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Resumen

El envejecimiento es un proceso de deterioro progresivo e incrementa la prevalencia
de enfermedades cronico-degenerativas (ECD). Se han propuesto varias teorias
para describirlo, incluida la teoria de envejecimiento por estrés oxidativo. En este
sentido, se han descubierto biomarcadores para la cuantificaciéon del estrés
oxidativo, entre estos se incluyen los niveles de nitritos y de lipoperoxidacion. Se
han desarrollado diversas estrategias preventivas para desacelerar el
envejecimiento, entre las mas importantes la suplementacion con antioxidantes. El
cerebelo es una de las regiones mas afectadas durante el envejecimiento ya que es
encargado de diversas funciones motoras y cognitivas. El objetivo de este trabajo
es estudiar el efecto del resveratrol sobre el cambio conductual, neuronal y del
sistema antioxidante durante el envejecimiento cerebelar en ratas Wistar. Se
utilizaron 216 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad, divididas
aleatoriamente en 3 grupos: control; vehiculo (etanol 7.5%) y resveratrol (10mg/kg
de peso + etanol 7.5%), la administracion fue via oral. Los periodos de
administracion fueron por 2 y hasta 18 meses. Se realizaron pruebas conductuales,
bioquimicas, enzimaticas, histolégicas e inmunohistoquimicas. Los resultados
mostraron que el etanol cumple la funcion de vehiculo ya que no incrementé el
estrés oxidativo y tampoco mostré un efecto beneficio adicional al resveratrol, en
este sentido, la administracion prolongada con 10mg/kg de peso de resveratrol
confirmé su efecto antioxidante y antienvejecimiento ya que los animales
mantuvieron la actividad locomotora y la memoria a corto y largo plazo aun en
edades avanzadas, ademas, los niveles de los marcadores de estrés oxidativo se
mantuvieron en niveles fisioldgicos, la organizacion neuronal no sufri6 cambios y
GFAP no incrementd su reactividad durante el envejecimiento tomando como
referencia los animales jovenes. En conclusion, la administracién cronica de
resveratrol reduce los cambios conductuales, el dafio oxidativo y neuronal producido

en cerebelo de ratas Wistar durante el progreso del envejecimiento.



Introduccion
Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso de deterioro progresivo de una amplia gama
de estructuras anatémicas y, como resultado se genera la pérdida de las funciones
fisioloégicas corporales, aumentando el riesgo de contraer alguna enfermedad y
finalmente la muerte [Goldberger, et al., 2002; Da Costa, et al., 2016]. De acuerdo
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), actualmente hay 125 millones de
personas con 80 afios 0 mas, lo cual es un factor de riesgo que convierte a esta
poblacién en la mas susceptible de contraer alguna enfermedad relacionada con la
edad. Para el 2050, se estima que habra un numero casi igual de personas de este

grupo de edad solamente en China y 434 millones en todo el mundo [OMS, 2018].

México se encuentra en un intenso y acelerado proceso de cambio en la
distribucion por edades de la poblacién, pasando de una poblacion joven a una mas
envejecida. De acuerdo con la CONAPO en 2015, por cada diez mexicanos, tres
eran menores de 15 anos, seis tenian de entre 15-59 anos y solo uno tenia 60 afios
o0 mas. Para el afio 2050, esta composicion se vera profundamente alterada, ya que
se prevé que Unicamente dos de cada diez mexicanos tendran menos de 15 afos;
Figura 1 [Gonzalez, 2015].

Porcentaje
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30 A
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0 T T T T T T T T T T T T T T

1910 1921 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050
— 0-14 15-59 60y mas

Figura 1. Distribucion porcentual de la poblacion por grupos de edad, 1910-2050 [Gonzalez, 2015].



Hay una gran heterogeneidad en la forma de envejecer, determinada por
factores bioldgicos, socioculturales y econdémicos [Lowsky, et al., 2014]. Este
proceso aumenta la susceptibilidad del estado de salud en la poblacién de adultos
mayores, manifestandose en un incremento en la prevalencia de enfermedades
cronico-degenerativas (ECD), imponiendo la necesidad de modificar los sistemas
de salud [Cantén, 2018; Coronel, 2017]. El aumento en la incidencia de diversas
ECD podria modificar los patrones de mortalidad y la esperanza de vida
principalmente en los paises en vias de desarrollo [Monteverde & Novak, 2008].
Actualmente, la esperanza de vida en nuestro pais oscila entre los 70 afios para los
hombres y 80 afos para las mujeres; no obstante, esta seguira un comportamiento

ascendente, aunque a una velocidad mas lenta; Figura 2 [Gonzalez, 2015].

Anos
90

80
70
60
50
40
30
20

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2017 2020 2030 2040 2050

Hombre 36.10 4040 4810 5760 6000 6230 67.02 7048 7105 7288 7329 7464 7599 7734
e MUjeT 3750 4250 51.00 6030 6380 68.10 7399 7614 7703 7793 7828 7941 8052 81.60

Figura 2. Esperanza de vida por sexo 1930-2050 [Coronel, 2017].

El patron de envejecimiento en todo el mundo plantea nuevos desafios y
enfatiza la necesidad de comprender los cambios naturales, tanto a nivel celular y
funcional, que se presentan durante el envejecimiento. Asi como en el avance en la
formulacién y desarrollo de diversas estrategias anti-envejecimiento que garanticen

una vejez integra [Monteverde & Novak, 2008].
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Las caracteristicas distintivas del envejecimiento se pueden dividir en tres
categorias: (1) primarias o las causas del dafo asociado con la edad; (2)
antagonicos, o las respuestas al dafo; e (3) integradoras, o las consecuencias de
respuestas celulares responsables del fenotipo de envejecimiento [McHugh & Gil,
2018]. En este sentido, la senescencia, es una respuesta celular que limita la
proliferacion de células envejecidas, pertenece a la clase antagodnica. Se ha
identificado como una respuesta a numerosos factores estresantes, incluida la
exposicidn a agentes genotdxicos, la privacion de nutrientes, la hipoxia, la disfuncion
mitocondrial y la activacién de oncogenes [Sun, et al., 2016]. Las modificaciones
epigenéticas son otra caracteristica del envejecimiento relacionada con la
senescencia. La inestabilidad gendmica y los cambios en la metilacion del ADN se
correlacionan con el envejecimiento cronoldgico en ratones y humanos [Kane, et al.,
2019].

Durante los primeros afios de vida los sistemas antioxidantes, de reparacion
y degradacion de moléculas téxicas se encuentran completamente activas, pero con
el paso de la edad, el desgaste tisular generalizado, heridas y cuadros patolégicos
contribuyen a la senectud, ya que en edades avanzadas se incrementa la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), liberacion de citocinas vy
acumulaciéon de moléculas toxicas que en conjunto exacerban procesos como la

inflamacion [Wilkinson & Hardman, 2020; Grange, et al., 2009]; Figura 3.

H &/ ¢ r
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"
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- @ i .
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v X .
Célula ﬂ

@; 2020 célula
‘ » BIDBIID envejecida

normal Estabilidad genética

idantes, re iony d 1
—
Edad
Figura 3. Proceso de envejecimiento y senescencia. [Creado en Biorender, 2020].

Estrés oxidativo y envejecimiento ‘
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Teorias del envejecimiento

Se han propuesto varias teorias biolégicas modernas para describir el
envejecimiento en humanos, las cuales se dividen en teorias de envejecimiento

programado y las teorias de dafo celular.

Teorias de envejecimiento programado

Las teorias de envejecimiento programado establecen en su fundamento que
un organismo sigue un calendario bioldgico, sosteniendo la hipétesis de que los
cédigos genéticos del organismo contienen instrucciones para regular el

crecimiento, reproduccion y muerte [Johnson, et al., 2019].

La longevidad programada es una subteoria que propone al envejecimiento
como resultado de un encendido y apagado secuencial de ciertos genes y a la
senescencia como el momento en que se manifiestan los déficits asociados con la
edad [Jin, 2010]. Tomando en cuenta esta hipoétesis, bastaria con deshabilitar las

herramientas genéticas que causan y aceleran el envejecimiento.

La teoria endocrina sugiere que los cambios producidos a nivel hormonal son
fundamentales para el progreso del envejecimiento. Se ha demostrado que el
envejecimiento esta regulado hormonalmente y que la via de sefalizacion
insulina/IGF-1 conservada evolutivamente juega un papel clave en dicha regulacién
[Van-Heemst, 2010]. El eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA) es un elemento
importante para esta teoria ya que actua como un regulador primario en sefiales de
inicio y término en las distintas etapas de la vida [Herman, et al., 2016]. Por otro
lado, la teoria Inmunolégica, plantea que el sistema inmunoldgico esta programado
para decaer con el tiempo, lo que conduce a una mayor vulnerabilidad a las
enfermedades infecciosas y, por lo tanto, al envejecimiento y la muerte. A medida
que uno envejece, los anticuerpos pierden su eficacia y el cuerpo puede combatir
eficazmente menos enfermedades nuevas, lo que provoca estrés celular vy,

finalmente, la muerte [Cornelius, 1972].
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Teorias de dano celular

Las teorias de dafo celular se enfocan en los ataques de agentes
ambientales nocivos a cualquier organismo vivo, introduciendo un dafio acumulativo
que propicia la aparicion de enfermedades y finalmente la muerte [Jin, 2010]. Este
dafio a nivel molecular incluye la inestabilidad gendémica y alteraciones
epigenéticas, dando lugar a danos celulares y fisiolégicos como la senescencia
celular, el agotamiento de las células madre y la comunicacion intercelular alterada,
que finalmente da como resultado un fenotipo caracteristico del envejecimiento
[Singh, et al., 2019]. La teoria de desgaste enfatiza que todos los organismos tienen
partes vitales irremplazables que con la acumulacién de dafos se van desgastando,
conduciendo a la muerte a células, tejidos y 6rganos. Este dano es causado por

diversos factores exdgenos y ambientales [Jin, 2010].

Otra teoria importante es la teoria de la tasa de vida, en la que se establece
que el gasto de energia es inversamente proporcional a la vida util, es decir, cuanto
mayor es la tasa de metabolismo basal de oxigeno de un organismo, mas corta es
su vida util [Dong, 2013]. A nivel bioquimico, una mayor tasa de metabolismo puede
provocar un aumento en la tasa de reduccion univalente de oxigeno y la
consiguiente generacion de radicales libres, suponiendo que una proporcion fija de
oxigeno consumido se desvia hacia la generacion de radicales libres e
hidroperéxidos [Sohal, 1986].

La teoria de error y catastrofe propuesta por Orgel en 1963, postula que los
procesos del ADN (replicacion, transcripcién, y traduccidén) son necesarios para la
sintesis de proteinas, por lo que, si hay un error en alguno de estos mecanismos,
esta sintesis se realizaria de forma incorrecta [Dong, 2013]. Desde el nacimiento,
surgen y se acumulan errores que afectan a los componentes y macromoléculas
presentes en la célula, y aunque el sistema de reparacién elimina parcialmente la
acumulaciéon de estos errores, este sistema no funciona de manera perfecta y

permanente. [Weinert & Timiras, 2003].
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Teoria de la continuidad del envejecimiento

En esta teoria se establece que los adultos mayores generalmente
mantendran las mismas actividades, comportamientos y relaciones que tenian en
sus primeros afos de vida. Esta teoria sostiene que, al tomar decisiones
adaptativas, los adultos de mediana edad y mayores intentan preservar y mantener
las estructuras internas y externas existentes; y prefieren lograr este objetivo
utilizando estrategias ligadas a sus experiencias pasadas de si mismos y de su
mundo social [Atchley, 1989].

