y de un buffer de Tris con HCI. Se
realizé un ensayo en blanco para la estandarizacion de la oxidacion del pirogalol
con la delta de absorbancia y una vez ajustada se procedié con el ensayo. La

absorbancia se ley6 en espectrofotometro a 420 nm (Anexo 2) (76).
6.3.3 Determinacion de actividad enzimatica de glutation peroxidasa

Esta técnica contemplé en su fundamento la medicion del consumo de H,0,
a través del tiempo, distinguiendo dos fases separadas por un periodo de
incubacion. Durante la primera fase se adiciond un reactivo de acoplamiento a la
muestra ajustada a un buffer de sucrosa, que tuvo que ser incubada. Posteriormente
se adicion0 el sustrato de H,O, para proceder a la lectura de absorbancia a 340 nm,

con un monitoreo por minuto durante 5 minutos (Anexo 2) (77).
6.3.4 Determinacion de actividad enzimatica de glutation transferasa

La determinacion de actividad de glutation transferasa se realizo con base en
la adicion de tres reactivos principales (un buffer de fosfatos, GSH y DNTB) para la
observacion de la conversion de DNTB, que se adicion6 ala placa con las muestras.
La absorbancia en el lector de placas se midié a 405 nm, con un monitoreo continuo

cada minuto (Anexo 2) (78).
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6.3.5 Determinacion de actividad enzimatica de glutation reductasa

El ensayo tiene como fundamento la reducciéon del GSSG mediante la
utilizacion del reactivo NADPH. Se realiz6 en placas de ELISA en dos pasos. Para
el paso A, se adicionaron a la muestra el reactivo principal (que incluia NADPH), un
buffer regulador a base de EDTA y FAD". Esta primera reaccién procedio a leerse
con monitoreo a 340 nm. Para el paso B, se adicion6 nuevamente el buffer regulador
mas el GSSG, realizando una nueva lectura de la absorbancia a 340 nm (Anexo 2)
(79).

6.3.6 Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se realizé una prueba de ANOVA de unavia y post test

de Dunnet, con una significancia estadistica de p <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacién de moléculas pro-oxidantes en corteza prefrontal durante el

envejecimiento.

La produccion de 6xido nitrico se analiz6 de manera indirecta mediante la
cuantificacion de los nitritos presentes en el tejido de interés (Figura 7A). En el grupo
control, en los primeros 16 meses de tratamiento la concentracion de este
metabolito vario entre 0.6 y 1.37 uM/mg de proteina, consideradas dentro de la
normalidad fisiolégica en el envejecimiento; sin embargo, a los 18 meses de

experimentacion se observé un incremento del 295%.

En comparacion, el grupo administrado con el vehiculo incrementé 33% su
concentraciéon de nitritos en el segundo mes de tratamiento, y posteriormente
disminuyé significativamente a los 4 (36.3%), 8 (31.5%), 12 (42.5%), 14 (53.1%) y

18 (43.6%) meses de tratamiento respecto del grupo control intacto.

Finalmente, el grupo resveratrol exhibié un comportamiento a la baja desde
el cuarto mes de tratamiento hasta el final del estudio, siendo estadisticamente
significativo a los 4 (23%), 8 (25.8%), 10 (26.9%),12 (20%), 14(59%) y 18 (42.4%)

meses de tratamiento respecto del grupo control.

Los niveles de lipoperoxidacion total registrados en los tres grupos se
muestran en la figura 7B. De los 2 a los 8 meses de experimentacion, la
concentracion de MDA + 4HDA en la CPF del grupo control promedi6 con un valor
de 0.17 uM/mg de proteina. Sin embargo, a los 10 meses se observé un pico que
alcanzo6 una concentracion maxima de 0.33 yM/mg de proteina, misma que, a partir
de los 12 meses del experimento y hasta el final de este, mostr6 un promedio de
0.19 uM/mg de proteina.

Manteniendo un patron de comportamiento similar al grupo control, previo al
pico maximo observado a los 10 meses, a los 4 meses de tratamiento el grupo
vehiculo mostrd un incremento del 25% respecto del control, mientras que a los 14,
16 y 18 meses mostrd niveles por debajo del control correspondientes al 24.3%,

19.8% y 25%, respectivamente.
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Figura 7. Evaluacion de moléculas pro-oxidantes en corteza prefrontal durante el envejecimiento. A) Cuantificacion de nitritos; B)

Lipoperoxidacion; C) Malondialdehido; D) 4-Hidroxialquenales. El resultado representa el promedio = EEM analizado por una prueba de ANOVA de
una via con un post hoc de Dunnet y una significancia de p<0.05 (*).
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Por su parte, el grupo resveratrol demostré una tendencia inicial a
incrementar los niveles de lipoperoxidacion, registrando un aumento
estadisticamente significativo a los 4 meses de tratamiento (43.4%), inclusive por
encima del grupo vehiculo. No obstante, posterior al pico observado alos 10 meses,
la concentracidon disminuy6 significativamente en los meses 14 y 16 de tratamiento

enun 16.5% y 11.1% respectivamente.

Los metabolitos MDA y 4-HDA se cuantificaron y analizaron por separado.
Los resultados de la cuantificacion del MDA y 4-HDA se muestran en la figura 7C y
7D respectivamente, en las que se observa que, de manera fisiolégicamente normal,
el MDA se genera en mayor cantidad que el 4-HDA en los sujetos control. La mayor
produccién de cada metabolito se observé a los 10 meses de experimentaciéon (13
meses de edad) en el grupo control.

El grupo vehiculo reporté incrementos significativos de MDAy 4-HDA a los 4
y a los 8 meses de tratamiento, respectivamente; no obstante, las concentraciones
de MDA presentaron disminuciones significativas a los 16 y a los 18 meses de

tratamiento con respecto al control.

El grupo resveratrol increment6 sus concentraciones de MDA a los 14 meses
de tratamiento y las disminuy0 significativamente a los 16 y 18 meses. En este
grupo, se observo que los niveles de 4-HDA disminuyeron significativamente a los
12 y 14 meses de tratamiento.
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7.2 Evaluacion de la actividad de enzimas anti-oxidantes en corteza prefrontal

durante el envejecimiento.

La actividad de| las enzimas anti-oxidantes SOD, CAT y GPx se muestra en
la figura 8. En la determinacion de actividad de la enzima SOD (Figura 8A), el grupo
control presento variaciones que oscilaron entre las 5.5y 13.5 Ul/mg de proteina a
lo largo del estudio. La menor actividad de esta enzima se observo entre los meses

12 y 16 de tratamiento.

El grupo vehiculo, por su parte, presentd una clara disminucion en la actividad
de SOD a partir de los 8 meses de tratamiento. La actividad méxima de la enzima
en este grupo fue de 7.94 Ul/mg de proteina (registrada en el mes 8 de tratamiento),
la cual disminuy6 hasta un 63% al mes 16 de tratamiento; no obstante, al mes 6 de
tratamiento se detectd una menor actividad que resultd ser estadisticamente

significativa.

Por el contrario, el grupo resveratrol mostré niveles de actividad estables
durante los primeros meses del estudio, los cuales incrementaron al final de este.
Se observo al mes 6 de tratamiento un punto de menor actividad (47.6% con
respecto al control) que resulté ser estadisticamente significativo. Asimismo, la

mayor actividad se registré al mes 18 de tratamiento, que correspondi6 al 72.5%.

La actividad enzimatica de catalasa se analiz6 en los tres grupos de
intervencion (Figura 8B), encontrandose que, en el grupo control, la actividad de
esta enzima se increment6 con respecto al tiempo hasta los 10 meses de
tratamiento (13 meses de edad), pasando de 0.74 Ul/mg de proteina (2 meses) a
2.99 Ul/mg de proteina (10 meses). Posteriormente, registr6 un decaimiento

fisiologico de hasta 1.03 Ul/mg de proteina, en el mes 16 de tratamiento.

La administracion de alcohol como vehiculo propici6 un incremento
significativo de la actividad de la enzima desde el mes 2 hasta el mes 10 de
tratamiento, que correspondi6 a 45.8%, 33.3%, 35.1%, 83.6% y 43.6%. Posterior al
mes 10 de tratamiento, la actividad disminuyé drasticamente sin ser diferente al

grupo control.
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El grupo administrado con resveratrol mostré el mismo comportamiento que
el control, observandose que la actividad de la catalasa fue estadisticamente mayor

alos 2 y 16 meses de tratamiento en un 165.5% y 67.8%, respectivamente.

En el grupo control, el andlisis de la actividad de la glutation peroxidasa
(Figura 8C) presentd un comportamiento estable (entre 0.5 y 0.67 Ul/mg de
proteina) hasta los 10 meses de tratamiento. Posteriormente la actividad decayo
hasta 0.16 Ul/mg de proteina a los 18 meses de tratamiento. Por su parte, el grupo
vehiculo mostr6 una menor actividad de la enzima hasta los 16 meses de
tratamiento cuando se le compar6é con el grupo control. La administracion de
resveratrol preservo la actividad de la enzima a lo largo del estudio y presento al

mes 18 de tratamiento una actividad significativamente incrementada del 278%.

7.3 Efecto del resveratrol sobre dinamica del glutation durante el

envejecimiento

La cantidad de glutation total en la corteza prefrontal fue cuantificada en cada
tiempo cohorte en los grupos experimentales (Figura 9A). En el grupo control se
observd que las concentraciones de glutation total presentaron una importante
variabilidad bioldgica, en la que la menor concentracion se registré alos 2 y los 12
meses de tratamiento (0.15 uM/mg y 0.11 pM/mg de proteina, respectivamente);
por otro lado, la concentracibn maxima se registro a los 10 meses (0.68 uM/mg de
proteina).

Dada la variabilidad observada en la dinamica de glutatién, el grupo tratado
con el vehiculo no presentd una un comportamiento especifico por la administracion
de alcohol y/o por el tiempo. Sin embargo, el analisis estadistico evidencid
disminucion significativa en los meses 10 y 16 de tratamiento, que correspondieron

a un 65% y 60.4%, respectivamente.

Por su parte, el tratamiento con resveratrol presentdé una mayor tendencia a
incrementar la concentracion total de este péptido antioxidante, en los meses de
tratamiento 2 (213%), 4 (178%), 12 (271%), 14 (172%), 16 (42%) y 18 (36%).
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A nivel celular, el glutation total estda comprendido por las fracciones
reducidas y oxidadas. El glutation reducido (GSH) esta disponible como defensa
celular, y fisiolégicamente su contenido debe ser mayor que la especie oxidada
(GSSG). En el presente trabajo se cuantificé la fraccion de GSH en cada tiempo
cohorte en los grupos experimentales (Figura 9B). El grupo control demostré
contener fisiolégicamente mayor cantidad de GSH en comparacion con el GSSG.
Los resultados evidenciaron una variabilidad a lo largo del periodo de intervencion,

observandose la mayor concentracion a los 10 meses de tratamiento.

El grupo administrado con el vehiculo presentdé bajos niveles de GSH en
comparacion con el control que fueron estadisticamente significativos en los meses
4 (42.5%), 10 (45.3%) y 16 (59.5%) de tratamiento. Asimismo, se observaron
incrementos estadisticamente significativos en los meses de tratamiento 2, 8y 12,

gue correspondieron a 60%, 71% y 46.7%, respectivamente.

En los animales tratados con resveratrol, se observé una disminucion
estadisticamente significativa en los meses de tratamiento 6 (32.3%), 8 (46.4%) y
10 (56.8%); por otro lado, los niveles se vieron incrementados en los meses 2
(227%), 12 (132%), 14 (107%), 16 (38.9%) y 18 (35.7%) de tratamiento.