En la medida en que el cambio se basa en el pasado de la persona y tiene
vinculos con él, el cambio es parte de la continuidad. Como resultado tanto de sus
propias percepciones como de las presiones del entorno social, los individuos que
se estan adaptando al envejecimiento normal estan predispuestos y motivados tanto
hacia la continuidad psicolégica interna como hacia la continuidad externa del
comportamiento y las circunstancias sociales [Burbank, 986]. La teoria de la
continuidad ve a la continuidad interna y externa como estrategias de adaptacion
robustas que se apoyan tanto en las preferencias individuales como en las
exigencias sociales. Consiste en principios adaptativos generales que se podria

esperar que siguieran las personas con el paso de los afios [Atchley, 1989].

Un concepto valido de envejecimiento normal debe representar una imagen general
que simbolice con precision la experiencia del envejecimiento para la mayoria de
las personas dentro de una cultura especifica En relaciéon con lo anterior, el
envejecimiento normal se refiere a los patrones habituales y comunes de
envejecimiento humano. Debido a que existe una superposicion sociocultural que
interactia con el envejecimiento fisico y metal, se puede esperar que el
envejecimiento normal difiera de una cultura a otra; ademas, el envejecimiento
normal se puede distinguir del envejecimiento patolégico por la falta de enfermedad
fisica o mental [Atchley, 1989]. La continuidad es, por lo tanto, una gran estrategia
de adaptacién que es promovida tanto por la preferencia individual como por la

aprobacion social [Burbank, 986].
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Teoria de los radicales libres mitocondriales/estrés oxidativo

En la década de 1950, Denham Harman propuso la teoria de los radicales
libres del envejecimiento, a la que realizé modificaciones posteriores en 1972. En
ella plantea que la mitocondria podria ser el reloj biolégico del envejecimiento, ya
que es en este organelo donde los radicales libres se producen al maximo,
incrementando la susceptibilidad de dafno de las biomoléculas que lo componen,
entre las que se incluyen lipidos, proteinas y ADN; en estas situaciones, los
antioxidantes enddégenos no son suficientes para mantener la homeostasis celular
[Harman, 1956; Harman, 1972]. En este sentido, se postula la teoria del
envejecimiento por estrés oxidativo, la cual establece que la reduccion de las
funciones fisioldgicas es causada por una acumulacion lenta y constante de dano
oxidativo en las macromoléculas [Lin & Beal, 2003; Liguori, et al., 2018]. El estrés
oxidativo es el desequilibrio entre los radicales libres y el sistema antioxidante
endogeno, inclindndose hacia el ambiente oxidante. Esto provoca dafio celular en
las estructuras principales, condicionando la pérdida de la permeabilidad selectiva
de la membrana, dafio a la mitocondria [Dias, et al., 2013] y promoviendo la

desnaturalizacion de proteinas [Velasquez, et al., 2014].

En adicién, en las ultimas décadas se han revelado multiples vias de
reparacion del ADNmt, incluida la reparacién por escision de bases, la reparacion
de roturas de una sola hebra, la reparacién de errores de emparejamiento y
posiblemente la recombinacion homédloga. Estas vias de reparacién del mtDNA
estan mediadas por enzimas que tienen una actividad similar a las que operan en
el nucleo. El envejecimiento también estd asociado con el aumento en la tasa de
generacion de H202 por parte de las mitocondrias probablemente debido, al menos
en parte, al dafio autoinfligido por las mitocondrias. [Barja & Herrero, 2000]. En este
sentido, el peroxisoma es el generador y detoxificador mas importantes de H202 en
la célula [Titorenko, et al., 2011]. En consecuencia, la pérdida de la homeostasis
redox dentro de los peroxisomas se correlaciona con niveles elevados de peroxido

de hidrégeno y la induccion de la senescencia celular [Legakis, et al., 2002].
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A finales de la década de los 80s se introdujo un grupo de biomarcadores para
la medicion del estrés oxidativo que, de manera directa o indirecta advierten sobre
la concentracion de las especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS y NOS) |
Griendling, et al., 2016]. Estos biomarcadores sefialan el posible dafio a
macromoléculas como lipidos y proteinas, marcadores de funciones fisioldgicas y

cognitivas [Rossi, Garrido, & Sellés, 2016].

Marcadores de estrés oxidativo

Oxido nitrico (NO)

El oxido nitrico (NO) es una molécula de sefializacion intracelular e
intercelular de vida corta y de libre difusidn que se sintetiza a partir de L-arginina
utilizando oxigeno molecular (O2) y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
(NADPH) como donante de electrones [Alderton, et al., 2001]; Figura 4. La sintesis
de -NO es catalizada por una familia de enzimas llamadas éxido nitrico sintasas
(NOS) cuyas isoformas incluyen NOS neural (hnNOS o NOS1), NOS inducibles
(INOS o NOS2) y NOS endoteliales (eNOS o NOS3). La principal diferencia entre
ellas radica en que nNOS y eNOS son enzimas constitutivas activadas por calcio y
calmodulina, mientras que iINOS es independiente del calcio, esta ausente en las
células en reposo, pero es inducida por citocinas inmunoestimuladoras, bacterias e
infecciones [ Aktan, 2004]. nNOS se localiza en las neuronas y se expresa en gran
medida en las células granulares del cerebelo. Por otro lado, aunque eNOS también
se expresa en células granulares del cerebelo, es menos abundante que nNOS
[Dinerman et al., 1994]. De acuerdo con Blanco, et al 2010, el sistema NO/NOS
sufre una serie de cambios con el envejecimiento en el cerebelo: 1) Un cambio en
la distribucion celular de iINOS pero no en su expresion. 2) Mayor actividad de
dihidronicotinamida adenina dinucledétido fosfato diaforasa (NADPH-d), y 3) Mayor
nitracion de proteinas. Esto sugiere que existen cambios que afectan el sistema
NO/NOS vy el destino del -NO producido durante el envejecimiento en el cerebelo,
como variaciones en la produccion de oxigeno reactivo o disminuciones en los

mecanismos de proteccion antioxidante [Picén, et al., 2019].
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Figura 4. Sintesis de oxido nitrico. La sintasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS) es activada por calcio
dependiente de calmodulina. NOS produce 6xido nitrico (-NQO) tras la oxidacion de la arginina en
citrulina. El -NO se difunde y actua sobre dianas presinapticas o postsinapticas. Una via bien
conocida del -NO es a través de la activacion de guanilato ciclasa soluble (sGC) que activa una
proteina quinasa G (PKG) que conduce a la activacion de Erk y la estabilizacion de TORC1 un
coactivador de CREB. [Tomado y modificado de Tricoide, 2012].
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Lipoperoxidacion

La peroxidacion lipidica es un proceso complejo que se sabe ocurre tanto en
plantas como en animales. Implica la formacién y propagacion de radicales lipidicos,
reordenamiento de los dobles enlaces y alteracion en el ensamblaje, composicion,
estructura y dinamica de la bicapa lipidica [Gaschler, & Stockwell, 2017]. Alrededor
de 32 aldehidos se han identificado como productos de la peroxidacion lipidica,
entre los que se encuentran: a) aldehidos saturados; b) aldehidos 2,3-trans-
insaturados y c) una serie de 4 aldehidos 2,3-trans-insaturados hidroxilados
[Repetto, Semprine & Boveris, 2012]. Los productos mas representativos debido a
su nivel de produccién son los compuestos Malonildialdehido (MDA) y 4-
Hidroxialquenales (4-HDA). La lipoperoxidacién es un proceso que promueve una
reaccion en cadena iniciada por la extraccion de hidrégeno o la adicién de un radical
de oxigeno, que resulta en el dafio oxidativo de los acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) [Niki, et al., 2005] y que, a su vez, comprende 3 etapas conocidas como:

iniciacién, propagacién y terminacion.

El inicio de la peroxidacion lipidica en la membrana celular se debe al ataque
de cualquier especie que tenga suficiente reactividad para extraer un atomo de
hidrogeno. El radical peroxilo es capaz de extraer un atomo de hidrégeno de otro
acido graso poliinsaturado y asi iniciar una reaccién en cadena [Halliwell, &
Gutteridge, 1984]. En la propagacion, el segundo paso se da la degradacién
catalizada por hierro de los hidroperéxidos lipidicos formados durante la iniciacion
que generan intermediarios reactivos y productos caracteristicos de la peroxidacion
lipidica como los hidroperoxidos [Svingen, et al., 1979]. Cuando la bicapa lipidica se
somete a un proceso de peroxidacion lipidica, es probable que las biomoléculas
como las proteinas y/o los aminoacidos se modifiquen de forma covalente debido al
producto formado [Lahir, 2015]. En la terminacién, la reaccién en cadena de
radicales libres de la peroxidacion lipidica se propaga hasta que dos radicales libres
se eliminan entre si para terminar la reaccién en cadena. El proceso también puede
terminar cuando se agrega un antioxidante el cual interrumpe la reaccion, como la

vitamina E o el resveratrol [Gutteridge, 1995].
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Malonildialdehido

El MDA es el compuesto organico con la férmula CH2(CHO)2. Es un
compuesto altamente reactivo que se presenta en su forma endlica; se produce
naturalmente y es considerado un marcador del estrés oxidativo [Nair, O’'Neil &
Wang, 2008]. Es el mas comun de los conocidos como lipoperdxidos, utilizado como
marcador de estrés oxidativo en plasma vy tejidos [Grotto, et al., 2009, Esterbauer,
Schaur, & Zollner, 1991]. Se genera a través de procesos enzimaticos tras la
oxidacion del acido araquidonico (AA) y el acido docosahexaenoico (DHA) de las
membranas bioldgicas, durante la biosintesis de tromboxano A2 (TXA2) y acido 12-
hidroxi-5,8,10-heptadecatrienocico (HHT), y no enzimaticos por endoperdxidos
biciclicos producidos durante la peroxidacion de lipidos, es importante destacar que
el AA el principal precursor de dicho endoperdxido [Ayala, et al., 2014]. Este puede
metabolizarse o reaccionar con proteinas o ADN para formar aductos que
contribuyen al inicio de diferentes procesos patoldgicos; esquema 1 [Marnett, 1999;
Ayala, Mufioz, & Arguelles, 2014]. EI metabolismo de la MDA implica su oxidacion
por la aldehido deshidrogenasa mitocondrial seguida de la descarboxilacion para
producir acetaldehido, que es oxidado por la aldehido deshidrogenasa a acetato y
luego a CO2 y H2O [Siu, et al., 1982]. La fosfoglucosa isomerasa también es
responsable de metabolizar al MDA a metilglioxal (MG) y luego a D-lactato por
enzimas del sistema de glioxalasa usando GSH como cofactor [Agadjanyan, et al.,
2005].

4-Hidroxialquenales

El 4-HDA es el principal de producto final de los hidroxialquenales. Este es
generado por descomposicion de acido araquidénico y PUFAs, a través de procesos
enzimaticos o no enzimaticos [Esterbauer, Schaur, & Zollner, 1991]. Se trata de un
compuesto extraordinariamente reactivo que contiene tres grupos funcionales: (i)
doble enlace C = C que puede ser objetivo de las adiciones de Michael al tiol,
reduccion o epoxidacion, (ii) grupo carbonilo que puede producir acetal/tiol o puede

ser objetivo para la formacion, oxidacién o reduccion de la base de Schiff, y (iii)
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grupo hidroxilo que puede oxidarse a una cetona [Schaur, 2003]. El 4-HDA es el
producto final de la peroxidacion lipidica mas estudiado, se sabe que a niveles
fisiologicos se metaboliza enzimaticamente y desempefia un papel importante como
molécula de sefializacién que estimula la expresidon génica, aumenta la capacidad
antioxidante celular y ejerce una respuesta adaptativa; a concentraciones
moderadas, los dafios en los organulos y proteinas conducen a la induccién de
autofagia, senescencia o detencién del ciclo celular, y en concentraciones altas
propicia la formacién de aductos y la muerte celular por apoptosis o necrosis [Ayala,
Munoz, & Arguelles, 2014]. Ademas, puede inactivar varias enzimas y también
inhibir la sintesis de ADN y proteinas; esquema 1 [Shoeb, et al., 2014]. Se ha
demostrado que este alquenal en concentraciones altas es altamente reactivo y
puede causar deterioro del transporte de glucosa en neuronas cultivadas y una
alteracion del transporte de glutamato en sinaptosomas neocorticales, lo que puede
conducir a la neurodegeneracion exitotoxica en rata [Pedersen, Cashman &
Mattson, 1999]. En este sentido, Liu, et al., 2016 demostraron que que ratones con
una mutacién en el gen similar a la péptido 2 de la membrana mitocondrial interna
(Immp2l) tenian niveles elevados de superdéxido mitocondrial, problemas de
fertilidad y fenotipos asociados con la edad, que incluyen cifosis y ataxia. Ademas,
los ratones viejos mutantes mostraron un mayor contenido de carbonilo de proteina
sérica, 4-hidroxialquenales (4-HDA) cerebeloso y modificacion de nitrotirosina en

comparacién con los ratones de control normales viejos.

Estos marcadores son utilizados con el objetivo de desarrollar nuevas
estrategias preventivas, diagnosticas y terapéuticas para impedir la aparicion de
diversas enfermedades [Grotto, et al., 2009]. Se sabe que procesos oxidativos como
la peroxidacién de lipidos se produce después de una lesion cerebral traumatica
grave, cuadros patolégicos, y durante la progresion del envejecimiento y se
correlaciona con la mortalidad. La identificacion de los aductos, radicales libres y
fuentes de oxidacion es de fundamental conocimiento para el estudio y
establecimiento de terapias antioxidantes basadas en mecanismos celulares y asi

implementarlos en estudios clinicos con bases moleculares.

20



Mecanismos de dano a nivel celular en el envejecimiento
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Esquema 1. Mecanismos de dafio a nivel celular en el envejecimiento. Implicacién de
radicales libres (ROS y RNS) en la progresion de procesos oxidativos como la lipoperoxidacién y su
interaccién con las macromoléculas [Creado en Biorender].
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Esquema 2. Papel del sistema antioxidante endégeno frente a los mecanismos de dafio celular
durante el envejecimiento. Los elementos enzimaticos y no enzimaticos del sistema antioxidante
endoégeno frenan el desarrollo de procesos oxidativos como la lipoperoxidacion y desgaste de las

macromoléculas celulares [Creado en Biorender].
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Estrategias Antienvejecimiento
Restriccidn calérica

La restriccidon caldrica (RC) es un proceso en el cual la ingesta de alimentos
de un individuo disminuye sin llegar a la desnutricién [Montano, 2014]. Este proceso
ralentiza el proceso de envejecimiento y amplia la esperanza de vida, esto se logra
suprimiendo una serie de cambios bioldgicos y anomalias patolégicas relacionadas

con la edad, independientemente del género y la especie [McCay, et al., 1935].

Los mecanismos por los cuales la restriccion de calorias induce propiedades
que prolongan la vida no se comprenden completamente. Se han sugerido las
siguientes cuatro vias posibles de destino: 1) Activacion de la proteina quinasa AMP
(AMPK), 2) Activacion de las sirtuinas, 3) Inhibicion de la sefalizacion del factor de
crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) y 4) Inhibicién de la diana de rapamicina
en mamiferos (MTOR) por rapamicina; [Mitchell, et al., 2015; Saraswat, 2017].
Diversos estudios apoyan significativamente la hipotesis de que la RC es capaz de
reducir el dano oxidativo asociado a la edad y suprimir la inflamacién crénica
sistémica, esto debido principalmente a su importante papel regulador en el estrés
oxidativo y su capacidad para mantener las condiciones redox adecuadas [Kim, et
al., 20202].

A pesar de los beneficios comprobados de la RC, es una estrategia dificil de
aplicar con éxito en humanos, principalmente a largo plazo, ya que requiere un alto
nivel de disciplina. La dificultad de implementacion de la RC ha llevado a los
investigadores del area de la salud a proponer nuevos compuestos activos que
imiten los resultados metabdlicos, hormonales vy fisiologicos de la RC, los cuales
han sido denominados como “miméticos de restriccion de calorias” (MRC). Una de
las consideraciones mas importantes que debe cumplir un MRC es que debe
demostrar la capacidad de aumentar la vida util en el ser humano; sin embargo,
existen diversos objetivos moleculares que deben ser atacados por estos
compuestos para lograr el mismo beneficio que brinda la RC [Son, et al., 2019]. Se

ha propuesto al resveratrol como mimético de la RC por sus sitios diana; Figura 5.
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Figura 5. Sitios moleculares de accién del resveratrol, como mimético de la restriccion calérica.
[Creado en Biorender, 2020].

Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias sintéticas o naturales que se presentan en
bajas concentraciones respecto a las biomoléculas que deben proteger. Actuan
retardando o inhibiendo los efectos nocivos de los radicales libres y se clasifican en
tres categorias: Antioxidantes endégenos (catalasa, superdxido dismutasa,
sistema de reciclaje de glutation, etc.) que son fabricados por la propia célula;
antioxidantes exégenos, que ingresan al organismo a través de la dieta (vitamina
E, vitamina C, curcumina, resveratrol, etc.) o mediante suplementos con
formulaciones farmacéuticas y cofactores (cobre, zinc, manganeso, hierro, selenio,
etc.). El consumo de antioxidantes exdgenos puede aumentar la proteccion del
organismo y ayudar al sistema enddgeno a combatir el dafio oxidativo y la aparicion

de diversas enfermedades [Chehue, et al., 2013].
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Sistema antioxidante endégeno
Superoéxido dismutasa (SOD)

Las superoéxido-dismutasas son un grupo de metaloenzimas esenciales para
la defensa contra la toxicidad producida por los metabolitos parcialmente reducidos,
generados durante la reduccion biolégica normal del oxigeno molecular. En la tabla
1 se presentan las caracteristicas de las 3 isoformas [Garcia-Triana, et al., 1995] y
en la figura 6 se representa de manera esquematica su localizacion celular
[Matsuda, et al., 2018].

Tabla 1. Isoformas de la enzima Superoxido dismutasa [Tomado y modificado de Gomez-Quiroz, & Cuevas-
Bahena, 2008].

Enzima Metal Localizacion kDA Cromosoma/ Caracteristica
celular gen humano
SOD1 ‘ Cu/Zn Citoplasma 32,5 21 Homodimero,
SOD2 ‘ Mn Mitocondria 89 6 Homotetramero
SOD3 Cu/Zn Extracelular 135 4 Glucoproteina
tetramérica
Estimulo
Extracelular
cuzns0 ROS

» Estrés Oxidativo

.

oD 1 ROS

Citoplasmatica

Cu/Zn-SOD

Mitocondrial
SOD 2

/ / NUCLEO \

OB/

Figura 6. Localizacion esquematica de SOD1, SOD2 y SOD3 en humanos estan
compartimentados (SOD1, citoplasma; SOD2, en la mitocondria; SOD3, en el espacio extracelular).
Los relampagos muestran el ataque oxidativo de las ROS a macromoléculas como proteinas,
lipidos y ADN [Tomado y modificado de Matsuda, et al., 2018].
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Estas enzimas son responsables de proteger a las células y tejidos del ataque
de ROS, generadas a partir de fuentes enddgenas y exdgenas. Intracelularmente
las mitocondrias son una fuente y centro de lesion celular mediada por ROS, por lo
tanto, la SOD2 desempefia un papel importante en la defensa mitocondrial contra

el dafio oxidativo por ROS; esquema 2 [lzuo, et al., 2015].

El deterioro de la produccion energética y el aumento del dafio oxidativo
mitocondrial se consideran eventos patoldgicos tempranos que conducen a la
neurodegeneracion [Fukai, & Ushio-Fukai, 2011]. Las SODs eliminan el anién
superoxido (O27), produciendo H2O2, e inhibiendo la produccion de peroxinitrito
(ONOO") en la matriz mitocondrial y en el espacio intermembranal, como se muestra

en la Figura 7 [lzuo, et al., 2015].
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Figura 7. Mecanismo comun de eliminacién de Oz~ por la SOD. [Tomado y modificado de Wang, et
al., 2019]

Catalasa (CAT)

La CAT se encuentra ampliamente distribuida en el organismo. La actividad
de esta enzima varia en dependencia del tejido, siendo mas elevada en el higado y
los rifiones que en el tejido conectivo y los epitelios, o practicamente nula en el tejido
nervioso. A nivel celular se localiza en las mitocondrias y los peroxisomas, excepto

en los eritrocitos, donde se encuentra en el citosol [Nandi, et al., 2019].
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Esta enzima es una metaloproteina tetramérica, cuyo peso molecular se
encuentra en el rango de 210-280 kD. Consta de 4 subunidades idénticas que se
mantienen unidas por interacciones no covalentes. Cada subunidad contiene un
grupo prostético de protoporfirina IX y el contenido protohémico y el de hierro
representan un 1,1y 0,09% respectivamente del peso molecular total de la enzima
[Hajdu, Wyss, & Aebi,1977; Vainshtein, et al., 1981].

La CAT, como parte del sistema antioxidante, esta involucrada en la
biotransformacion del H.O2 generado durante el metabolismo celular. Esta enzima
se caracteriza por su alta capacidad de reaccion, pero relativamente poca afinidad
por el sustrato. Presenta 2 funciones: la catalitica y la per-oxidativa. Ambas se

pueden representar por la siguiente reaccion: Figura 8 [Miranda, et al., 1996].