El comportamiento del GSSG se cuantifico en los tres grupos problema
(Figura 9C). La concentracion de GSSG durante el envejecimiento se mantuvo
fisioldgicamente cercana a 0.02 uM/mg de proteina en el grupo control. El grupo
tratado con el vehiculo registré6 concentraciones menores al control durante los
periodos analizados con excepcion de los meses 10 y 14 de experimentacion, en
donde los niveles incrementaron subitamente 35 veces. Por su parte, el grupo
tratado con resveratrol presento hasta los 8 meses concentraciones por debajo del
control, alos 10, 12 y 18 meses reportd concentraciones similares al control y a los
16 y 18 meses de tratamiento se obtuvieron valores por encima de lo observado en

el grupo control, sin que se presentaran diferencias estadisticamente significativas.

Adicionalmente, se analizé el indice redox (2GSH/GSSG), el cual es
indicativo del ambiente celular en condiciones antioxidantes o prooxidantes. Los

resultados mostraron que el grupo control, aunque presento a lo largo del estudio
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un ambiente antioxidante, presenté una mayor proteccion de los 14 a los 18 meses

de evaluacion.

El grupo vehiculo, por el contrario, mostré tener un ambiente redox favorable
en los primeros 8 meses de tratamiento, en donde se observé un incremento de
hasta 265% respecto del control. Sin embargo, posterior al mes 8 de tratamiento
disminuyé escalonadamente hasta que en el mes 18 de experimentacion fue

significativamente diferente al control (63.5%).

El grupo tratado con resveratrol mostré un ambiente redox favorable durante
todo el estudio, presentando incrementos estadisticamente significativos al mes 2
(533%), 4 (818%), 12 (473%) y 16 (274%) de tratamiento (Fig. 9D).
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Figura 10. Evaluacién de laactividad de las enzimas del glutatién en corteza prefrontal durante el envejecimiento. A) Glutation S-transferasa;

B) Glutation reductasa. El resultado representa el promedio + EEM analizado por una prueba de ANOVA de una via con un post hoc de Dunnet y

una significancia de p<0.05 (*).
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7.4 Efecto del resveratrol sobre la actividad de las enzimas del glutation

durante el envejecimiento

La actividad de las enzimas de reciclaje y transferencia asociadas al glutation
se observan en la figura 10. El grupo control mostré una dinamica interesante en la
actividad de GST en la corteza prefrontal (Figura 10A), la cual correspondi6 en su
punto mas bajo a 16 Ul/mg de proteina, registrado al mes 18 de tratamiento; por
otro lado, su mayor actividad se observé en el mes 6 de tratamiento (65.7 Ul/mg de
proteina). La actividad mostré concordancia con la dinamica del ambiente redox de

esta region cerebral.

El grupo vehiculo también observé dicha variabilidad y correspondencia con
relacion a la capacidad antioxidante de la region cerebral, aunque el analisis
estadistico demostré una disminucion significativa al mes 6 de tratamiento que
correspondio a 62.5%. El grupo administrado con resveratrol presento una actividad
de GST mayor que el grupo control, con un incremento estadisticamente

significativo en el mes 14 de tratamiento, correspondiente al 138.5% (Fig. 10A).

La actividad de la glutation reductasa se observa en la figura 10B. El grupo
control registré una actividad creciente en los primeros 8 meses de experimentacion,
pasando de una actividad de 0.53 Ul/mg de proteina a 5.3 Ul/mg de proteina,
presentando posteriormente una caida que se estabilizé entre 1.7 y 2.8 Ul/mg de
proteina hasta los 14 meses; posteriormente, se observé una nueva reduccion a los
16 meses (0.9 Ul/mg de proteina) y una compensacion final que alcanzé los 3.4

Ul/mg de proteina.

En comparacion, el grupo vehiculo mantuvo un comportamiento mas estable
de la actividad de GR a lo largo del tratamiento. Sin embargo, se observé una mayor
actividad estadisticamente significativa en los meses de tratamiento 2 (354%), 4
(157.5%) y 16 (210%); y una disminucion significativa en los meses 6 (38.9%), 8
(67.6%) y 18 (61.8%) de analisis.

La actividad de GR en el grupo administrado con resveratrol mostré

incrementos estadisticamente significativos en la actividad de la enzima en los
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mismos meses de tratamiento que el vehiculo, es decir en el mes 2 (420%), 4
(93.5%) y 16 (316%) de administracion;y una disminucion significativa en los meses
8(38.2%), 14 (52.5%) y 18 (43.8%) de analisis, este ultimo coincidié con lo mostrado

por la administracion del vehiculo.
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la administracion de
resveratrol sobre el balance redox de la corteza prefrontal durante el proceso de

envejecimiento en ratas macho de la cepa Wistar.

De acuerdo con Marsman et al., la manifestacion de los cambios moleculares
en el envejecimiento (inestabilidad gendmica y variaciones epigenéticas), que
posteriormente derivan en una disminucion de las funciones celulares (como la
comunicacién intercelular y la actividad de organelos), modifican la actividad
fisiologica normal, dando lugar a alteraciones del metabolismo energético, de la

composicién corporal y, particularmente, de la funcién neural (80).

Analisis del balance redox en la corteza prefrontal durante el proceso de

envejecimiento.

Los resultados se discuten a continuacién mediante el analisis del envejecimiento

observado en el grupo control, el grupo vehiculo y resveratrol, respectivamente.
a) Envejecimiento fisioldgicamente normal.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el grupo control (Figura 7A), no
existen variaciones importantes en los niveles reportados de *NO hasta los 19
meses de edad, donde se presenta una compensacion significativa. La evidencia
sugiere que los niveles de *NO generados de forma fisiolégica por las isoformas
constitutivas nNOS y eNOS son considerados “bajos” cuando se ubican en un rango
entre 0.2 a 2.0 nM, esto dependiendo del tejido (81).

A pesar de su importante papel en la regulacion fisioldgica normal del sistema
nervioso, el *NO puede ser neurotoxico cuando estd presente en cantidades
excesivas (82, 83, 84). En este sentido, diversos estudios han propuesto que el *NO
aumenta en el cerebro envejecido y que la isoforma iINOS, que es independiente de
Ca?*-calmodulina y se produce en respuesta a estimulos patolégicos, es
responsable de este aumento de *NO. Sin embargo, los resultados de otros estudios
gue investigan los cambios de INOS en el cerebro envejecido son menos

consistentes y han proporcionado evidencia de la contribucion de las dos isoformas
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constitutivas de NOS dependientes de Ca?*-calmodulina, nNOS y eNOS, que

participan activamente en el proceso de envejecimiento (84, 85, 86).

En concordancia con los hallazgos encontrados en este estudio, existe
evidencia de que, particularmente en la CPF de rata, la isoforma iNOS presenta una
baja expresion, siendo la nNOS la isoforma encargada de mantener la produccion
de *NO, seguida de la isoforma eNOS (87). De esta forma, los resultados sugieren
gue los niveles de *NO podrian corresponder a las actividades de las isoformas de
lanNOS'y eNOS, observandose un pico maximo alcanzado alos 21 meses de edad,

en la finalizaciéon del tratamiento.

El *NO se produce normalmente en el soma de las neuronas postsinapticas
(10-100 ym) mediante la activacion de los receptores NMDA, y puede modular la
actividad de las terminales presinapticas. De esta manera, el campo de accion del
*NO incluye multiples objetivos celulares y subcelulares, sin pasar por la

conectividad anatomica (88, 89, 90).

Tomando en cuenta la facilidad del *NO para difundir y cruzar facilmente la
membrana celular, se asume que este compuesto puede difundirse mas alla del
confinamiento de una sola sinapsis y actuar como una molécula de sefalizacion por
volumen; el *NO puede viajar en cualquier direccion de acuerdo con el gradiente de
concentracion, sin mostrar diferencia entre un cerebro adulto y uno envejecido (91,
92). Por otro lado, estudios reportan que los niveles de *NO estan determinados
tanto por la dinamica de produccibn como de degradacion, siendo que la

degradacion es inversamente proporcional a la oxigenacion tisular (93).

Estas cualidades pueden asociarse a lo observado en los resultados de
acuerdo con la edad del biomodelo, donde la difusién y la tasa de degradacién se

vinculan al mantenimiento de los niveles de *NO a lo largo del tiempo.

El 'NO esta involucrado en la regulacion de multiples aspectos de la
respiracion mitocondrial/fosforilacion oxidativa, como ha sido recientemente
reportado (94). En este organelo, el *NO interactia de manera irreversible con la

citocromo ¢ oxidasa (CcO), el complejo terminal de la cadena respiratoria
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mitocondrial responsable de aproximadamente el 90 % del consumo de O; en
células de mamiferos, al catalizar la reduccion de O, a H,O (95). Los efectos pueden
extenderse no solo a otros complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, sino
también a la modulacion de la captacion de glucosa por neuronas y astrocitos, y de

la tasa de glucdlisis en estos ultimos (96).

Por otro lado, en estas condiciones experimentales no se puede excluir la
produccién de peroxinitrito (ONOQO"). La regulacion de su produccion recae sobre el
balance en la actividad de las isoformas de NOS y de la actividad de las isoformas
de SOD, mientras que la susceptibilidad de las células cerebrales a la exposicion al
ONOO™ esta en relacion directa con la respuesta antioxidante dependiente de los
niveles de GSH (97) (presente en concentraciones mM en las células neurales) y
gue es eliminado rapidamente por las peroxirredoxinas, lo que disminuye la
probabilidad de inhibicion del ONOO™ de los complejos mitocondriales. EIl ONOO™
reacciona con tioles proteicos y no proteicos, residuos de tirosina, acidos grasos y
acidos nucleicos; particularmente con acidos grasos estabiliza reacciones de

lipoperoxidacion (98).

Los resultados registrados en el grupo control (Figura 7B-D) sobre los niveles
de lipoperoxidacion generados mostraron un incremento progresivo hasta los 13
meses de edad, donde se alcanzdé el pico maximo y posteriormente registré un

descenso constante hacia el final del tratamiento.

A este respecto, dos caracteristicas de los lipidos de la membrana
determinan su vulnerabilidad al dafio lipooxidativo: las propiedades fisico-quimicas
de la bicapa de la membrana y la reactividad quimica de los acidos grasos que la
componen (99, 100). La primera propiedad se basa en la solubilidad preferencial de
las especies reactivas (por ejemplo, los RL) en la bicapa lipidica fluida en lugar de
en la solucion acuosa (101, 102). La segunda y mas relevante propiedad esta
relacionada con el hecho de que los residuos de &cidos grasos poli-insaturados
(PUFA) de los lipidos, y particularmente del los glicerofosfolipidos (Gpl), son muy
sensibles a la oxidacién, y esta sensibilidad aumenta en funcién del nimero de

dobles enlaces por molécula de acido graso (103, 104, 105).

55



Bajo ese concepto, las cadenas laterales de PUFA (con dos 0 mas dobles
enlaces) se dafian mucho mas facilmente por las especies reactivas que las de los
acidos grasos monoinsaturados (MUFA), que poseen un doble enlace; por su parte,
los acidos grasos saturados (SFA) cuya estructura no contiene dobles enlaces son

resistentes a la peroxidacion.

El cerebro humano adulto contiene una gran cantidad y diversidad de clases
especies moleculares de lipidos. Por lo tanto posee, ademas de la presencia de
diversas clases de fosfolipidos, algunos esfingolipidos y una gran reserva de
colesterol y metabolitos de colesterol (106). En concreto, los Gpl representan
alrededor del 4.5 — 5.4 % del peso humedo (4.2 % en la sustancia grisy 7 % en la

blanca).

Estudios recientes han utilizado un enfoque lipidomico para analizar el perfil
de lipidos de la materia gris del cerebro humano a nivel mitocondrial y microsomal
en tres regiones diferentes de la corteza cerebral humana: corteza entorrinal (EC),
hipocampo (HP) y corteza prefrontal (CPF), a lo que se le ha denominado lipidoma
cerebral (107, 108, 109). Los resultados muestran que, independientemente de la
fraccion subcelular y la region del cerebro, las tres clases principales de fosfolipidos
son, en este orden: ChoGpl (glicerofosfolipidos de colina), EtnGpl
(glicerofosfolipidos de etanolamina) y SerGpl (glicerofosfolipidos de serina). Los

principales acidos grasos de los ChoGpl son los SFA y los MUFA.

Es de destacar que el MUFA 18:1n-9 (acido oleico) es el mas abundante en
el cerebro, mientras que 22:6n-3 (acido docosahexaenoico o DHA) y 20:4n-6 (acido
araquidonico o AA) son los acidos grasos poli-insaturados (PUFA) mas abundantes
en todas las regiones. El hallazgo de que el DHA (22:6n-3) es el principal PUFA
presente en las regiones del cerebro estd en consonancia con los hallazgos que

sefalan el nivel muy alto de DHA en todo el cerebro (106, 110).

A este respecto, se ha descrito que cuanto mayor es la presencia de MUFA
en una region determinada, menor es el contenido de PUFA. Para las diferencias
interregionales especificas en el cerebro del contenido de DHA (22:6n-3), es

relevante mencionar que estas diferencias se deben a variaciones en la actividad
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de desaturasa y B-oxidacién peroxisomal, enzimas involucradas en la ruta de
biosintesis de PUFA. Esta actividad se puede atribuir especificamente a las
neuronas (110). En consecuencia, la expresion de proteinas vinculada a la
biosintesis de PUFA respalda las diferencias interregionales en los perfiles de
acidos grasos y sugiere la posibilidad de que las neuronas puedan mantener

activamente su propio perfil de composicion.

De lo anterior se puede establecer que cada region cerebral seria capaz de
determinar su susceptibilidad relativa al dafio peroxidativo en base al grado de
insaturacion de los acidos grasos, estableciendo asi el concepto de indice de
peroxibilidad (IP). En algunos estudios, al realizar una comparacion de los datos de
IP disponibles de 12 regiones cerebrales diferentes, se observdé que mientras mas
craneal es la region, mayores son los valores de IP, por lo que el mayor puntaje fue
obtenido por la corteza prefrontal; no obstante, se presume que el valor de IP es
inversamente proporcional al grado de dafio molecular registrado, esto debido a una

mejor respuesta adaptativa mediada por la via Nrf2 (111).

Las variaciones de los productos de lipoperoxidacién de la CPF observadas
en los resultados pueden asociarse a las diferencias de susceptibilidad de esta zona
cortical en comparacion con otras regiones cerebrales, sugiriendo una mayor

estabilidad de la CPF ante el dafio membranal.

Siguiendo la misma premisa, durante el proceso de envejecimiento fisiol6gico
cerebral, asi como en ciertas enfermedades neurodegenerativas, se ha observado
gue existen una serie de cambios sobre la composicion de los lipidos membrana de
las células nerviosas. Los esteroles, los Gpl y los gangliésidos han sido los lipidos

mas estudiados con respecto a sus variaciones en el tejido cerebral (112).

Pese a los mecanismos adaptativos que se ponen en marcha para su
conservacion optima, los cambios en la composicion de la membrana celular de las
neuronas pueden tener un impacto directo sobre las funciones cognitivas (113). Los
resultados encontrados al respecto son diversos. En la corteza frontal, el lipidoma
completo de ratas envejecidas ha mostrado ciertas diferencias con respecto a

grupos de ratas mas jovenes. Sin embargo, los cambios en el perfil de acidos grasos
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son limitados. Se observé en el grupo envejecido, ademas, una disminucion del
marcador de lipoperoxidacibn MDA, de glucooxidacion (carboximetil-lisina) y de
estrés mitocondrial (2-S-(2-succino) cisteina), en comparacion con las ratas adultas
(112).

En la corteza dorsolateral humana envejecida se ha visto un incremento de
fosfolipidos con DHA 'y un descenso de aquellos que contenian AA o acido adrénico
(107). De igual manera, durante la examinacion de las balsas lipidicas neuronales,
el envejecimiento afecta principalmente, ademas de otros lipidos neutros y polares,
a los acidos DHA y AA. Estas premisas sugieren que el pico maximo de
lipoperoxidacion (MDA y 4-HDA) alcanzado a los 13 meses de edad, asi como su
posterior descenso, responde a una posible reestructuracion del perfil de acidos
grasos de membrana en la corteza prefrontal, como consecuencia del

envejecimiento.

Varios mecanismos de defensa antioxidantes han evolucionado para
proteger los componentes celulares del ataque del estrés y el dafio oxidativo
asociado. La hipotesis de que la esperanza de vida se puede mejorar aumentando
las defensas antioxidantes ha sido controvertida debido a los resultados
contradictorios en varios modelos de envejecimiento. Muchos estudios han
demostrado que los niveles enddgenos de enzimas antioxidantes en el cerebro y
otros tejidos no disminuyen durante el envejecimiento (114, 115). Ademas, los
estudios en mamiferos en los que se aumentan experimentalmente los niveles de
antioxidantes han demostrado que la longevidad maxima no se ve afectada (116,
117).

Los resultados obtenidos en el estudio de la actividad antioxidante (Figura 8)
muestran que, en el grupo control, la actividad de SOD es constante en la rata adulta
macho que sufre la transicion al envejecimiento, sin que existan cambios drasticos
en este parametro; no obstante, se destaca que los mayores niveles registrados de

actividad fueron alos 9 meses de edad de los animales.

Por otro lado, el comportamiento observado de la actividad de CAT en la CPF

en relacion con el envejecimiento fue creciente desde la edad de 5 meses. Las ratas
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adultas alcanzaron un maximo de actividad entre los 11 y los 13 meses de edad, y
posterior a esta edad se observo un decremento tiempo-dependiente de la actividad

de esta enzima.

El mismo comportamiento fue observado en la actividad de la GPx, en la que
fisiologicamente se registré un decremento tiempo-dependiente. En este sentido,
los resultados indican que en la CPF es un sitio potencial para la acumulacion de
H,O, al envejecer y, por ende, de la generacion de estrés oxidante que podria
asociarse al dafo celular y la decaida del funcionamiento de esta region cerebral
(118).

Al respecto se ha descrito que la actividad de enzimas antioxidantes es
variable con relaciéon a la zona cerebral en estudio (119). Tras la reaccidén de
neutralizacién del anion superoxido llevada a cabo por la SOD, que resulta en la
generacion de H,O, (especie reactiva estable), estudios realizados por Nistico et al.,
en los que se evaluo la actividad de SOD, CAT y GPx en rata macho de 3, 12y 24
meses de edad, se pudo observar un comportamiento muy similar a los obtenidos
en este estudio, en los que la actividad de SOD presenta ligeras variaciones a través
del tiempo pero con un mantenimiento de la misma, mientras que la actividad de
CAT y GPx disminuyen de manera tiempo-dependiente, observandose en la CPF la

actividad mas baja a los 24 meses (120).

Por lo tanto, los autores sugieren que este comportamiento enzimatico es
responsable al menos en parte a la vulnerabilidad de esta regién cerebral. En este
mismo sentido, Semsei et al., reportaron en rata Fisher F344 un decremento gradual
de la actividad de SOD y CAT, que en paralelo correspondi6 a los niveles de RNAmM
de ambas enzimas, indicando que existe una relacidén inversa entre la edad y la

expresion de los genes que codifican para estas enzimas (121).

En conjunto, los datos obtenidos en este estudio sugieren que los procesos
neurodegenerativos relacionados con la edad podrian deberse a la acumulacion de
H,O, en algunas &reas del cerebro, como lo indican los niveles normales de SOD y
la disminucién significativa concomitante en la actividad de CAT y GPx. Sin

embargo, considerando otros datos presentes en el analisis del biomodelo y en la
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literatura, existe evidencia de que, ademas del H,O,, otros RL podrian desempefiar

un papel en la fisiopatologia de la neurodegeneracion (122).

En humanos también se ha investigado la actividad de estas enzimas a nivel
cerebral en dependencia de la edad, encontrandose que, aunque SOD presenta
variacion en su actividad en la CPF desde estados neonatales hasta la senectud,
esta se mantiene de manera lineal a lo largo de la vida. Sin embargo, la actividad

de la CAT aumenta de manera dependiente de la edad en esta misma region (123).

Por su parte, Lovell et al., demostraron actividades elevadas de SOD, CAT y
GPx en CPF de pacientes con enfermedad de Alzheimer en comparacion con los
controles (124). Las actividades antioxidantes fueron significativamente mas altas
en aquellas regiones que mostraron una mayor peroxidacion de lipidos, lo que indica
un aumento compensatorio en la actividad antioxidante en respuesta al aumento del
estrés oxidativo (125). Por el contrario, Padurariu et al., informaron una disminucion
significativa en las actividades de SOD y GPx en el suero de pacientes con
enfermedad de Alzheimer (126).

Ademas de la defensa enzimatica, el mantenimiento del equilibrio redox del
cerebro se asocia también a la actividad antioxidante del glutation (127). Los niveles
descritos de esta molécula (Figura 9) presentaron fluctuaciones a lo largo de todo

el periodo de tratamiento para el grupo control.

Se han informado niveles de GSH por debajo de lo normal en autopsias
cerebrales de pacientes con algunos trastornos neurodegenerativos y se ha
sugerido que una disminucion de GSH relacionada con la edad en el humano podria
contribuir a muchas de las enfermedades relacionadas con la edad, tales como
disminucion de la funcién celular, asi como una mayor susceptibilidad a diversas
agresiones (128, 129, 130, 131, 132).

No obstante, la piedra angular de la hipotesis de la "deficiencia de GSH" del
envejecimiento cerebral son las observaciones preclinicas de niveles reducidos de
GSH en los oOrganos periféricos y el cerebro de animales senescentes en

comparacion con animales maduros (133, 134, 135, 136). Sin embargo, en la
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literatura preclinica se enfatiza la falta de consenso en los informes sobre los
cambios relacionados con el envejecimiento y el desarrollo en los niveles cerebrales
de GSH, a veces incluso en la misma cepa, sexo y las regiones cerebrales
examinadas. También hay poca informacion sobre los cambios en los niveles de
GSH en el envejecimiento del cerebro humano, de sujetos ancianos versus sujetos
jévenes (137, 123).

De lo descrito en la literatura, se conoce que el contenido cerebral de GSH
total oscila entre los 0.5 a 3.4 umol/g de tejido (138). En el sistema nervioso central
(SNC) de los mamiferos, la concentracibn mas alta de GSH se encuentra en las
células gliales de la corteza cerebral (139). La mayor parte del glutation (97%) en el

cerebro esta en su forma reducida.

La interaccion metabdlica entre las neuronas y los astrocitos es fundamental
para la sintesis de glutation. Un experimento in vitro realizado en neuronas y
astrocitos cocultivados mostré que los niveles de GSH en las neuronas aumentan
en presencia de astrocitos, muy probablemente debido a la transferencia de un
precursor de cisteina de los astrocitos a las neuronas, lo que regula al alza la

sintesis de GSH en las neuronas receptoras (140).

Varios trastornos neurodegenerativos se caracterizan por el agotamiento del
GSH celular, probablemente debido a que contrarresta el estrés oxidativo y el
desequilibrio de los iones de calcio (Ca?') (141). Existe una marcada
heterogeneidad en la distribucion celular de GSH en las neuronas del SNC, debido
muy probablemente a su actividad especifica y su bioenergética dada por contenido
mitocondrial. De esta manera, aproximadamente del 10 al 20 % del GSH esta
contenido en las mitocondrias de las células neurales debido a su predisponente
generacion de ROS y RNS(142), estableciendo que este organelo contiene mas
GSH que cualquier otro compartimento celular, pese no contener las enzimas
necesarias para su biosintesis (143), recurriendo a la importaciéon del GSH del

citosol utilizando sistemas especificos de transporte (144).