H,O, + Fe (lll)-enzima —H,0 + O = Fe (IV)-enzima

I
HOOH H,O

\ 2”7
lc‘ ke ot

Q)

H O HOOH

H,O + Fe (lll)-enzima<«—H,0, + O = Fe (IV)-enzima

Figura 8. Actividad de Catalasa. La actividad de esta enzima se lleva a cabo en 2 pasos. El
primero; una molécula de H20: oxida el grupo Hemo a una especie oxiferrilo esta reaccion es
equivalente a remover un Fe* de la porfirina; y el sequndo, donde una segunda molécula de H202
es utilizada como reductor del compuesto 1 para regenerar a la enzima formando en el proceso
H20 + O2 [Chelikani, Fita & Loewen, 2004].
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Sistema de Glutation

El tripéptido glutation (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) es el tiol
intracelular mas difundido; comprende mas del 90% de los equivalentes reductores
en la célula [Dickinson, et al., 2002]. En la mayoria de los tejidos, la concentracion
de GSH esta cerca de los valores milimolares. Ademas del citosol, el GSH esta
presente en las mitocondrias, el nucleo y el reticulo endoplasmico, donde forma
depdsitos redox separados con diferentes proporciones de formas reducidas y
oxidadas [Galkina, et al., 2017].

La concentracién de GSH en el cerebro es mayor en comparacién con las
concentraciones de otros aminoacidos y péptidos de escape de glutamato y
glutamina [Aoyama, 2021]. El nivel maximo de GSH se observa en la corteza y el
cerebelo. Los astrocitos contienen niveles mas altos de GSH en comparaciéon con
las neuronas, por lo que estas células jueguen un papel clave en el metabolismo
cerebral del GSH al suministrar este tripéptido y los precursores para su sintesis a

las neuronas [Miller, et al., 2009].

Hay tres mecanismos principales de mantenimiento del nivel de GSH en
células de mamiferos, incluida la biosintesis de novo, el transporte desde el medio
extracelular a través de las membranas plasmaticas y la reduccién desde la forma
oxidada (GSSG) debido a la actividad de la glutatién reductasa (GR). En el cerebro,
la homeostasis del glutatién se mantiene mediante su reduccion por la GR en una
reaccion dependiente de NADPH [Aoyama, 2021].

Toro, et al., 2006, demostraron en ratones que después de la exposicion a
radiacion ionizante se indujo un aumento acelerado de ROS, sugiriendo a estos
como un marcador de dafio previo a la muerte celular, ademas, sugueren que el
sistema de Glutation podria desempefar un papel en los mecanismos
compensatorios desencadenados para contrarrestar el dafo cerebeloso inducido

por la radiacién o cualquier desencadenante de estrés oxidativo.
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Glutation reductasa

La glutatién reductasa (GR; EC 1.8.1.7) es una enzima dependiente de
NADPH de la flavoproteina oxidorreductasa y un componente importante de la ruta
del ascorbato-glutation. La GR cataliza la reduccién del glutation oxidado (GSSG;
dimérico) a glutatién reducido (GSH; monomeérico) [Rajput, et al., 2021]. Existen
pocos estudios sistematicos sobre la expresiéon de GR en estructuras cerebrales.
Los estudios inmunohistoquimicos muestran que GR se localiza preferentemente
en las neuronas. En cultivos celulares, GR se encontré en neuronas, microglia y
oligodendrocitos, pero no en astrocitos [Galkina, et al., 2017]. Las diferencias
regionales en la distribuciéon de GR estan relacionadas con su prevalencia en la

corteza cerebral en comparacion con otras estructuras.

Glutation peroxidasa

La glutatién peroxidasa (GPX; EC 1.11.1.9) cataliza la reduccion de H2O2 y
HO2 a agua y alcoholes lipidicos, respectivamente. Entre las enzimas del tejido
nervioso que son capaces de utilizar hidroperéxidos y H203, la catalasa tiene una
actividad baja, por lo que cobra importancia el funcionamiento de las enzimas del
metabolismo del glutation, como la glutatién peroxidasa (GPx) y la glutatiéon S-
transferasa [Bakhtyukov, et al., 2016]. En el cerebro, la GPx-1 citosélica o “clasica”
esta presente en las neuronas y la glia, mientras que la GPx-4 de hidroperéxido de
fosfolipidos se observa principalmente en las neuronas. Anteriormente se informo
que la actividad de algunas enzimas del sistema antioxidante, incluida la GPx, es
menor en el cerebro en desarrollo en comparacion con el cerebro adulto
[Bakhtyukov, et al., 2016].

Glutation S-transferasa

La glutation-S-transferasa (GST) es otra enzima que utiliza GSH y cataliza la
conjugacion de GSH con compuestos electrofilicos. Hay tres familias de esta

enzima, especificamente las GST citosdlicas, las mitocondriales hidrosolubles y las
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GST microsomales unidas a la membrana [Allocati, et al., 2018; Dasari, et al., 2018].
En los mamiferos, hay ocho clases de GST citosdlicas: a, y, M, 6, 0, K, Cy w. GST
exhibe actividad de peroxidasa, reduciendo los hidroperéxidos de fosfolipidos,
acidos grasos y colesterol. GST esta ampliamente distribuido en el cerebro y se han
revelado tres isoenzimas, a, y y 11, en neuronas y células gliales. Especificamente,
se encontré6 GST-a en nucleos neuronales y astrocitos de cerebro de rata, GST-p
en neuronas y astrocitos, y GST-1r en el citoplasma de oligodendrocitos maduros
en la corteza cerebral de roedores [Allocati, et al., 2018; Johnson, et al., 2003]. En
la corteza cerebelosa, la concentracion de la subunidad 4 de GST-p (Yb2) fue mayor
en el fléculo y menor en el vermis. Esto tiene interés clinico porque el patrén de
expresion de la subunidad 4 (Yb2) de GST de clase u en el cerebelo coincide con
la susceptibilidad regional conocida de esta estructura a la degeneracién después

de la exposicion a agresiones toxicas o metabdlicas [Johnson, et al., 1993].

Antioxidantes exégenos
Vitamina E

El término vitamina E se usa para describir ocho compuestos lipofilicos de
origen natural que incluyen cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles designados
como alfa, beta, gamma y delta. Su funcién mas conocida es la de antioxidante,
capaz de prevenir el proceso de lipoperoxidacion eliminando los radicales
lipoperoxilo mediante la donacidén de hidrogeno del grupo fendlico en el anillo
cromanol [Jiang, 2014]. A pesar de esto, los requerimientos de vitamina E en la dieta
en humanos se limitan solo al alfa-tocoferol debido a que las otras formas de esta
vitamina son poco reconocidas por la proteina de transferencia de alfa-tocoferol
(TTP) hepéatica [Chung, et al., 2016]. Las formas naturales de la vitamina E son
producidas por plantas, aunque el alfa tocoferol existe en algunas frutas y verduras,
semillas de plantas como las nueces, cacahuates, almendras y semillas de girasol;
también se encuentran en algunos aceites alimenticios como el aceite de maiz y

soja [Della-Penna & Pogson, 2006].
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Curcuma

La curcuma es una planta herbacea perenne rizomatosa (Curcuma longa) de
la familia del jengibre [Hewlings & Kalman, 2017]. Las propiedades medicinales de
la curcuma se conocen desde hace miles de afios. Sin embargo, recientemente se
han investigado y propuesto diversos mecanismos de accion y se han determinado
varios de sus componentes bioactivos [Gupta, et al., 2013]. Este polifenol se dirige
a multiples moléculas de sefalizacion demostrando su actividad celular y beneficios
para la salud. Estudios en roedores han demostrado que es util en enfermedades
inflamatorias, sindrome metabdlico y enfermedades neurodegenerativas [Gupta, et
al., 2013].

Se ha demostrado que la curcuma mejora los marcadores sistémicos de estrés
oxidativo, aumentando la actividad sérica de enzimas antioxidantes como SOD,
CAT y GPx [Sahebkar, et al., 2015]. El efecto de la curcuma sobre los radicales
libres se lleva a cabo mediante diversos mecanismos diferentes. Su mecanismo de
accion incluye diferentes formas de eliminar radicales libres como ROS y NOS, su
capacidad de inhibir enzimas generadoras de ROS como la lipoxigenasa/oxidasa e
interviene en la modulacion de la actividad de enzimas antioxidantes [Lin, et al.,
2007].

Resveratrol

El resveratrol (3,5,4, trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina producida por mas
de 70 especies de plantas en respuesta a infecciones y situaciones estresantes,
como dafo mecanico, baja temperatura, radiacion ultravioleta y pesticidas [Perrone,
et al., 2017]. Es un polifenol presente en frutos secos, como nueces y cacahuates,
y en frutos silvestres como bayas, uvas y vino tinto [Pannu & Bhatnagar, 2019].
Aunque su sintesis disminuye regularmente durante el proceso de maduracion de

la uva [Salehi, et al., 2018]. Los dos factores mas importantes que condicionan la
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variabilidad en el contenido de este polifenol son el clima y la presencia de hongos
[Gambini, et al., 2015].

La estructura quimica del resveratrol fue caracterizada en 1940. El nombre
quimico formal (IUPAC) del resveratrol es E-5-(4-hidroxiestiril) benceno-1,3-diol.
Existen dos isdbmeros geométricos naturales que corresponden a las formas cis (Z)
y trans (E); sin embargo, el isbmero trans es la forma natural predominante y
estable, Figura 9. El isbmero cis puede producirse cuando la isoforma trans se
expone a la luz solar, artificial o ultravioleta, en un rango de longitud de 254-366 nm.
Diversos factores fisicos exdgenos y de estrés bioldgico impactan en el contenido
de resveratrol en un alimento o bebida; ademas, existen factores endégenos que

interfieren con la biosintesis del resveratrol [Salehi, et al., 2018].

O

Cis-resveratrol Trans-resveratrol

Figura 9. Estructura de cis y trans-Resveratrol [Estructuras tomadas de PubChem, 2020].

El resveratrol posee diversas propiedades bioldgicas, entre las que se incluye
su efecto como cardioprotector, antiinflamatorio, anticancerigeno y anti-
envejecimiento. No obstante, la propiedad del resveratrol mejor descrita es su
capacidad para actuar como antioxidante [Navarro-Cruz, et al., 2017; Aguilar-
Alonso, et al.,, 2018]. La actividad antioxidante del resveratrol depende de la
disposicion de los grupos funcionales en la estructura nuclear. Por lo tanto, la
configuracion, la sustitucion y el numero total de grupos hidroxilo influyen

sustancialmente en varios mecanismos de actividad antioxidante, como la
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capacidad de eliminacién de radicales y de quelacion de iones metalicos [Salehi, et
al., 2018].

Se ha demostrado que a administracion intravenosa supera las restricciones
mecanicas de la absorcidn gastrointestinal (es decir, el contacto entre las moléculas
de resveratrol y los enterocitos), al tiempo que preserva inicialmente el compuesto
original al eludir la conjugacién de los enterocitos y la microbiota intestinal [Smoliga
& Blanchard, 2014.]. Se ha demostrado que la administracion intravenosa de
resveratrol en ratas produce una mayor absorcion de esta molécula en comparacién
con la administracion oral. Sin embargo, es importante sefalar que si bien la
administracion intravenosa puede proporcionar una mayor concentracion
plasmatica de trans-resveratrol libre que la administracion oral tipica, no es
clinicamente practica si se desea la autoadministracién crénica [Kapetanovic, et al.,
2011]. En este sentido, se ha realizado un esfuerzo considerable para aumentar la
relacion entre la concentracion de trans-resveratrol libre y la dosis administrada via
oral, al experimentar con diversos vehiculos que faciliten la administracién, mejoren
la biodisponibilidad y absorcion del resveratrol, tal es el caso del etanol, que ha

demostrado en concentraciones bajar ser el mejor vehiculo para este polifenol.