En concentraciones bajas, el GSH es neuroprotector, pero en

concentraciones altas (milimolares; mM), el GSH puede afectar el estado redox de
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los receptores de glutamato a través de su grupo tiol libre. Al igual que la glicina
libre, el residuo de glicina en GSH sirve como coagonista del receptor de NMDA
(145, 146). Las alteraciones en la funcion del receptor NMDA pueden alterar la
cascada de sefializacion del calcio y afectar la plasticidad sinaptica, lo que lleva a
cambios fisiopatolégicos en el SNC (147, 148, 149, 150).

Los resultados de este estudio mostraron que la concentracion de glutation
total (Figura 9) en el grupo control fluctué entre 0.11 — 0.68 pM/g de proteina,
correspondiendo a los niveles mas bajos la edad de 5 y 15 meses, mientras que la
mayor concentracion se registrd a la edad de 13 y 19 meses. De los niveles
registrados, y en concordancia con lo reportado bibliograficamente, la especie GSH
fue la de mayor concentracion en la CPF, siendo del 90 al 98% de la cuantificacion
total respecto de la especie oxidada (GSSG), la cual registré maximos de 0.02 uM/g
de proteina en edades adultas. Adicionalmente, el analisis del indice redox
demostro que, a mayor edad, el ambiente de la CPF se encuentra antioxidado de
manera fisiologicamente normal, evidenciando una posible prevencion del deterioro

acelerado neuronal asociado a la edad.

Se hareportado en diversos estudios que, en ratas, los niveles de GSH en el
cerebro aumentan aproximadamente un 20% durante el primer afio de vida, y luego
disminuyen (151), resultados que difieren a los encontrados en este estudio. Aunque
muchas condiciones estan asociadas con niveles bajos de GSH (enfermedad de
Alzheimer, autismo, Parkinson, esclerosis multiple y esquizofrenia, entre otros),
durante el envejecimiento de la CPF parece no ser el caso. El estudio en cerebro
de humanos llevado a cabo por Venkateshappa et al., demuestra que en la CPF los
niveles de glutation total, a pesar de presentar una tendencia a disminuir desde
edades pediatricas a geriatricas, esta no es significativa estadisticamente, dato
evidenciado cuando se analizaron las proporciones de GSH y GSSG, las cuales se

mantienen a lo largo de la vida en esta regidn cerebral (123).

Tong et al. observé también en necropsias cerebrales de humanos que tanto
en la corteza frontal, occipital y cerebelar existen conductas similares (152). Se ha

discutido que la diferente tasa de cambios regionales de GSH desde la infancia
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hasta la adolescencia y la edad adulta posiblemente podria implicar muchos
procesos de desarrollo y maduracién cerebral, incluidos la neurogénesis, la
gliogénesis, la apoptosis, la mielinizacion, la sinaptogénesis y la poda sinaptica
(153). Esto se pone en evidencia durante la observacion de la disminucién de los
niveles de GSH en el prosencéfalo durante el desarrollo cerebral posnatal, que
podria estar asociada con un papel importante de la sefializacion antioxidante y

redox en el cambio de la proliferacién celular a la diferenciacion (154).

Bajo la misma linea de discusion, dado que el GSH parece ser ligeramente
predominante en la glia frente a las neuronas, los niveles crecientes de GSH con el
envejecimiento adulto en algunas regiones del cerebro podrian estar asociados con

un aumento de la gliosis con el envejecimiento del cerebro humano (155, 156).

No obstante, existen estudios en los que se presentan enfermedades
neurodegenerativas se ha demostrado tanto en humanos como en modelos
animales el decaimiento de la concentracion de GSH. Bermejo et al., demostraron
una disminucién de los niveles de GSH y de la relacibn GSH/GSSG en pacientes
con enfermedad de Alzheimer y deterioro cognitivo leve en comparacién con los
controles (157). En otro estudio relacionado, Mandal et al., informaron sobre la
deteccion in vivo de GSH mediante imagenes no invasivas en diferentes regiones
neuroanatémicas del cerebro de sujetos sanos y pacientes con deterioro cognitivo
leve y enfermedad de Alzheimer (158). Los hallazgos anteriores indican que, los
cerebros jévenes sanos presentan un mayor contenido de GSH y un patrén de

distribucién de GSH especifico.

A este respecto se observo que el contenido medio y la distribucion de GSH
variaron entre sujetos sanos masculinos y femeninos al comparar la corteza frontal
izquierda (LFC) y la corteza frontal derecha (RFC). En el caso de un alto contenido
de GSH en la corteza parietal izquierda de un hombre joven, la regién LFC también
mostré un alto contenido de GSH y viceversa. La diferencia en el contenido total de
GSH entre el control femenino joven sano y los pacientes femeninos con
enfermedad de Alzheimer en la RFC y la diferencia en el contenido de GSH entre el

control masculino joven sano y los pacientes masculinos con enfermedad de
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Alzheimer en la region LFC fue estadisticamente significativa. Estos datos indican
gue la distribucion de antioxidantes en el cerebro humano esta asociada con el

género, la edad, la condicién de la enfermedad y el area anatomica (123).

Asimismo, la hipoétesis de la "deficiencia de GSH" del envejecimiento del
cerebro ha sido respaldada por diversos informes experimentales que muestran
niveles reducidos de GSH en el cerebro de animales viejos en comparacion con
animales jévenes o maduros, incluidos ratones y ratas (159-165). Se sugirioé que los
hallazgos negativos posiblemente estén relacionados con que los ancianos no se
examinaron en la verdadera etapa de senescencia (166), a pesar de que muchos
de los informes contradictorios utilizaron la misma variedad de animales en el mismo

rango de edad (p. €j., en ratas Wistar macho) (163, 165).

Estudios recientes sugieren que los cambios en los niveles de GSH cerebral
durante el envejecimiento pueden ser especificos de la especie, raza y géneroy la
regidn. Sin embargo, en las ratas LOU resistentes a la senescencia, la pérdida de
GSH cerebral por envejecimiento se encontré solo en ratas hembra pero no en ratas
macho, con el cuerpo estriado y el hipocampo mas vulnerables (167). Aunque
estudios previos en otras cepas de ratas (por ejemplo, Sprague- Dawley) no reportd
diferencias de género (168), un estudio de ratones C57BL/6 mostré que los machos
eran mas susceptibles a la disminucion del contenido de GSH cerebral asociado
con el envejecimiento que las hembras (169). Por su parte, Benuck et al., mostré
gue en rata macho Sprague-Dawley se presenta una disminucion relacionada con

la edad en los niveles de GSH, limitada a la corteza cerebral (170).

La defensa de la CPF contra las ROS y RNS se basa en gran parte en la
oxidacion enzimatica de GSH a GSSG, donde participan activamente tanto la GPx
como la GST, con relacibn a ROS/RNS y moléculas/metales toxicos,
respectivamente (144, 162). Los resultados de este estudio mostraron que la
actividad de la GST (Figura 10) en el control fue creciente desde la edad de 5 meses
hasta los 9 meses, manteniéndose en un nivel constante hasta los 13 meses de
edad de los animales, y posteriormente muestra una tendencia decreciente en su

actividad. Por su parte, la actividad de la GR fue creciente desde el quinto mes de
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edad hasta los 13 meses y posteriormente, registrando altas y bajas durante este
ultimo periodo.
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Figura 11. Mecanismo celular de la actividad de glutation y sus enzimas. [Tomada y modificada de

Iskusnykh et al., 2022] (171).

La familia de GST consta de al menos ocho isoformas y 16 subunidades que
se encuentran en el citosol, las mitocondrias o los microsomas. Las GST citosélicas
se han asignado a siete clases principales: Alfa, Mu, Omega, Pi, Sigma, Theta y
Zeta (172, 173). En el cerebro, las isoenzimas Alfa, Mu y Pi muestran altos niveles
de expresién. La isoenzima Alfa solo esta presente en el cerebro adulto, mientras
gue Pi se expresa en gran medida en el desarrollo cerebral temprano y es la

isoenzima predominante en el cerebro (174, 175).

Al respecto de la desintoxicacion de lipidos peroxidados y proteinas oxidadas
por parte de la GST (176), Kim et al., reporté que la actividad de esta enzima
aumento 1.7 veces en los cerebros de ratas adultas de 9 meses en comparacion

con los de ratas jovenes de 5 semanas (177). Asimismo, Zhu et al., reporté que la
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actividad de GST aumento significativamente en todas las regiones del cerebro
examinadas en ratas macho o hembra de edad avanzada (168). Al igual que la
elevacion de la actividad de GPx, se supone que GST responde al envejecimiento

como un mecanismo de adaptacion secundario al aumento del estrés oxidativo.

El analisis de micromatrices de ADN de la CPF post mortem en humanos de
pacientes con desorden bipolar reveld que la expresion de ARNm que codifica para
las isoformas de la enzima GST disminuye con relacion a la edad, particularmente
del ARNm de GST Pi en la corteza prefrontal (178). Por otro lado, otros datos
sugieren que GST Mu puede ser otra isoforma de mayor alteracion en la CPF, ya
gue sus niveles se han visto reducidos en distintos trastornos neurodegenerativos
(desorden depresivo mayor, esquizofrenia, desorden bipolar), con recuperacion
observada al administrar un tratamiento (179). En estudios asociados al
envejecimiento en humanos no se han observado cambios en la actividad de GST

en la CPF en edades pediatricas, juveniles, adultas o en senectud (123).

Finalmente, la GR se encuentra en citoplasma en mayor concentracion, y en
la mayoria de los organelos celulares en bajas concentraciones e incluso en fluidos
extracelulares, y debe trasladarse a través de las membranas de los organulos
desde el citosol (180, 181, 144). La actividad de GR en cerebro de rata es alta,
particularmente en el cerebro de animales mayores, en regiones que contienen un
alto nivel de dopamina que no esta secuestrada en las vesiculas sinapticas, lo que
promueve una mayor rotacion de dopamina que produce radicales HO+ y H,0,.
Durante el envejecimiento, este recambio se vuelve mas prominente, lo que agota
mas GSH para provocar un mayor aumento de GSSG, estimulando asi un aumento
de la actividad de GR para eliminar el exceso de GSSG (182).

No esta claro si el aumento en la actividad de GR reciprocamente regula a la
baja la actividad de la sintasa de glutation (GCS) en la sintesis de GSH de novo. Al
ser el GSH un producto tanto de la sintesis de novo como del ciclo redox del
glutation, funge como un inhibidor de retroalimentacién 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

66



cambio conformacional dentro del sitio de union al sustrato de GCS (183). El sitio
relajado de union al sustrato puede acomodar tripéptidos como el GSH con mayor
afinidad, lo que inhibe la union al sustrato y conduce a una disminucion de la sintesis
de GSH. Sin embargo, en animales grupo de edad avanzada, este no parece ser el
caso ya que GSH, como inhibidor de la actividad de GCS, se reduce
significativamente independientemente de un aumento en la actividad de GR. Esto
parece respaldar la opinion de que la actividad de GCS se ve afectada de forma

independiente por el proceso de envejecimiento.

En estudios en los que se evallan mecanismos metabdlicos que subyacen a
la formacion de recuerdos episédicos de la vida temprana, se revela que el
aprendizaje infantil provoca un aumento rapido y persistente de la actividad de la
GR neuronal. La inhibicion de la GR deteriord selectivamente la formacion de la
memoria a largo plazo en ratas lactantes, pero no en ratas jovenes y adultas, lo que

confirma su papel especifico de la edad (184, 185).