La mayor Cmax y biodisponibilidad de trans-resveratrol libre se han
observado después la administracion de dosis altas, en humanos [Thompson, et al.,
2014]. Esto ha demostrado que que se puede alcanzar una Cmax de
aproximadamente 4 yM en plasma humano, y esto puede ser suficiente para lograr
algunos de los beneficios fisioldgicos demostrados en modelos de laboratorio de
trans-resveratrol solo. El resveratrol se absorbe a un ritmo alto a través del intestino
delgado. El caracter pequefio y no polar del trans-resveratrol puede permitir su
absorcion a través de las membranas por difusidn pasiva; sin embargo, existe
evidencia convincente de que el resveratrol se transporta principalmente a través
del epitelio intestinal mediante transportadores dependientes de ATP. Dentro de los
enterocitos del intestino delgado y los hepatocitos del higado, la conjugacion de
glucurénido y sulfato de trans-resveratrol a los principales metabolitos es extensa

[Kenealey, et al.,, 2011]. Esta conjugacion aumenta la solubilidad acuosa del
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resveratrol y reduce el flujo a través de las membranas, lo que evita que las
moléculas no polares interactuen con las macromoléculas esenciales y permite la
excrecion renal a través de la orina [Thadhani, 2019]. El extenso metabolismo de
los conjugados de glucurénido y sulfato durante la absorcidén esta bien descrito y
disminuye los niveles circulantes de trans-resveratrol libre. Por lo tanto, el
metabolismo del resveratrol finalmente da como resultado cantidades relativamente
pequenas de resveratrol libre en el plasma para ser entregado a otros tejidos.
[Thadhani, 2019].

La administracién oral de este polifenol se ha realizado en diversos estudios
a través de varios regimenes de dosis, tamafos y formulaciones fisiologicas
[Ratnam, et al., 2006]. En ultima instancia, una serie de factores influyen en los
parametros farmacocinéticos de la administracion oral, incluidos los factores
relacionados con la molécula en si, la fisiologia y las caracteristicas individuales.
Esto incluye el tamafio de la molécula, la carga a pH fisioldgico, la solubilidad, la
tasa de absorcion activa y pasiva en el tracto gastrointestinal y la actividad

enzimatica del metabolismo de primer paso [Planas, 2012].

Efecto neuroprotector del resveratrol

Una buena alimentacién ha demostrado ser capaz de retrasar la aparicion de
trastornos neuroldgicos relacionados con la edad, como la pérdida de memoria,
demencia, Alzheimer, Parkinson y accidentes cerebrovasculares [Morris, 2009]. Por
consiguiente, se ha informado que el consumo regular de frutas, verduras y pescado
reduce el riesgo de deterioro cognitivo relacionado o no con la demencia en la
poblacién anciana. En general, este tipo de dietas estan compuestas por diversos
fitoquimicos con propiedades antioxidantes, como el acido ascorbico, tocoferoles,
carotenoides y compuestos polifendlicos que en dosis farmacolégicas constituyen
una alternativa para el tratamiento de diversas enfermedades cronico-degenerativas
[Diaz-Gerevini, et al., 2016].
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Asi mismo, el resveratrol incrementa la biogénesis de algunas enzimas como
las sirtuinas, encargadas de regular los procesos metabdlicos y ciertos mecanismos
que retrasan el envejecimiento y contribuyen a prevenir enfermedades. El
resveratrol disminuye la neurotransmision colinérgica, la expresiéon del Factor
Neurotrofico Derivado del Cerebro (BDNF) y el estrés oxidativo, promoviendo la
eliminacién de péptidos 3-amiloides y reduciendo la muerte neuronal [Rege, et al.,
2014].

En un modelo de ratas con oclusion de la arteria cerebral media, el resveratrol
redujo la apoptosis inducida por isquemia en el hipocampo de manera dosis-
dependiente, lo que indica que el resveratrol es una sustancia neuroprotectora con
potencial terapéutico [Meng, et al., 2015]. De acuerdo con estos hallazgos, un
informe reciente en el que se evaluaron los efectos neuroprotectores del resveratrol
en ratas recién nacidas mostré que los efectos del resveratrol son duraderos,
protegen contra el dafio cerebral, reducen el volumen del infarto y evita la pérdida
de mielinizacién [Arteaga, et al., 2015]. Sarubbo, et al., en 2015 sugieren que un
tratamiento crénico con resveratrol puede actuar como una terapia restauradora de
las funciones cognitivas deterioradas por el envejecimiento, ya que mejora la
sintesis de monoaminas en ratas envejecidas. Por otro lado, Ghorbani, et al., en
2018 describen en un modelo de ataxia cerebelosa en rata que el resveratrol
protege a las neuronas de Purkinje, mostrando un aumento de estas neuronas
acompanado de una reduccion en los cuerpos apoptoéticos; también reportan que el

resveratrol restaura la actividad muscular y coordinacién del movimiento.

Los estudios en ratas envejecidas sugieren que el tratamiento crénico con
resveratrol mejora el rendimiento de la memoria y previene el deterioro cognitivo. El
efecto antioxidante del resveratrol protege la estructura y funcion de las neuronas
que pueden resultar dafiadas por el estrés oxidativo durante el envejecimiento. Este
efecto también evita una reduccién del numero de espinas dendriticas en las

regiones limbicas en animales ancianos bajo este tratamiento [Flores, et al., 2016].
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Adicional a esto, Hernandez-Hernandez, et al., 2016 sugieren que el resveratrol
induce modificaciones de la morfologia dendritica ya que observaron un aumento
significativo en la longitud dendritica y la densidad de neuronas piramidales en
corteza prefrontal e hipocampo, cambios que pueden explicar el efecto terapéutico
del resveratrol en el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer. En los ultimos
afos ha cobrado gran interés el elucidar los mecanismos moleculares mediante los
cuales el resveratrol es capaz de prevenir las enfermedades neurodegenerativas
relacionadas con la edad. Las principales vias propuestas como posibles

mecanismos de accidén se muestran en la figura 10 [Bastianetto, et al., 2015].
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Figura 10. Mecanismo neuroprotector del resveratrol [Tomado y modificado de Bastianetto, et al.,
2015].
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La actividad antioxidante del resveratrol ha demostrado la capacidad de
eliminar los radicales libres y los metales pesados, protege contra la toxicidad del
‘NO, reduce la actividad de la Quinona reductasa 2 (QR2) y regula al alza las
enzimas enddégenas como GPx, GST, CAT, SOD, etc. Este polifenol también inhibe
la expresion de ciclooxigenasa 1y 2 (COX-1 vy -2), reduce la activacion del factor
nuclear kB (NF-kB), asi como la produccion de prostaglandina E2 (PGEZ2), -NO y
factor de necrosis tumoral a (TNFa), la liberacion de citoquinas y aumenta la
expresion y actividad de hemo oxigenasa 1 (HO1) en los astrocitos. Protege contra
la toxicidad inducida por el péptido p-amiloide (AB) al reducir la actividad de la
glucogeno sintasa quinasa 3 beta (GSK-3) y puede promover la eliminacion de Ap.
Ademas, el tratamiento con resveratrol puede afectar a multiples efectores de la via
de senalizacion implicados en la supervivencia celular, incluyendo a la quinasa
activada por AMP (AMPK), fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K), proteina cinasa B
(PKB), muerte celular programada que implica a caspasa-3/12, metaloproteinasas
3/9 (MMP-3/9), factor inductor de apoptosis (AlF), citocromo C) y de plasticidad
sinaptica que incluyen a la proteina quinasa C (PKC), quinasa 1/2 regulada por

sefales extracelulares (ERK1/2) [Bastianetto, et al., 2015].
Cerebelo

El cerebelo forma parte del SNC de todos los vertebrados y esta constituido
por una gran cantidad de neuronas, que superan el total de la corteza cerebral. Es
la parte mas grande del cerebro posterior y tiene un peso aproximado de 150 g en
humanos [Singh, 2020]. Esta ubicado en la fosa craneal posterior, en la linea media

de la region dorsal del tallo cerebral y por encima del cuarto ventriculo, figura 11a.

El cerebelo estd conectado al tronco del encéfalo por tres grandes
pedunculos cerebelosos. El pedunculo superior conecta el cerebelo con el cerebro
medio, el medio con la protuberancia y el inferior con el bulbo raquideo [Garcia, et
al., 2009].
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El cerebelo macroscopico se divide de tres partes: dos superficies, dos
muescas y tres fisuras bien delimitadas. Consta de una regién central llamada
vermis (gusano), dos hemisferios cerebelosos, uno a cada lado de la vermis, y dos
pequefos floculos colocados de forma bilateral, figura 11b. Dos profundas fisuras
transversales dividen al cerebelo en tres regiones principales. La fisura horizontal,
es mas prominente y separa las superficies superior e inferior del cerebelo. La fisura
primaria separa a la region anterior (I6bulos | al V) de la regién posterior (I6bulos VI
al IX). La fisura posterolateral separa la region posterior del I6bulo floculonodular,

este ultimo constituido por los fléculos y el I6bulo [Garcia, et al., 2009]; figura 11c.

La organizacién neuronal del cerebelo es peculiar por varias razones. En
primer lugar, aunque el cerebelo representa tan sélo un 10% del peso del encéfalo,
contiene la mitad del total de neuronas de éste. Por otra parte, podria afirmarse que
la organizacion celular de la corteza cerebelosa es casi cristalina, pues mantiene
una disposicion y conectividad que se repite sin variacion desde los vertebrados

mas primitivos [Delgado-Garcia, 2001].

Fosa Romboidea

Pedinculo Cerebeloso Superior
Lingula Cerebelosa

Cépsula del Nucleo Dentado

Nicleo Dentado
Vermis

Substancia blanca l Substancia gris

Pedinculo Cerebeloso Superior

Amigdala Cerebelosa

Cerebelo

Figura 11. Estructura del cerebelo. A) Ubicacion del cerebelo; B) Anatomia gruesa del cerebelo; C)
Corte sagital en donde se sefalan las fisuras y I6bulos. FPc, fisura preculminar; FPr, fisura
primaria; FPs, fisura posterior; FPp, fisura prepiramidal; FSe, fisura secundaria; FPI, fisura

posterolateral [Schmahmann, 1997].
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Estructura del cerebelo

El cerebelo consta de la capa externa de la materia gris, la corteza cerebelosa
y la capa interna de la materia blanca. La materia gris forma la corteza cerebelosa
y los nucleos intracerebelosos [Singh, 2020]. La corteza cerebelosa esta compuesta
por 3 capas distintas: la capa molecular externa, capa intermedia de células de
Purkinje y la corteza de capa granular interna la capa molecular. La estructura
cerebelar contiene en su totalidad axones de las células granulares (fibras
paralelas), las dendritas de las células de Purkinje y unas pocas células
denominadas estrelladas y en canasta. En la capa intermedia se encuentran los
cuerpos neuronales de las células de Purkinje, y la capa mas interna, la de la
granulosa, contiene principalmente células granulares; asimismo, en menor
proporcion se encuentran células de Golgi, células de Lugaro y células en forma de
brocha [Voogd & Glickstein, 1998] figura 12.