Por otro lado, existen pocos reportes de la actividad de la GR en CPF de
humanos durante el envejecimiento, la cual se presume con tendencia a la
reduccion conforme avanza la edad, especialmente en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer (123). Ademas, también se ha reportado
que en CPF post mortem de pacientes con desorden bipolar, desorden depresivo

mayor y esquizofrenia (186), la actividad de GR no presenta cambios.
b) Envejecimiento en el grupo vehiculo (etanol al 7.5%).

El etanol, también referido en la bibliografia como alcohol etilico, es una
sustancia producida y utilizada como bebida, droga y medicina. Existe cierta
arbitrariedad sobre la clasificacion de los niveles seguros de consumo de alcohol en
el humano, aunque se considera que una dosis maximade 0.8 g/kg de peso corporal

al dia corresponde a una ingesta moderada (187).

En humanos, la tasa de catabolismo-eliminacion oscila entre 0.016-0.018
g/dl/h; sin embargo, su variabilidad esta en funcién del contenido local de enzimas

detoxificantes. La exposicion de los tejidos a este compuesto suele ser equitativa y
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con pocas diferencias debido a la facilidad en su distribucién (188). No obstante, es
de esperar que el envejecimiento, asi como todas aquellas alteraciones de
composicion corporal que conlleva, determinen cambios en el patron
farmacocinético del etanol, esto debido a la disminucion observada del volumen de
agua corporal y de masa magra tanto en animales como en sujetos envejecidos
(189).

Una ingesta moderada baja en dosis pequefias puede resultar en un
beneficio de la salud, contrario a una ingesta en grandes cantidades (190-192). Este
fendbmeno, denominado como hormesis, nos ayuda a entender la dualidad
fisiologica del etanol (193). Los estudios epidemioldégicos a menudo informan una
mejor salud en los bebedores moderados en comparacién con los abstemios.
Observada por primera vez en estudios de incidencia de infarto de miocardio, la
“curva en forma de J" (que describe la apariencia gréafica de las medidas de salud
trazadas contra el consumo) reaparece en estudios de diabetes, accidente

cerebrovascular e incluso dolor cronico generalizado (194, 195).

Los métodos para investigar la asociacion entre el alcohol y la salud se han
ido refinando; sin embargo, el tamafio de los beneficios aparentes se ha reducido
sustancialmente (196). Con respecto al tejido de interés, unaingesta cronica de una
dosis baja de alcohol (<0.5 g/kg) puede incluso favorecer la depuracién de los
desechos cerebrales entre el sistema linfatico y el liquido cefalorraquideo (LCR)

(191), asi como la angiogénesis en eventos cerebrovasculares isquémicos (197).

Dado que los polifenoles se absorben en intestino delgado principalmente por
difusion pasiva, es necesario, en dependencia del tipo de polifenol que se combinen
con un vehiculo que los mantenga en un estado soluble en un medio acuoso, lo cual
se expone en la “Paradoja Francesa” (198). El etanol se ha utilizado frecuentemente

como vehiculo de polifenoles para favorecer su absorcién intestinal.

Previamente, se ha concluido en estudios del grupo de trabajo que la
administracion de resveratrol disuelto en una solucion al 7.5% favorece la absorcidn
de este polifenol, observando un efecto biol6gico positivo, sin generar efectos

deletéreos en cerebro. Esta observacion fue corroborada en el presente trabajo
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(Figura 7), dado que en general los niveles de *NO vy lipoperoxidacién (LPO) no se
vieron modificados en la CPF de los grupos experimentales con excepcién de las
etapas tempranas de 2 y 4 meses en donde se pudo observar un ligero incremento

de *NO y de LPO, respectivamente.

La biotransformacién del etanol ocurre principalmente en el higado y esta
mediada por las multiples isoenzimas de alcohol deshidrogenasa (ADH) y el sistema
microsomal de oxidacién de etanol (donde se considera la actividad del citocromo
P450), asi como por otras enzimas como la catalasa. La CAT de localizacién
peroxisomal, es capaz de oxidar el alcohol usando una molécula de H,O, con
produccion de agua y acetaldehido. En condiciones fisiolégicas, la oxidacion del
etanol por CAT no tiene un papel relevante en su eliminacion; sin embargo, en el
alcoholismo crénico parece tener un papel mas destacado, principalmente en
organos extrahepaticos, como el sistema nervioso (199), donde alcanza a

metabolizar hasta un 60% del etanol (200).

Las concentraciones totales de la ADH (y sus isoformas) en el cerebro son
bajas, siendo expresadas principalmente en células piramidales en la corteza (188).
Los resultados obtenidos en este estudio sugieren que, ante condiciones de
exposicion a una dosis cronica de etanol como las planteadas en el grupo vehiculo
del biomodelo, puede existir una induccién significativa de la actividad de catalasa
con valores superiores a los observados de forma fisioldgica, de forma progresiva
desde el mes 2 hasta el 10 de tratamiento; sin embargo, los mecanismos no se
encuentran descritps, y posterior a este periodo, no existen cambios

estadisticamente significativos en la actividad de esta enzima.

Los cambios en el estado redox derivados del incremento en la produccion
de acetaldehido, metabolito del alcohol, son capaces de inducir una disminucién de
la actividad de SOD en tejido hepatico (201). A este respecto, Legid et al, en 1981,
describieron al alcohol como un inhibidor de la actividad de SOD en el tejido
cerebral. Durante un periodo de intoxicacion agudo y otro cronico sobre ratas Wistar
con etanol al 20% inyectado por via intraperitoneal, se han encontrado inhibiciones

del 25% (para dosis aguda) y del 35% (exposicion cronica de 6 semanas) (202).
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Los resultados encontrados en este estudio muestran un comportamiento
inhibitorio semejante al observado en el control, en donde se observa una
disminucion progresiva en la actividad de SOD desde el mes 14 de tratamiento, sin

diferencia estadisticamente significativa.

La exposicion al alcohol induce dafios en la membrana de neuronas y
astrocitos, por lo que impacta en el nivel de GSH, en animales adultos (203).
Ademas, la evidencia del estrés oxidativo como mediador de la pro-inflamacién que
conduce a la neurodegeneracion durante la intoxicacion esta bien documentada
(204). En modelos de consumo cronico de alcohol, se ha descrito el incremento de
estrés oxidativo asociado a un estimulo en la expresion génica proinflamatoria
concomitante con gliosis, neurodegeneracion y deterioro de la memoria (205). Sin
embargo, las dosis administradas en estos modelos superan la administracion
ejercida en el biomodelo manejado en este estudio, por lo que la cantidad

consumida se supone como el inductor de estas especies dafiinas.

Respecto del sistema glutation (Figura 9), la evaluacion en este biomodelo
administrado diariamente con etanol al 7.5% registré6 un decremento del glutation
total a los 10 y 16 meses de tratamiento. Sin embargo, la forma reducida que ejerce
la funcidn protectora en las células de la region de la CPF presenté altibajos a lo
largo del estudio, incrementando a los 2 meses de tratamientoy del mes 8 al 12 y
disminuyendo a los 4 y 16 meses de tratamiento. Por otro lado, los niveles de la
forma oxidada (GSSG) incrementaron subitamente a 10 y 14 meses de tratamiento.
Aungue en general el ambiente redox fue favorable de manera antioxidante de los
2 a los 8 meses de tratamiento, se observé una regulacion pro-oxidante en los
meses 10, 12 y 18 de administracion.

Poco se conoce acerca de las exposiciones crénicas de bajo porcentaje
alcohdlico en la CPF sobre los niveles de GSH. Sin embargo, se observaron niveles
aumentados de GSH en el biomodelo, lo que sugiere que los niveles elevados de
antioxidantes amortiguan con éxito el posible dafio en la CPF contra la exposiciéon

repetida a la administracion. Dado que la GPx mostr6 un comportamiento en su
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actividad semejante a la SOD, esto podria ser el resultado de la activacion del ciclo

redox del glutation.

Se ha visto que la exposicidn a porcentajes mayores de consumo cronico de
alcohol en rata de ambos sexos desarrolla una respuesta antioxidante significativa
en la CPF después de la exposicion repetida, y en ambos sexos se han descrito
cambios de comportamiento consistentes que se asemejan a la depresion y la
ansiedad (206).

Adicionalmente, se sabe que, el acetaldehido impacta sobre la relacidon
2GSH/GSSG, disminuyendo el pardmetro hasta en un 36% con posibilidad de
recuperacion (207). En este sentido, las mayores disminuciones observadas de la
relacion 2GSH/GSSG coinciden con el incremento de la concentracion de GSSG en
nuestro biomodelo, asi como con los principales decrementos de la actividad de

SOD alos 10y 14 meses de tratamiento.

A este respecto, cabe destacar también que el primer punto critico de
decaimiento de actividad de SOD registrado a los 10 meses, asi como de la relacion
2GSH/GSSG guarda una correlacion con el incremento de los niveles de
lipoperéxidos, mostrando las compensaciones generadas para mantener el balance
redox. No obstante, la actividad de la GST de la CPF no mostro variaciones
significativas ante la administracion de etanol. Sin embargo, la actividad de GR fue
mayor a los 4 — 8 meses de tratamiento y 14 a 16 meses de tratamiento. Hasta el
momento, no se ha abordado el estudio de estas enzimas en condiciones de
envejecimiento y bajo consumo de una dosis baja cronica de etanol, por lo que los
datos encontrados pueden brindar una pauta para la comprension del

comportamiento de la CPF.

c) Envejecimiento en el grupo resveratrol (etanol al 7.5% + 10 mg/kg/d de

resveratrol).

Burr, en 1995, establecié una discusion acerca de la baja tasa de mortalidad
por cardiopatia isquémica registrada en Francia aun cuando sus factores de riesgo

eran similares en comparacion con otros paises occidentales, fenomeno al que se
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le denomind la “Paradoja Francesa”. Bajo la premisa de que una caracteristica sobre
el estilo de vida de los franceses debia conferirles proteccion, la imagen del vino
como agente protector surgio iniciando los analisis sobre los componentes
responsables de este efecto, donde figuraron primero el alcohol y posteriormente la

presencia de compuestos fendlicos capaces de contrarrestar la oxidacion (208).

En los ultimos afios, el resveratrol ha ganado notoriedad como favorito en el
campo del antienvejecimiento (209), lo cual es un titulo peligroso cuando el
mecanismo del envejecimiento en si esta mal definido (210-213). Discutido en los
medios como "La molécula del vino tinto" a partir de 2003, el resveratrol demostro
gue mejora la longevidad en ratones machos obesos pertenecientes a la cepa
C57BL/6Nia (214, 215). Después de mas de una década de investigacién in vivo de
alto impacto y muy publicitada (216-218), esta molécula y la investigacion que la
rodea mantienen un estado enigmatico controvertido, ya que su utilidad clinica

potencial sigue siendo incierta (219).

El resveratrol, uno de los fenoles de mayor importancia presente en el vino
tinto, se ha mostrado afectado por la matriz alimentaria. Su administracion como
compuesto puro ve afectada su actividad biologica, 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 (Chayx), €l tiempo transcurrido hasta lograr la
Cmax (tmax), la vida media (ty2) y la exposicion medida por el area bajo la curva
(AUC). Existe evidencia soélida de que la respuesta in vitro e in vivo al resveratrol

depende de la dosis y posiblemente de la exposicion (220-224).

Los ensayos clinicos en humanos se han centrado en dosis orales Unicas o
multiples de cépsulas y tabletas de resveratrol, y la mayoria de los datos de
biodisponibilidad en humanos reflejan este método de administracion. Las
administraciones se han establecido a través de varios regimenes de dosis,

tamafnos y formulaciones fisioldgicas (225-228). Sin embargo, dosis Unicas no
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generan un efecto prolongado, es por ello que, en el presente trabajo se opt6é por
unadosis baja, pero de administracion cronica (10 mg/kg/dia), que garantice un flujo

y biodistribucidén constante y, por tanto, registre efectos positivos a largo plazo.