Contiene alrededor de 30 a 50 mil millones de células granulares, 30 millones
de células de Purkinje y 100 millones de células estrelladas y en cesta [Singh, 2020].
Las células mencionadas anteriormente, junto con las células de Golgi, constituyen
las neuronas intrinsecas de la corteza cerebelosa. Las células estrelladas, en cesta
y de Golgi, son interneuronas inhibidoras y tal coleccion no se encuentra en ninguna

parte del sistema nervioso central excepto en el cerebelo [Voogd & Glickstein, 1998].
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Figura 12. Organizacion celular de la corteza cerebelosa [Peters & Van Der, 2002].
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Funciones del cerebelo

El cerebelo se encarga de mantener el equilibrio, el tono muscular, la postura
y coordina los movimientos voluntarios habilidosos al regular el grado de tension
muscular entre los musculos agonistas y antagonistas [Delgado-Garcia, 2001;
Morton & Bastian, 2004].

Varias entradas sensoriales de los sistemas vestibular, visual y auditivo, los
receptores de estiramiento del huso muscular y el 6rgano del tenddén de Golgi,
ademas de los receptores tactiles y de presion de la cabeza y el cuerpo, se
transmiten al cerebelo. Los impulsos sensoriales se procesan en el circuito
cerebeloso intrinseco y se integran en el sistema motor mediante la corteza motora
cerebral, el nucleo rojo, los nucleos vestibulares y la formacion reticular [Singh,
2020]. Cuando se realiza algun movimiento, la corteza cerebral envia informacion a
las células del asta anterior de la médula espinal para iniciar el movimiento, y
también envia impulsos al cerebelo sobre el movimiento a ejecutar. Asimismo, el
cerebelo recibe informacién propioceptiva de los musculos y las articulaciones sobre
el movimiento real que se produce. El cerebelo compara esta informacion sobre el
movimiento y, si se observa alguna diferencia en la informacion sobre el movimiento
real y previsto, el cerebelo envia la informacion a la corteza cerebral y a las células
de la asta anterior de la médula espinal para corregir la discrepancia, de modo que
el movimiento realizado sea preciso en tiempo, velocidad, rango, fuerza y direccion
[Buckner, 2013; Delgado-Garcia, 2001; Singh, 2020].

El cerebelo también ejerce influencia sobre los sistemas descendentes
mediales (tracto reticuloespinal, vestibuloespinal y tectoespinal) y laterales (como el
tracto rubroespinal), involucrados en mecanismos que regulan reflejos medulares,
el equilibrio y la ejecucion de movimientos finos [Buckner, 2013]. Por otro lado, se
ha descrito que el cerebelo podria ser el sitio donde ocurre el proceso de
aprendizaje motor y quiza también el lugar donde dicha informacién queda

almacenada y da lugar a la formacion de la memoria [Lisberger, 2020].
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Glia Cerebelar

Las células gliales del cerebelo, y en particular los astrocitos y los
oligodendrocitos, se caracterizan por una notable variedad fenotipica, en la que
rasgos morfolégicos muy peculiares se asocian a caracteristicas funcionales
especificas, unicas entre las células gliales de todo el sistema nervioso central
(SNC) [Buffo, et al., 2013].

Los astrocitos, inicialmente descritos como meras células de soporte, ahora
se conocen como una poblacién heterogénea de células involucradas activamente
en una variedad de funciones bioldgicas tales como: migracion y diferenciacion
neuronal, regulacién del flujo sanguineo cerebral, control metabdlico de la
concentracion de potasio extracelular y modulacién de la formacién y eliminacién de
sinapsis, entre otros. Se ha demostrado que las células gliales del cerebelo
desempefan un papel importante en la proliferacién, diferenciacién, migracién y
sinaptogénesis, mantenimiento de la barrera hematoencefélica y control de la

homeostasis y el tono vascular [Araujo, et al., 2019].

Los astrocitos representan el grupo mas grande de células gliales. Al igual
que otros tipos de células, el envejecimiento puede causar una pérdida de la
funcion, lo que reduce su capacidad para mantener adecuadamente un entorno
saludable del SNC, alterando negativamente sus interacciones con las células
vecinas y contribuyendo al estado inflamatorio caracteristico del envejecimiento
[Palmer, et al., 2018]. Los estudios que se centran en la relacion que existe entre
los astrocitos y la sinapsis excitatoria han demostrado que la cantidad de esta
relacion varia entre las regiones del cerebro entre el 60 y el 90 % de las sinapsis en
el cerebelo [Farhy, et al., 2018]. Arus, et al., 2017 mostr6 que existen niveles
elevados de proteina acida fibrilar glial (GFAP) durante el envejecimiento cerebral.
Sin embargo, GFAP es solo uno de los cientos de genes que pueden regularse en
astrocitos reactivos. También se han identificado cambios diferenciales en la

expresion génica entre los astrocitos de envejecimiento normal y los patoldgicos.
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La proteina acida fibrilar glial es la principal proteina de filamento intermedio
en los astrocitos maduros, pero también es un componente importante del
citoesqueleto en los astrocitos durante el desarrollo [Middeldorp, et al., 2011]. El
papel estructural de GFAP en los astrocitos ha sido ampliamente aceptado durante
mucho tiempo, pero a lo largo de los afios se ha demostrado que GFAP participa en
las funciones de los astrocitos, que son importantes durante la regeneracion, la
plasticidad sinaptica y la gliosis reactiva. Ademas, se han identificado diferentes
subpoblaciones de astrocitos que probablemente tengan tareas distintivas en la
fisiologia y patologia del cerebro, y que no solo se clasifican por su apariencia
espacial y temporal, sino también por su expresion especifica de filamentos
intermedios, incluidas distintas isoformas de GFAP [Potokar, et al., 2020]. La
presencia de estas isoformas aumenta la complejidad del citoesqueleto de los
astrocitos y es probable que sea la base de las funciones especificas del subtipo.
Se ha discutido la versatilidad de la red citoesquelética GFAP desde el gen hasta la
funcién con un enfoque en los astrocitos durante el desarrollo, cuadros patolégicos

y envejecimiento del cerebro humano [Tyszkiewicz, et al., 2021].

Los informes sobre el envejecimiento de los astrocitos han demostrado que
la expresion de GFAP aumenta [Clarke et al., 2018] y dado que un aumento en la
expresion de GFAP es una caracteristica comun de los astrocitos
reactivos/activados [Liddelow et al.,, 2017], estos hallazgos sugieren que los
astrocitos se vuelven reactivos con la edad. Tyszkiewicz, et al., 2021 demostraron
una mayor reactividad de GFAP en el cerebelo y cambios de comportamiento en

ratones macho de 24 semanas de edad.

Efectos del envejecimiento sobre el cerebelo

La vida diaria requiere una amplia variedad de comportamientos motores y
cognitivos. Con el paso de la edad, los individuos comienzan a mostrar descensos
en el rendimiento en una variedad de dominios, incluida la memoria de trabajo, la

velocidad de procesamiento, el procesamiento espacial y la memoria a largo plazo,
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aunque el conocimiento cristalizado notablemente, como el vocabulario, permanece
intacto [Bernard & Seidler, 2014]. ElI volumen cerebeloso total se ha investigado
principalmente utilizando técnicas automatizadas, y varios estudios informaron un
volumen cerebeloso mas pequefio con la edad avanzada [Andersen, et al., 2003;

Hoogendam, et al., 2012].

Por otro lado, se ha demostrado gran estabilidad en el numero de neuronas
en la mayoria de las regiones del cerebro, incluida gran parte del hipocampo,
mientras que la pérdida significativa de neuronas de Purkinje se produce en el
cerebelo. Evaluaciones estereoldgicas de las neuronas piramidales y granulares del
hipocampo y de las neuronas granulares y de Purkinje del cerebelo en ratones de
12-28 meses han revelado que en ambos tipos neuronales del hipocampo y en las
neuronas granulares del cerebelo hay estabilidad en el numero de neuronas; sin
embargo, hay una pérdida significativa de neuronas de Purkinje [Woodruff-Pak, et
al., 2010].

El aprendizaje y la memoria muestran muchos resultados alternativos y una
gran variacion individual durante el envejecimiento normal. El aprendizaje
dependiente del cerebelo se asocia con el numero de neuronas de Purkinje y se ve
afectado por alteraciones relacionadas con la edad, tanto en su morfologia como en
la funcion [Kennard, et al., 2013]. Los datos sobre la vida adulta en mamiferos
humanos y no humanos sugieren que las tareas esenciales del cerebelo muestran
déficits relacionados con la edad a edades mas tempranas que las tareas esenciales
del hipocampo [Woodruff-Pak, et al., 2010].
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Planteamiento del problema

Durante el envejecimiento se genera un declive estructural y funcional en
diferentes 6rganos y sistemas que componen a un ser vivo. Esto provoca mayor
susceptibilidad a enfermedades crénico-degenerativas y disminuye la calidad de
vida del ser humano. Estadisticamente, se sabe que en el mundo hay 125 millones
de personas con 80 afos 0 mas, siendo este el grupo mas susceptible de contraer
alguna enfermedad relacionada con la edad. Se estima que para el afio 2050, habra
al menos 434 millones de personas en este rango de edad a nivel mundial. La
distribucion poblacional en México para ese mismo afo se vera alterada
drasticamente, ya que se prevé que unicamente dos de cada diez mexicanos
tendran menos de 15 anos, lo que implica una problematica importante, puesto que
decaera la productividad laboral y econdmica, afectando al sistema nacional de
salud. Los danos a nivel cerebral y del sistema nerviosos central son inminentes
causados por la pérdida de funciones motoras y cognitivas y esto ha sido estudiado
en diversos modelos animales y en diversos estudios clinicos, sin embargo, a nivel
del cerebelo existen pocas investigaciones que describan de forma detallada los
efectos del envejecimiento y por extension los efectos benéficos que proveen las
diversas terapias antienvejecimiento. Se ha demostrado que el 30% de los adultos
mayores sufre una caida, porcentaje que aumenta hasta 40 % en los mayores de
80 anos, como resultado de la pérdida del equilibrio. En anos recientes, se ha
sefalado la afectacion estructural y funcional a nivel cerebelar, lo cual se traduce
en la pérdida de funciones como el equilibrio, memoria a largo plazo y una
disminucién de la conducta motora fina. La busqueda de estrategias terapéuticas
que retarden la aparicién de los efectos del envejecimiento incluyendo el uso de
antioxidantes como la curcuma, vitamina E, y resveratrol han mostrado gran eficacia
al reducir algunos efectos caracteristicos de la etapa senil, Ghorbani et al., 2018
demostraron que el resveratrol protege las neuronas de Purkinje y restaura la
actividad muscular en un modelo de rata con ataxia cerebelosa, lo que sugiere a
esta molécula como una terapia preventiva de los efectos de la etapa senil. Por lo
anterior nos planteamos evaluar los efectos de un tratamiento crénico con

resveratrol durante el progreso del envejecimiento
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Justificacion

El crecimiento acelerado de la poblaciéon adulta mayor ocasiona el aumento
en la incidencia de enfermedades crénico-degenerativas o trastornos
neurodegenerativos como la pérdida de la memoria, demencia, Alzheimer, entre
otras. Enfermedades que incapacitan al adulto mayor en sus actividades diarias.
Durante las ultimas décadas, los eventos caracteristicos del envejecimiento se han
estudiado en diferentes especies, incluido el ser humano, esclareciendo el proceso
fisiologico a nivel conductual y celular. Una de las principales causas del deterioro
cognitivo y conductual es la acumulacion de estrés oxidativo generado con el
envejecimiento aunada la disminucién del sistema antioxidante endégeno y dafo a

nivel neuronal.