Los efectos benéficos de este polifenol descritos en la paradoja francesa se
encuentran enfocados hacia las enfermedades cardiovasculares y en parte hacia la
regulacion al alza del *NO y la eNOS (229). No obstante, lo reportado en diversos
estudios sobre la regulacion de la produccion y los niveles de *NO es variable, esto
en funcion de sus concentraciones. Mientras que el resveratrol del vino tinto ha
exhibido una actividad antioxidante suficiente para proteger contra la toxicidad del
NO a las células, disminuyendo sus niveles especialmente en el hipocampo, en

otros tejidos favorece la generacion de *NO.

En primera instancia, los resultados de este trabajo correspondientes al
grupo resveratrol sugieren que este compuesto regula a la baja la concentracion de
*NO, en funcién de lo requerido en la CPF. La poca diferencia estadistica
encontrada entre el grupo resveratrol y vehiculo, asi como el mismo patrén de
comportamiento, podria indicar que gran parte de este efecto también obedece al

mantenimiento observado en el grupo vehiculo.

Los posibles mecanismos por los cuales los compuestos fendlicos como el
resveratrol podrian ejercer sus efectos protectores incluyen sus capacidades de
captacion de oxigeno y propiedades antioxidantes, efectos inhibitorios sobre la
cascada del acido araquidonico, y la actividad de la sintasa de 6xido nitrico (230-
232). Los estudios en animales in vivo han demostrado los efectos protectores del
resveratrol en varios modelos de neurotoxicidad (233). 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.

Teniendo en cuenta que el estrés oxidativo es un proceso relacionado con la
edad implicado en diversos trastornos neurodegenerativos, varios estudios han
demostrado que la toxicidad inducida por *NO se genera por su reaccion con el O,

para producir el peroxinitrito, el cual es altamente citotdoxico (234). Es probable que

73



tanto la actividad antioxidante propuesta, asi como las propiedades de eliminacién
de ROS del resveratrol, expliquen al menos en parte sus capacidades protectorasy

de rescate en la CPF, como se observa en los resultados obtenidos.

Por otro lado, dado que el incremento de ONOO" induce a una mayor
peroxidacion lipidica, la administracion crénica de resveratrol registrd0 que puede
evitarse una sobre-acumulacion de MDA+4-HDA, e inclusive puede favorecerse una
reduccion los niveles de MDA en CPF alo largo de 18 meses de tratamiento, lo cual
sugiere que el resveratrol es capaz de actuar como una molécula para capturar
radicales libres como los aniones superdxido y peroxinitrito, evitando asi, la
acumulacion de LPO en CPF (231, 235-237).

A este respecto se ha demostrado que la administracion oral de trans-
resveratrol a una concentracion de 25 mg/kg de peso corporal una vez al dia durante
un periodo de 21 dias disminuy0 los niveles de peroxido de lipidos y aumenté las
actividades antioxidantes en el cerebro de ratones obesos, mostrando un efecto
neuroprotector al prevenir el dafio oxidativo en el tejido cerebral de ratones obesos
(238).

Por otro lado, en ratas Wistar macho adultas en las que se indujo diabetes
experimental mediante una Unica inyeccion de estreptozotocina, tres dias después
se inyectd resveratrol (10 mg/kg) por via intraperitoneal diariamente durante 6
semanas, se observdé que que el tratamiento con resveratrol redujo
significativamente la produccion de MDA y *NO en el hipocampo, la corteza, el
cerebelo, el tronco encefalico y la médula espinal, al mismo tiempo que aumentaron
los niveles de glutation. Este estudio demuestra que el resveratrol es un potente

agente neuroprotector contra el dafio oxidativo diabético (239).

Asimismo, en un estudio que exploré los mecanismos subyacentes a la
accion antidepresiva del resveratrol en ratas expuestas al estrés crénico leve
impredecible (CUMS), mediante la medicion de los pardmetros de estrés oxidativo
en el hipocampo y la CPF, se observd que, el tratamiento con resveratrol (80
mg/kg/i.p. 4 semanas) revirtid significativamente las anomalias conductuales

inducidas por CUMS (reduccion de la preferencia por la sacarosa, mayor tiempo de
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inmovilidad y disminucion de la actividad locomotora) y los cambios bioquimicos
(aumento de la LPO y disminucion de la actividad de SOD) (240).

Por otro lado, diversas intervenciones dietéticas son capaces de modular la
via de transcripcion de Nrf2. Se ha demostrado que Nrf2 tiene un papel
preponderante en la regulacion 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 (241). La regulacion al alza de los genes diana de
Nrf2 confiere una mayor proteccion a las neuronas ante el dafio oxidativo (242).

El resveratrol es un activador directo del factor Nrf2, incrementando su
translocacion y la expresién de las enzimas antes mencionadas, en particular de
SOD. La fraccion de esta enzima cuya traduccion se ve mas favorecida es la
isoforma Mn-SOD (241). EI mantenimiento de la actividad promedio de SOD sin
decaimientos significativos se ilustra en los resultados de este estudio, y el
incremento de su actividad a los 18 meses de tratamiento sugiere una activacion de

Nrf2 probablemente inducida por la dosis administrada de resveratrol por via oral.

El funcionamiento adecuado de la via Nrf2 es indispensable para
contrarrestar el estrés oxidativo y proteger multiples 6rganos y células (243, 244).
Los estudios de desactivacion del gen Nrf2 en varios érganos, como pulmon,
higado, rifidbn y cerebro, han demostrado que la desregulacion de Nrf2 afecta
gravemente la sensibilidad al oxidante/ROS y predispone al sistema a varios

cambios patolégicos con lesiones celulares aberrantes (245).

Una deficiencia en la actividad de Nrf2 puede agravar el dafo oxidativo y la
lesion inflamatoria, que esta estrechamente relacionada con el estrés oxidativo y las
enfermedades relacionadas con la inflamacion, como el cancer, la enfermedad de
Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, el asma, la aterosclerosis, la diabetes, la esclerosis multiple y la osteoartritis
y artritis reumatoide (246, 247).

En un modelo de lesion por isquemia-reperfusion en ratones knockout para

Nrf2, las lesiones observadas fueron significativamente peores que las generadas
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en los ratones con actividad de Nrf2 (248). Kong et al., estudiaron el impacto del
tratamiento con resveratrol en un modelo de ratones con enfermedad de Alzheimer
y demostraron que tanto el contenido de Nrf2 nuclear como la translocacion estaban
elevados, al mismo tiempo que aumentaba la expresion de hemo oxigenasa 1 (HO-
1) (249).

De esta manera, el tratamiento con resveratrol podria mejorar la memoria
espacial en los animales de experimentacion aumentando la expresion y actividad
de SOD, GPx y CAT. Ademés, del tratamiento con resveratrol disminuyd los niveles
cerebrales de MDA en estos ratones activando el Nrf2/HO-1, lo que da mas indicios

de su potencial para disminuir el dafio oxidativo celular.

En el presente estudio Unicamente se observo incremento en la actividad de
CAT y GPx hacia el final del tratamiento; sin embargo, a lo largo de este, la actividad
fue mantenida en el grupo administrado con resveratrol. A este respecto, el
tratamiento con resveratrol, ademéas de mejorar el incremento de iINOS y la COX-2
(enzimas proinflamatorias) inducido por el acimulo de proteina AB, también revirtio
y disminuyd los niveles de expresién de ARNm de genes antioxidantes (GPx1, SOD-
1, Nrf2, CAT, glutation y HO-1) (250). Hui et al., observaron el efecto neuroprotector
del tratamiento con resveratrol sobre la toxicidad de PC12 inducida por AB1-42 a
través de la activacion de PI3K/Akt, demostrado un efecto neuroprotector asociado

aresveratrol que resulta en la activacion de la via de sefializacion Nrf2 (251).

Con respecto a los resultados obtenidos sobre los niveles de glutatién (Figura
9), en los ultimos 25 afios han visto un aumento exponencial en el conocimiento de
la plasticidad neuroglial (252). Las células astrogliales se han implicado de
numerosas maneras en el metabolismo cerebral, especialmente por el hecho de
qgue influyen en la funcién neuronal, particularmente a nivel de las sinapsis (253,
254,255, 256). Numerosos estudios demostraron que los astrocitos juegan un papel
importante en los trastornos neurodegenerativos y ejercen una funcion protectora
fundamental frente al estrés oxidativo por sus efectos sobre el metabolismo del
antioxidante glutation y la defensa frente a ROS (257-259). Los astrocitos primarios

y los cultivos de células astrogliales C6 han servido para generar evidencias
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importantes sobre la funcién glial, las vias de sefializacién y los mecanismos de

eliminacién de peréxido por parte de las células cerebrales (260-263).

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC, y en
particular de CPF, en donde juega un papel importante en la plasticidad neuronal y
la neurotoxicidad (264). 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 (252).

En los astrocitos, el glutamato se convierte en glutamina mediante la enzima
glutamina sintetasa (EC 6.3.1.2) (265). La glutamina es liberada por los astrocitos y
absorbida por las neuronas para convertirse nuevamente en glutamato; este
sistema se denomina ciclo glutamato-glutamina (266). La interaccion entre las
neuronas presinapticas y postsinapticas junto con los astrocitos caracteriza la
sinapsis tripartita (267).

La captacién de glutamato también es importante para mantener los niveles
de GSH. El GSH secretado por los astrocitos sirve como base para la sintesis de
GSH neuronal (265, 268). Una gran variedad de trastornos neuroldgicos y
psiquiatricos, que incluyen depresion, trastornos de ansiedad, esquizofrenia, dolor
cronico, epilepsia y enfermedades de Alzheimer y Parkinson, demuestran

alteraciones fisiopatoldgicas en el sistema glutamatérgico (269-271).

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 CPF. Se ha demostrdo en células astrogliales C6 que el resveratrol
aumentoé de la captacion de glutamato con dosis que oscilaron entre 0,1 y 250 yM
(269).
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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 de CPF. En todos los estudios reportados el aumento de
la captacion de glutamato fue de alrededor del 50% en comparacién con la condicion
control, excepto por un efecto contrario obtenido con la mayor concentracién de
resveratrol (250 yM), que disminuyo la captacion de glutamato en el cultivo celular

primario, lo que indica un fendbmeno hormético (272, 273).

Dado que el resveratrol aumenta la captacién 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 GS; y (2) la regulacién de los niveles de GSH
(274).

El 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 (269, 270). Los niveles de glutamina
estan relacionados con las variaciones redox celulares y se han reducido bajo estrés
catabdlico (266). 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 (275). La actividad de la enzima GS se
vio afectada por el estrés oxidativo, y el resveratrol pudo 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 (276, 277).

En modelos de administracion de estreptozotocina intracerebroventricular se
presento 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 (278). El tratamiento con resveratrol también aumenté el GSH intracelular
en cultivos de células astrogliales y cortes de CPF (262, 270). Sin embargo, bajo
agresion oxidativa, el resveratrol también muestra un efecto dual que depende de
la condicién redox del medio, similar al efecto observado con la captacién de

glutamato. En una agresion oxidativa intensa (1 mM H,0,) y aguda (30 min), el
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resveratrol evitd la disminucion de GSH inducida por H,O,, pero después de 6 h de
agresion oxidativa, el resveratrol mostré un efecto prooxidante, potenciando la
disminucion de GSH (262).

Los resultados del presente estudio también reportaron un comportamiento
hormético en los niveles de glutation total, dado que la administracion de resveratrol
por 2 y 4 meses incremento la concentracion de glutation total, también observada
del mes 12 al 18 del tratamiento, al mismo tiempo se observaron bajas
concentraciones de glutation total a los 8 meses de tratamiento, lo cual supone

adecuaciones en el sistema redox de la CPF durante el proceso de envejecimiento.

De igual manera, mientras que la administraciéon de resveratrol por 2 y 4
meses incremento la concentracion de GSH, también observada del mes 12 al 18
del tratamiento, se observé que disminuy6 las concentraciones de glutation total a
los 6 y 8 meses de tratamiento. Cabe resaltar que el tratamiento con resveratrol
previno el incremento de la forma oxidada de glutation, por lo que mantuvo un

estatus antioxidante en la CPF durante todo el estudio.

Como se ha comentado, las isoenzimas GST ejercen su actividad de
neutralizacibn de compuestos reactivos mediante la conjugacién con el GSH.
Destaca la isoforma GST-Mu debido a su regulacion a la baja en el tejido nervioso
durante el envejecimiento. Diferentes modelos de induccion 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 I,
donde ante una exposicion del ser humano sano a 1 g/d de resveratrol durante un
periodo de 4 semanas, si bien el efecto global fue minimo, los individuos que
mostraron niveles menores de GST-Mu en linfocitos antes de la intervencion,

registraron un incremento de esta proteina. (279).

Por otro lado, la administracion de 20 mg/kg de resveratrol durante cuatro
semanas determind una regulacion positiva de la actividad total de GST en la
corteza cerebral de un modelo de rata diabética, mientras que los andlisis de
Western blot en el mismo biomodelo muestran una mayor expresion génica en la

diabetes sin tratamiento, observandose con el tratamiento de resveratrol una
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regulacion también positiva, pero acercandose mas al requerimiento fisiolégico. No
obstante, cabe destacar que la expresion génica solo sugiere los niveles esperados
de proteina, mas no siempre los niveles de ARNm y la cantidad de proteina

correlacionan bien debido a diversos factores posteriores a la traduccién (280).

El biomodelo abordado con resveratrol en este estudio presentd una
actividad de GST mayor que el grupo control (Figura 10), con incrementos
significativos en el mes 14 de tratamiento. Esto concuerda también con los hallazgos
en la literatura, donde la actividad de GST en el grupo control de este estudio 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 alos 16 meses no se han visto reportados en la literatura,
por lo que este estudio arroja nuevos datos sobre una regulacion al alza cuando el

resveratrol es administrado de manera prolongada.

La actividad de GR (Figura 10) 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,Lbutionina-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 regulacién de HO-1, ya que la inhibicion

de este bloqueo los efectos del resveratrol (281).

Especificamente para la CPF, los niveles de actividad de GR en un modelo
rata con estrés por inmovilizacion 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
registrd un mayor numero de neuronas con el tratamiento de resveratrol tanto en la
CPF como en HP (282). En el presente estudio, el grupo administrado con
resveratrol mostré incrementos estadisticamente significativos en la actividad de la
enzima,; estos incrementos coinciden con los mayores niveles registrados de GSSG

en este grupo.
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Finalmente, se presentan a continuacion, a modo de resumen, la
contrapolacién entre el grupo control y el grupo tratado con resveratrol de los

comportamientos observados mas destacados durante la aplicacion del tratamiento.

Entre los marcadores de dafio oxidativo, debido a la asociacion establecida entre la
generaciéon de su derivado radical y la lipoperoxidacion lipidica, se muestran los
comportamientos equivalentes del NO asi como el resultado conjunto de MDAy 4-
HNE (lipoperoxidacion total) (Figura 12).

Marcadores de dano oxidativo

RRTIE WAt UL
2 4 6 8 10 12 14 16 18

- -A— - NO (Control) e & ee MDA +4-HNE (Control) =A== NO (Resv) o4+ MDA +4-HNE (Resv)

Figura 12. Comportamiento del NO y MDAy 4-HNE a lo largo del tratamiento.

Debido a la detoxificacién conjunta realizada de los productos que neutralizan
en sus respectivas reacciones, los comportamientos equivalentes de la actividad de

SOD y GPx se muestran en la figura 13.

81



Enzimas detoxificantes
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Figura 13. Comportamiento de SOD y GPx a lo largo del tratamiento.

Con respecto al comportamiento observado de las fracciones reducidas y
oxidadas de glutatién, indicativo del balance redox de la CPF, se ilustran las

variaciones de ambos parametros a lo largo del tratamiento en la figura 14.
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Fracciones de glutation
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Figura 13. Comportamiento del las fracciones de glutation (GSH y GSSG) a lo largo del tratamiento.
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9. CONCLUSIONES

En la corteza prefrontal, el proceso de envejecimiento mostré modificaciones
y adecuaciones del sistema redox para prevenir en la medida de lo posible la

neurodegeneracion y la pérdida de la funcion.

1. La administracion crénica de una solucion de etanol al 7.5% en ratas no
alterd el balance redox de la CPF mas alla de las condiciones fisiol6gicas
de envejecimiento.

2. Laadministracion cronica de resveratrol en una dosis de 10mg/kg previno
la sobreproduccion de *NO y de lipoperoxidacion en la CPF durante el
envejecimiento.

3. El tratamiento con resveratrol mejoro la actividad de las enzimas
detoxificantes SOD, CAT y GPx y conservo el sistema glutation con un
mayor impacto en la etapa de la vejez tardia, regulando a su vez la

actividad de GST y GR en la CPF de animales envejecidos.

En conjunto, los resultados sugieren que la suplementacion con resveratrol
puede ser una estrategia preventiva en los trastornos neurodegenerativos del

envejecimiento.
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10.PERSPECTIVAS

- Analizar las vias de sefializacion asociadas a los mecanismos de
adaptacion celular durante el envejecimiento, como sirtuinas, Forkhead-
box-O1, Hemo Oxygenasa-1, etc.

- Estudiar el comportamiento génico asociado al envejecimiento.

- Evaluar dichas vias de sefalizacion y respuesta génica tras una

administracidon con resveratrol.
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12. ANEXQOS
I. Modelo animal y correspondencia de edad.

La rata de laboratorio es una parte inevitable de la investigacion biomédica
actual (283). Son reconocidos como el modelo preeminente en numerosos campos.
Su uso en la investigacion cientifica comenzé en el siglo XVI, aunque el desarrollo
de la rata de laboratorio como modelo experimental realmente comenzd en 1906
cuando el Instituto Wistar desarrollo el modelo de rata Wistar (Rattus norvegicus)
(284).

Al abordar un modelo animal para estudiar el envejecimiento, se debe
establecer que el pardmetro edad en un biomodelo debe corresponder al humano.
En este sentido, se ha establecido que las ratas de laboratorio viven entre 2y 3,5
afos (un promedio de 3 afios) (285), mientras que la expectativa de vida mundial
de los humanos es de 80 afios, con variaciones entre los paises de acuerdo con
sus condiciones socioecondémicas (286). El consenso mundial del lineamiento para
el manejo de animales de laboratorio” establece que la esperanza de vida en rata
Wistar puede ser calculada de la siguiente manera:

(80 x 365) + (3 x 365) =26.7 dias humanos = 1 dia en la rata.

Donde: 80 es la esperanza de vida en afios para humanos y 365 los dias en
un ano. 3 corresponde a la esperanza de vida en afos para la rata Wistar. De esto

se puede deducir que:
365 + 26.7 = 13.8 dias en la rata, corresponde a 1 afio en humanos.

Por lo tanto, un afio humano casi equivale a dos semanas de rata (13,8 dias de rata)

al correlacionar su vida atil completa (287, 288).

Sin embargo, al considerar las diferentes fases de la vida de las ratas,
incluido el destete hasta la fase de vejez, se podria notar facilmente que las ratas
tienen una infancia breve y acelerada con respecto a los humanos. Las ratas se
desarrollan rapidamente durante la infancia y alcanzan la madurez sexual alrededor

de las 6 semanas de edad. Los seres humanos, por otro lado, se desarrollan
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lentamente y no alcanzan la pubertad hasta los 11-12 afios. La madurez social se
obtiene a los 5-6 meses de edad (Figura 11) (288, 289).
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Figura 15. Correlacion del peso corporal con diferentes fases de los dias posnatales. [Tomada y
modificada de Pallav Sengupta, 2013] (290).

Para establecer nuestro parametro de comparacion del ritmo de crecimiento
de la cepa Wistar, se consideran prepuberes a los roedores antes de los 42 dias de
edad, ya que diversos estudios han determinado que la pubertad se alcanza
aproximadamente entre los 33 y 66 dias, lo que coincide con el alcance de la
madurez sexual (291), por lo que un animal es catalogado como adulto a partir de
los 2-3 meses de edad. A partir de esta edad y hasta los 15-18 meses se considera
un animal adulto en etapa de envejecimiento. Mientras que, a partir de los 18 meses
un animal se considera senescente, 0 etapa de vejez, que en el humano se
denomina adulto mayor o 32 edad (292). De esta manera, en el presente trabajo, en
nuestro biomodelo de experimentacion se analizo el envejecimiento de la rata adulta

macho de la cepa Wistar, desde la etapa de adulto hasta la senescencia.
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Il. Descripcion de las técnicas de medicion de las variables relevantes
12.1.1 Determinacién de proteinas totales

Para la realizacién de la prueba bioquimica, se prosiguié de la siguiente

manera.

1.- Se prepar6 el estandar de albumina disolviendo por completo 1 mg de

albumina en 1 ml de solucién salina sin formar espuma.

2.- Se preparo el reactivo Azul de Coomassie al 0.06% en &cido perclérico al
3%.

3.- Se elaboro una curva de calibracion con el estandar de albamina de suero
bovino agregando 500 pl de colorante Azul de Coomassie a distintas
concentraciones del stock de albumina y aforando la reaccién a 1ml con agua

destilada.

4.- Los tubos se agitaron y posteriormente se led la absorbancia a 595 nm;

obtener la ecuacion de la recta con R2>0.99.

5.- Para realizar el ensayo real con cada muestra, se tomaron 2 ul de
sobrenadante y 500 ul de colorante Azul de Coomassie, que se combinaron en

tubos Eppendorf para posteriormente pasar a la celda de cuarzo.

6.- Una vez dentro de la celda de cuarzo, se procedio a agitar y realizar la

lectura en el espectrofotdmetro a una absorbancia de 595 nm.

7.- La concentracion de proteinas totales se determind interpolando la
absorbancia obtenida en las muestras con la curva estandar de albimina de suero

bovino calculada previamente.
12.1.2 Cuantificacion de nitritos.

Para la realizacién de la prueba bioquimica, se prosiguié de la siguiente

manera.
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1. Se prepar6 el estandar de Nitrito de Sodio a concentracion de 1 mM. Se
prepar6 una solucion 1 M con 0.069 g de NaNO3 en 1 ml de agua destilada, y se

realizd una dilucion 1:1000.

2.- Se preparo el reactivo de Griess conformado por la soluciéon Ay la solucion
B. La solucion A utilizé 1.32 g de sulfanilaminda, 60 ml de acido acético concentrado
y 39 ml de agua destilada. La solucion B utilizé 0.1 g de N-1-naftiletilendiamino y
100 ml de agua destilada. Ambas soluciones se almacenaron a 4°C protegidas de

la luz.

3.- Posteriormente se adicionaron en partes iguales (1:1) el reactivo Ay B

para conformar el reactivo final de trabajo.

4.- Se elabor6 una curva de calibracién con el estdndar de nitritos,
adicionando 100 pl de reactivo de Griess (1:1) y llevando a un volumen final de 1 ml

con agua destilada.

5.- La absorbancia se ley6 a 540 nm y se obtuvo la ecuacién de la recta con
una R2>0.99

6.- Para realizar el ensayo con la muestra, se colocaron 30 ul de reactivo de

Griess (1:1), 20 pl de sobrenadante, aforando con 260 pl de agua destilada.

7.- Las muestras con el reactivo se incubaron durante 10 minutos y su

absorbancia se ley6 posteriormente a 540 nm.

8.- Se determind la concentracién de nitritos interpolando la densidad éptica

de las muestras en la curva estandar de Nitrito de Sodio.
12.1.3 Cuantificaciéon de MDA + 4HDA.

Para la realizacion de la prueba bioquimica, se prosigui6é de la siguiente

manera.

1.- Se preparo una solucion de | de N-metil-2-fenil-indol disolviendo 38 mg en
18 ml de acetonitrilo [10.3mM], antes de emplear la solucion |, esta se diluyé

adicionando 6 ml de metanol hasta alcanzar un volumen final de 24 ml.
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2.- Se preparé la solucién Il estandar de 1,1,3,3-tetrametoxipropano logrando
una concentracion de 10mM. Para esto se adicionaron 16.5 uL de solucién de
tetrametoxipropano (densidad= 0.997 g/ml) en 10 ml de agua destilada. Antes de su
uso, la solucion Il también se diluyé (500 uyL de la solucion en 50 ml de agua
destilada).

3. Se mezclaron en un tubo Eppendorft:

e Para determinar MDA

- 650 ul de solucion diluida Il

- 200 pl de muestra

- Se agitaron y pasaron por el vortex.

- Se adicionaron 150 pl de Acido clorhidrico al 35%.
e Para determinar MDA + 4HDA

- 650 ul de solucién diluida |

- 200 pl de muestra

- Se agitaron y pasaron por el vortex.

- Se adicionaron 150 pl de Acido metanosulfénico al 35%.

4.- Ambos se incubaron a 45°C durante 40 minutos (MDA) o 1 hora (MDA +
HDA).

5.- Los tubos se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos y

posteriormente se centrifugaron a 3000 RPM durante 15 minutos.
6. La absorbancia fue leida en el espectrofotometro a 585 nm.

15.- La concentracion de MDA o MDA+4-HDA se determiné interpolando la
densidad Optica de las muestras con los resultados obtenidos con la curva estandar
de la solucién Il. La concentracion de 4-HDA se determind matematicamente

mediante la resta de los resultados obtenidos en ambas pruebas.
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12.1.4 Determinacion de actividad enziméatica de CAT.

Para la realizacién de la prueba enzimética, se prosiguié de la siguiente

manera.

Se prepararon el reactivo de H,0O, a 30mM (diluyendo 408 uL de H,0O, al 30%
para preparar 120 ml) y un buffer de fosfato de potasio (a base de fosfato

monobdasico y dibasico de potasio) a una concentracion de 50 mM.
1.- Procedimiento:
Se adicionaron en una celda de cuarzo:

- 655 microlitros del buffer de fosfatos (se revisé que el pH era de 7.4

antes de ser utilizado).
- Se afadieron 330 pL de H,0,.
- Se agregara 15 L del homogenado.

2. Se realiz6 la mezcla por agitacion de los reactivos y se procedi6 a hacer la
lectura en el espectrofotobmetro a una absorbancia de 240 nm, con un monitoreo de
hasta 90 segundos dependiendo de los resultados en la lectura. Los calculos se
realizaron mediante la diferencia obtenida entre la absorbancia en el minuto final y

el minuto inicial de la reaccion.
12.1.5 Determinacion de actividad enzimatica de SOD.

Para la realizacion de la prueba enzimética, se prosiguié de la siguiente

manera.

Se llevé a cabo la preparacion de tres reactivos: solucion de pirogalol al 7.37
mM (que se obtuvo por la disolucién de 9.3 mg de pirogalol en 10 ml de aga
destilada), EDTA dis6dico a 60mM (obtenido de la mezcla de 223.3 g de EDTA en
10 ml de agua destilada

1. Preparacion del ensayo blanco.
- Se mezcld con una cubeta:

e 933 uL de Tris-HCI
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e 33 uL agua destilada
e 16.6 yL de EDTA 60 mM
e 16.6 pL de Pirogallol

- Se dejaron reaccionar por 10 segundos.
- Posteriormente se blanqued y se realiz6 la medicion, que fue leida

a 420 nm con monitoreo durante 1 minuto.
La ADO del blanco coincidié con los valores 0.020 + 0.001
2.- Ensayo real (procedimiento):
- Se mezcl6 en una cubeta de cuarzo:

e 700 pL de Tris-HCI
e 50 uL de EDTA 60 mM
e 100 pL de muestra
e 100 pL de Pirogallol
- Sedejo reaccionar por 10 segundos. Se realizé el blanqueo y la medicién
comenzo a partir de ese momento. La lectura del espectrofotdmetro se
realizé a una absorbancia de 420 nm y se monitored la reaccion durante

1 minuto anotando las lecturas cada 10 segundos.
12.1.6 Cuantificacion de glutatién total y oxidado.

Para la realizacién de la prueba bioquimica, se prosiguié de la siguiente

manera:
1.- Paralapreparacion del KPE:

- Se preparo la solucién A mezclando 6.8 g de KH2PO4 en 500 ml de

agua destilada. La solucion se mantuvo en condiciones de frio a 4°C.

- Se preparo la soluciéon B mezclando K2HPO4 en 500 ml de agua

destilada. De igual manera, se mantuvo a 4°C.
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- Para la preparacion final: se mezcl6 en proporcién de 16 ml de la
solucion A + 84 ml de solucion B. Se ajusté el pH a 7.5 y se afiadieron 0.327 g de
EDTA.

2.-  Se preparo el buffer de extraccion: para este proceso, se afiadieron 20
ml de KPE, 20 microlitros de Tritdn x-100 y 120 mg de acido sulfosalicilico. El pH

tuvo que ajustarse a 7.5.

3. Otros reactivos (al momento de su preparacion, se protegieron de la luz

y se manteuvieron en frio):
- 2-vinilpiridina. Se preparo en dilucion 1:10 con KPE.
- Trietanolamina. Se prepar6 en dilucion 1:6 con KPE.
- DNTB. Se afiadieron 2 mg de DNTB en 3 ml de KPE.
- NADPH. Se afadiieron 2 mg de NADPH en 3 ml de KPE.
- Glutation reductasa. 40 microlitros en 3 ml de KPE.
4. Procedimientos:
e Glutation total: Se afadieron en la placa para su lectura:

- Muestra: 20 microlitros. La muestra se centrifugé con el buffer de

extraccidon previamente.
- DNTB - 60 microlitros.
- Glutation reductasa — 60 microlitros.

- Una vez afiadidos los reactivos, se esperd durante un periodo de 30

segundos antes de proseguir.

- Se dispenso el reactivo NADPH: 60 microlitros.
- Una vez afiadido, se realizo la lectura a 412 nm.
- La reaccion se monitore6 a los 0, 60, 120, 180 segundos, con

impresion de los valores registrados.
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e Glutation oxidado:

- Muestra: 100 microlitros. La muestra se centrifug6 con el buffer de

extraccion previamente.

- Vinilpiridina - 2 microlitros.

- Ambos compuestos se mezclaron en vortex y se dejaron reposar 1
hora a temperatura ambiente.

- Se dispenso la trietanolamina — 6 microlitros.

- La mezcla se cerro, tapar y mezclar bien, y dejar reposar 10 minutos.

- Se dispensé en la placa para su lectura, de la mezcla obtenida ya
reposada: 20 microlitros.
- Se afadio la glutation reductasa + DNTB (1:1) — 120 microlitros.
- Se espero duranter 30 segundos.
- Se dispens6 NAPDH — 60 microlitros.
- Se realizo la lectura a 412 nm.

- Lareacciéon se monitore6 a los 0, 60, 120, 180 segundos.

12.1.7 Determinacion de actividad enzimatica de glutation peroxidasa.

Para la realizacion de la prueba enzimatica, se prosiguié de la siguiente

manera:
1. Se prepar6 un buffer de sucrosa:

Para prepararsefue necesario tener (o preparar) un buffer de fosfatos 1x al
50 mM, al menos 50 ml, al que se le adicion6 KCI al 15% (se adicionaron 0.575 gr
para 50 ml de PBS). Se ajusto6 el pH a 7.6 y afiadi6 a la solucion la sucrosa al 0.25
M.

2. Reactivo de acoplamiento:

Este reactivo estuvo compuesto por:
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» Buffer Tris HCI. Se prepard con Tris y con agua destilada. El pH se

ajusto a 7.6 con HCI diluido.

+ EDTA disddico (a concentracion 2 mM). Para preparar 100 ml del

buffer de acoplamiento se necesitaron 33.6 gr.

* NaN3 (azida de sodio a concentracion 1mM). Para preparar 100 ml del

buffer de acoplamiento se necesitaron 6.5 gr.

* Glutation reducido (GSH, a concentracion 1 mM). Para preparar 100

ml del buffer de acoplamiento se necesitaron 30 gr.

* NADPH (a concentracién de 0.2 mM). Para preparar 100 ml del buffer

de acoplamiento se necesitaron 16.7 gr.

» Glutation reductasa. Para preparar 100 ml del buffer de acoplamiento

se necesitaron 100 unidades.

3. Sustrato de hidroperoxido al 30% con buffer Tris-HCI.

4. Procedimiento:

Muestra: 100 microlitros.

- Reactivo de acoplamiento — 875 microlitros

- Se dej6 incubar la placa dentro del lector a 37 °C durante al menos

tres minutos para favorecer el acoplamiento.

- Se afiadieron 25 microlitros de hidroperoxido y una vez dispensada a
la dltima muestra se inicié inmediatamente la lectura. La absorbancia e ley6

a 340 nm cada minuto durante 5 minutos.
12.1.8 Determinacion de actividad enzimatica de glutation transferasa.

Para la realizacion de la prueba enzimatica, se prosiguié de la siguiente

manera.
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1. Se prepar6 un buffer de KH2PO4 a concentracion 0.1 mM (Reactivo 1).
El pH se verifico en 6.25.
2. Se prepar6 el GSH (Reactivo 2). Para este reactivo se
disolvieron 30.7 mg por ml de agua destilada.
3. Se preparé el reactivo DNTB (Reactivo 3). Para esto, se
mezclaron 76.8 mg de DNTB en 5 ml de etanol al 95%.

4. Procedimiento. Se colocaron en la placa para su lectura, en el siguiente
orden:

Reactivo 1: 912 microlitros

- Reactivo 2: 50 microlitros
- Reactivo 3: 12.5 microlitros
- Muestra 25 microlitros

- Se realiz6 la lectura a 405 nm. La reaccidbn se monitored durante

aproximadamente 5 minutos con impresion de los resultados.
12.1.9 Determinacion de actividad enzimatica de glutation reductasa.

Para la realizacion de la prueba enzimatica, se prosiguié de la siguiente

manera:
1. Se prepar6 el buffer regulador.

Este buffer estuvo compuesto por KH2PO4 y por EDTA. La concentracion de
KH2PO4 fue de 139 mM, y la de EDTA correspondié a 0.76 mM. El pH se ajust6 a
7.4.

2. Se prepar6 reactivo principal:

Se adicionaron 18 ml del buffer regulador mas 2 ml de NADPH a

concentracion de 2.5 mM.
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3. FAD:

La concentracion de este reactivo fue de 315 mM. Para la preparacion de la
solucion se utilizé una constante de 1 mg de FAD, afiadiendo solamente el liquido

necesario.
4. GSSG

La concentracion final fue de 22 mM. De este reactivo se requerieron por

muestra aproximadamente 60 microlitros..

5. Procedimiento. Se colocaron en la placa para su lectura, en el siguiente

orden:

PASO A:

- Reactivo principal: 440 microlitros
- Buffer regulador: 60 microlitros

- Muestra: 40 microlitros

- FAD: 20 microlitros

- Se realiz6 una primera lectura a 340 nm con 37°C durante 3 minutos
con impresion de los resultados
“A”.

PASO B. Una vez terminada la primera lectura, se afadieron los

siguientes reactivos, en ese orden:
- Buffer regulador: 20 microlitros
- GSSG: 60 microlitros

- Se realiz6 la lectura en las mismas condiciones para obtener la

impresion de los resultados “B”.
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