En contraste, en los ultimos afios los investigadores se han dado a la tarea
de proponer nuevos compuestos activos que retarden la disminucion estructural y
funcional resultantes durante el envejecimiento y con ello mantener la calidad de
vida en los adultos mayores. Entre los mas destacados se encuentran la curcuma,

vitamina E y los polifenoles como el resveratrol.

Existen estudios en modelos murinos y en cultivos celulares que describen
las propiedades del resveratrol como un compuesto anticancerigeno,
cardioprotector, antiinflamatorio, antioxidante, neuroprotector y antienvejecimiento.
Sin embargo, aun se desconoce su efecto durante el envejecimiento a nivel
cerebelar cuando es administrado créonicamente por via oral. Por esta razon el
presente trabajo plantea evaluar el uso del resveratrol como un sistema de
proteccion para el cerebelo frente al estrés oxidativo generado durante el
envejecimiento fisiolégico. De tal manera, la pregunta cientifica de este trabajo es

la siguiente:

¢La administracion cronica de resveratrol mejora la estructura y funcion del
cerebelo durante el envejecimiento en ratas Wistar?
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Hipoétesis nula

La administracion crénica de resveratrol no muestra efectos sobre el cambio
conductual, neuronal y del sistema antioxidante durante el envejecimiento cerebelar

en ratas Wistar.

Hipotesis alternativa

La administracion cronica de resveratrol muestra efectos benéficos sobre el
cambio conductual, neuronal y del sistema antioxidante durante el envejecimiento

cerebelar en ratas Wistar.

Objetivo general

Evaluar el efecto del resveratrol sobre el cambio conductual, neuronal y del

sistema antioxidante durante el envejecimiento cerebelar en ratas Wistar.

Objetivos especificos

En un modelo de ratas macho de la cepa Wistar a partir de los 3 meses de edad
administradas con resveratrol en una dosis de 10mg/kg de peso y sin administracion

alguna:

Evaluar la memoria de reconocimiento y la actividad motora en ratas administradas

con resveratrol en el envejecimiento.

Identificar los cambios en los marcadores de estrés oxidativo en el cerebelo de ratas

administradas con resveratrol durante el envejecimiento.

Analizar la organizacion neuronal del cerebelo de ratas administradas con

resveratrol durante el envejecimiento.
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Administracion de Animales

Se utilizaron 216 ratas macho de la cepa Wistar de 3 meses de edad con un
peso aproximado de 280-320 g, obtenidas del bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los animales se alojaron en
condiciones estandar de bioterio, se colocaron en cajas de acrilico, con ciclos de
luz-oscuridad de 12-12 h y temperatura 21 £ 1°C, con acceso de agua y alimento

ad libitum.

Los animales fueron divididos aleatoriamente en 3 grupos: un grupo Control
(sin tratamiento), un grupo Vehiculo (7.5% de etanol) y un grupo administrado con
Resveratrol + Vehiculo (10 mg/kg/dia + 7.5% de etanol). Para la administracion, la
n total de animales se dividié en 9 grupos de 24 animales y se administraron durante
2,4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18 meses respectivamente. La administracion se realizé
mediante una canula para todos los grupos por via oral esofagica de Lunes a
Viernes a las 8:00 am aproximadamente. El resveratrol utilizado corresponde a la
marca comercial ResVitadle procedente de la raiz de la planta polygonum
cuspidatum. Para la administracion de resveratrol se prepard la solucion en un
vehiculo de agua-etanol a 7.5% en una concentracion de 5 mg de resveratrol/mL.
La eutanasia de los animales se hizo mediante el uso de Ketamina/Xilazina en una
dosis de 0.2 mL/100 g de peso. La mitad del cerebelo fue disectado y almacenado
a -70 °C para las determinaciones bioquimicas y enzimaticas, y la otra mitad del
cerebelo fue almacenado en formalina 4% para los posteriores pasos de

deshidratacion e inclusién para los analisis histolégicos e inmunohistoquimicos.

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y se llevaron a cabo de acuerdo con
la Norma Oficial Mexicana NOM-62-ZO0-1999, asi como de la “Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio” de México [Wolfle, et al., 1996]. Todos
los procedimientos se llevaron a cabo minimizando el sufrimiento innecesario de los

animales.
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Pruebas conductuales

Campo abierto

Se realizé la prueba mediante el protocolo de [Brooks & Dunnett, 2009;
Denenberg, 1969]. Esta prueba es una de las mas antiguas y mayormente
reportadas debido a su facil evaluacion. Se lleva a cabo en un dispositivo cubico de
madera con medidas de 60 cm de largo x 60 cm de ancho y 60 cm de alto donde la
base se divide en 3 cuadrantes de 20 cm x 20 cm. La prueba consiste en colocar al
animal en el cuadrante medio y evaluar la conducta horizontal (numero de cuadros

visitados), grabando durante 5 min. La evaluacion se realiz6 a las 8:00 am.

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso

Se utilizé el método descrito por Lueptow, 2017. Este es un ensayo de
comportamiento comunmente utilizado para la investigacion de varios aspectos del
aprendizaje y la memoria en roedores. Esta prueba se puede completar en 3 dias:
dia de habituacién (actividad motora), dia de entrenamiento/memoria a corto plazo

y el dia de anélisis de memoria a largo plazo.

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

refuerzos positivos o negativos ni de largos programas de entrenamiento.

Fase 1: Dia de habituacion

Los animales fueron habituados; para ello la rata se coloc6 dentro de la caja
durante 5 minutos para su exploracién sin objetos; posteriormente fueron colocados
nuevamente en una jaula de acrilico. Entre cada prueba se limpié a profundidad el
area y los objetos entre cada animal evaluado utilizando etanol al 70%. Esta

habituacion es importante para que el animal se familiarice con el medio ambiente.
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Fase 2a: Fase de entrenamiento

24 horas después de la habituacion, se realiz6 la fase de entrenamiento. El
animal se coloco equidistante de 2 objetos idénticos y se permitié la exploracion
durante 5 minutos. Entre cada prueba se limpié a profundidad el area y los objetos

entre cada animal evaluado utilizando etanol al 70%.

Fase 2b: Fase de evaluacion de memoria a corto plazo

Después de 2 horas de la fase de entrenamiento se evalué la memoria a corto
plazo, usando uno de los objetos utilizados en la fase anterior y un objeto novedoso
en el area de trabajo. Los objetos se colocaron en la misma ubicacion utilizada de
la fase anterior. Se permitié la exploracion libre durante 5 minutos y al finalizar se
limpié a profundidad el area y los objetos entre cada animal evaluado utilizando

etanol al 70%.

Fase 3: Fase de evaluacion de memoria a largo plazo

Después de 24 horas de la evaluacion de la memoria a corto plazo, uno de
los objetos con los que se analizé la memoria a corto plazo se reemplazé por un
objeto novedoso y se permitio la exploracion libre durante 5 minutos y al finalizar se
limpié a profundidad el area y los objetos entre cada animal evaluado utilizando

etanol al 70%.

Durante cada etapa se midi6 el tiempo en el sujeto toca el objeto con la nariz
y/o patas delanteras o lo olfatea y se calculé el indice de memoria de reconocimiento

utilizando la siguiente formula:

TB
TA+TB

Indice de reconocimiento =

Donde: TA: Objeto familiar; TB: Objeto novedoso
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Prueba de barra de equilibrio

Se llevé a cabo mediante el protocolo de [Wallace, et al., 1980; Tung, et al.,
2014]. Las ratas fueron entrenadas 24 horas antes para viajar a través de la viga.
En esta fase de entrenamiento se coloco a cada animal en la viga justo afuera de la
abertura de la caja de meta, permitiéndole caminar hacia adentro. Se continué
colocando al animal mas lejos de la caja de meta hasta que pudiera caminar sin

ayuda desde la linea de inicio hasta la caja de meta.

Durante la prueba, los animales caminaron desde el extremo inferior de la
viga, que esta a 50 cm por encima del suelo, hasta la caja oscura en el otro extremo
(13 x 22 cm, con una puerta de 5 x 6 cm) situada a 60 cm del suelo. La propia viga
tiene 1 m de longitud y con dos secciones transversales cuadradas intercambiables

con una longitud de lado de 40 y 50 mm respectivamente.

Se colocd una camara a un costado de la barra de equilibrio, verificando que
se capturara toda la longitud de la barra de equilibrio y de que las barras de salida
y llegada fueran completamente visibles. También se colocd una sabana en el piso
de la caja obscura para facilitar la limpieza y las heces después de cada prueba.
Adicionalmente, se colocé una manta de amortiguacion debajo de la viga elevada

para proteger a los animales si caen de la viga.

Debido a que los roedores buscan naturalmente la oscuridad y la proteccion
de la caja en favor del rayo expuesto, se les animé a atravesar el rayo por la ligera
pendiente que explota su mecanismo de escape natural para correr en una direccién

ascendente.
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Analisis Bioquimico

Para realizar las determinaciones bioquimicas se preparé un homogenizado
a partir de 100 mg de tejido cerebelar que previamente fue almacenado a -70°C.
Los tejidos fueron pesados en una balanza analitica en una caja de Petri de plastico.
Una vez obtenidos los 100 mg de tejido se realizé el homogenado en 1500 uL de
PBS 1X. Posteriormente fueron centrifugados a 12 500 rpm durante 30 minutos a
4°C en una microcentrifuga. Se recolecto el sobrenadante y fue almacenado a-70°C

hasta la realizacién de cada técnica.

Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales se cuantificaron mediante el método de Sedmak &
Grossberg, 1977, usando albumina sérica bovina como estandar. Las proteinas se
cuantificaron en 2 pL del sobrenadante mas 500-uL del reactivo de color (azul de
Coomassie 0.06% a 465 nm), llevado a 1 mL con agua destilada. La absorbancia
se cuantificd en un espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405 a una longitud de 620
nm. La concentracion de proteinas se determind interpolando la densidad optica de

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

Cuantificacion de nitritos

La producciéon de -NO se analizd6 de manera indirecta relacionando el
contenido de NO2 por el método de Griess Tsikas, 2006. En este ensayo la reaccién
colorimétrica fue inducida por la adiciéon de 100 uL de sobrenadante + 100 uL del
reactivo de Griess y 800 uL de H2O. Posteriormente la absorbancia de la reaccién
se cuantificé en un espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405 a una longitud de 540
nm. La concentracion de NO2 se determind interpolando la densidad optica de las

muestras en la curva estandar de NaNO: determinada para el ensayo.
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Determinacion de MDA+ 4-HDA

Los niveles de MDA y 4-HDA se realizaron por el método de Erdelmeier, et
al., 1998, en las muestras se analizd la concentracidén de la peroxidacién lipidica,
utilizando el N-metil-2-fenil-indol como reactivo cromégeno [10.3 mM]. Para esto se
adiciond 100 uL de agua destilada + 100 uL de sobrenadante + 650 uL de solucion
| diluida, se agitd vigorosamente y luego se adicioné 150 puL de acido
metanosulfénico (MDA + 4-HDA) 6 HCI al 35% (MDA). Los tubos se incubaron a
45°C por 60 minutos (MDA) y a 45°C por 40 minutos (MDA + 4-HDA), se dejaron
enfriar a temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugaron por 15 minutos a
3000 rpm. Posteriormente se cuantificd la absorbancia de la reaccién en un
espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405 a una longitud de 586 nm. La concentracion
de MDA y 4-HDA se determind interpolando la densidad 6ptica de las muestras en

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

Cuantificacién de GSH y GSSG

El contenido total de GSH y GSSG fue determinado mediante la técnica de
reciclaje enzimatico basada en el uso de la enzima glutatién reductasa [Rahman, et
al., 2007]. El glutatiéon es oxidado por el acido 5,5-5-nitrobenzoico (DNTB) vy
reducido por la NADPH en presencia de glutation reductasa [Tietze, 1969]. Para
determinar la concentracién de glutation total, la formacién del acido 2-nitro-5-
tiobenzoico fue monitoreada a 412 nm y el glutation presente fue evaluado por la
comparacioén del resultado con la curva estandar. Cuando se utiliza 2-vinilpiridina o
4-vinilpiridina (que no inhiben a la glutatién reductasa) para enmascarar GSH, el

procedimiento es especifico para GSSG.

Para el calculo de la concentracion de GSH se realizo la siguiente operacion:
GSH = GSH total - GSSG.

Para el calculo de la capacidad de proteccion celular se utilizé la operacion:
Capacidad de proteccion = 2GSH/GSSG
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Analisis Enzimatico
Determinacion de la Actividad enzimatica de Catalasa

La actividad de CAT se determiné espectrofotométricamente por el método
de Aebi, 1984; Aguilar-Alonso, et al., 2018. Se adicion6 en una celda de cuarzo 635
pL de PBS [50 mM] pH 7.4, 330 pL de H202 [30 mM] y 35 pL de sobrenadante, se
siguio la reaccion por dos minutos tomando la lectura en el minuto O y 2 a una
temperatura de 20 °C mediante bafio Maria. Las lecturas se realizaron utilizando la
region ultravioleta, especificamente en un espectrofotometro UV/Vis Jenway 6405
a una longitud de 240 nm. Para la determinacion de la actividad enzimatica, la ADO
se multiplico por el coeficiente de extincion molar 692.5 yM H202 min™' y se ajustd a

1 mg de proteina presente en el sobrenadante.

Determinacion de la Actividad de Superéxido Dismutasa

La actividad de SOD se determind de acuerdo con el método del pirogalol
[Marklund & Markund, 1974; Baltazar-Gaytan, et al., 2019]. El pirogalol en medio
basico se auto-oxida generando en el medio de reaccion al radical superéxido; de
este modo, la reaccién radicalaria se propaga, acelerando la auto-oxidacioén,
absorbiendo el paso de luz a 420 nm. La presencia de SOD inhibe la autoxidacion

al evitar la reaccién de propagacion.

Se realiz6 el ensayo blanco de la reaccion no inhibida hasta obtener una ADO
0.020 £ 0.001 (en caso de no obtener los resultados con volumenes estandar se
varia el volumen de Pirogalol y Tris-HCI para obtener una ADO de 0.020 + 0.001).

La actividad enzimatica se calculé mediante la siguiente ecuacion:

VMADO muestra X 100
VMADO Blanco

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

A D.O.b: Diferencia de D.O. del blanco.

AE SOD = ” —100]X0.6|

V.M. valor medio.
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Determinacion de la Actividad enzimatica de Glutation transferasa

La actividad de GST se determin6 de acuerdo con el método de Habig, et al.,
1974. Se homogenizo6 el tejido en buffer de fosfatos 50 mM; posteriormente se

centrifugaron las muestras a 10000rpm por 10 minutos a 4°C.
Preparacion de los reactivos:

Para calcular la masa hay que pesar de cada reactivo cuando se especifique
concentracion molar se usa la formula de la molaridad de la cual se desprende
que

m = M(PM)(V)
m= masa
M= Molaridad
PM= Peso molecular

V= Volumen

Reactivo 1: Buffer 0.1M de KH2PO4 a pH 6.25. Se prepara en agua destilada
Reactivo 2 : GSH 30.7 mg/mL en agua destilada.
Reactivo 3: DNCB (1 cloro,2-4dinitrobenceno) 76.8 mg en 5 mL de etanol al 95%.

Se tomaron 30 pL del sobrenadante obtenido previamente, se adicionaron
125 pL de reactivo 1, 15 pL del reactivo 2 y 3.5 pL del reactivo 3. Se obtuvo la

AABS/min monitoreando la reaccion por 5 min, a 37 °C y una longitud de 405 nm

Calculos:

U
Actividad de GST (ﬂ> = (AABS muestra — AABS blanco (4166.66)) * Factor = 2
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Determinacion de la Actividad enzimatica de Glutation reductasa

La actividad de GR se determiné de acuerdo con el método de Smith, et al.,
1988. Se homogenizo el tejido en buffer de fosfatos 50 mM; posteriormente se

centrifugaron las muestras a 10000rpm por 10 minutos a 4°C.

-Paso A: Se afadioé 150 yL del reactivo principal + 30 yL del buffer regulador + 10
ML de muestra + 10 yL de FAD 315 pM. Se determiné la AABS/min durante 3 min
en un espectrofotdmetro atemperado a 340 nm (A).

-Paso B: Se afadi6 20 yL de buffer regulador + 30 pL de GSSG. Se determiné la
AABS/min durante 3 minutos en un espectrofotdmetro a 37 °C a una longitud de 340
nm (B).

Calculos:

U
Actividad de GR (H) = (B — A) = (Factor de dilucion = 2)

Determinacion de la Actividad enzimatica de Glutatiéon peroxidasa

La actividad de GPx se determiné de acuerdo con el método de Flohé, 1984.
Se homogenizd la muestra en buffer de sucrosa al 10%. Posteriormente se

centrifugaron las muestras a 10000rpm por 10 minutos a 4°C.

Para la reaccién se tomaron 125 pL de muestra y 200 uL de reactivo de
acoplamiento. Se incubé durante 3 minutos a 37 °C. Luego, se adiciond 6.25 uL de
sustrato de hidroperdxido. Se determind la AABS/min durante 2 minutos en un
espectrofotometro a 37 °C a una longitud de 340 nm.

Caclulos:
. U : N
Actividad de GPx (ﬂ) = (AABS/min) * (Factor de diluciéon = 161)

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

reaccion y el homogenado.
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Inclusién en parafina

Los cerebros fijados en formalina al 4% fueron deshidratados en
concentraciones crecientes de alcohol (70, 80, 96, 100%), mezcla de alcohol-xilol y
xilol. Una vez los tejidos estaban deshidratados fueron embebidos e incluidos en
parafina (Paraplast) para la formacién de bloques. Posteriormente, utilizando un
microtomo se obtuvieron cortes de 7uM de grosor. Finalmente, los cortes se

montaron en laminillas silanizadas previamente.

Tincion de Nissl
Las laminillas con los cortes histolégicos fueron colocadas en una canastilla

para llevarlos a aclaramiento con xilol, hidratacion con alcoholes y enjuagados con
agua desionizada. Fueron tefidas en solucion de Violeta de Cresilo durante 30 min,
para posteriormente ser enjuagados con agua destilada, deshidratados con
alcoholes y, por ultimo, aclarados con xilol. Las laminillas fueron acondicionadas
con Resina de Entellan para su posterior observacion al microscopio. Las células
de Purkinje viables se identificaron a aquellas que contaban con nucleo azul
redondo y citoplasma perinuclear claro. Las células de Purkinje dafadas o no
viables se tomaron a las células con nucleos alterados (picnosis, cariorexis y
caridlisis). Se examino el numero de células de Purkinje viables en el cerebelo. Las
neuronas se contaron utilizando imagenes capturadas con camara digital y
utilizando el software Leica IM1000. De todas las imagenes, analizamos las
neuronas no dafiadas por campo optico de cuatro secciones en serie para cada rata

a través de Image-J.

Inmunohistoquimica
Los cortes se desparafinaron y rehidrataron, luego se enjuagaron las

laminillas con buffer de fosfatos, pH 7.4 (PBS) por 5 minutos. La unién inespecifica
fue bloqueada con albumina de suero bovino (Sigma) al 5% en PBS durante 2 horas
en camara humeda a temperatura ambiente. Para ello se marcdé con plumén
hidrofébico alrededor de la muestra, se colocaron 40 uL de albumina a cada corte.

Seguido de esto, se hizo enjuague con PBS por 5 minutos. Posteriormente se
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realizo la inmersién en solucion de Tritdn X-100 0.2% colocando 200 mL de PBS y
400 pL de Triton; se mezcld y se dejaron las laminillas 10 minutos en el Kdplin.
Nuevamente se enjuagaron las laminillas con PBS por 5 minutos. Los cortes fueron
incubados con el anticuerpo primario (Anti-Glial fibrilary Acidic Protein (GFAP) LOT:
2842124) durante 24 horas a 4°C a oscuras; para esto se colocaron 40 uL de
anticuerpo por cada corte para cubrir todo el tejido y se colocaron en camara
humeda cerrada. Después del tiempo de incubacion, se enjuagaron las laminillas
con PBS por 5 minutos. Después se incubaron durante 2 horas con el anticuerpo
secundario (Alexa Fluor488-conjugated AffiniPure Goat) diluido en PBS 1X con 1%
de BSA libre de IgG a oscuras. Pasado ese tiempo, se enjuagaron las laminillas con
PBS por 5 minutos. Finalmente, se hizo el montaje con VectaShield-DAPI, =15
pL/laminilla a oscuras y se sellaron las laminillas con barniz alrededor del
cubreobjetos. El analisis de la inmunorreactividad de GFAP se realizé en un microscopio
acoplado a una lampara de mercurio y con los filtros: rojo, azul y verde (Leica, DM/LS). El
registro de las imagenes observadas se captura por medio de una camara digital (DFC —
300 FX) Leica, acoplada al microscopio y con los objetivos 20x y 40x. Las fotomicrografias
obtenidas en formato JPEG, del software IM1000, se almacenaron y fueron posteriormente

analizadas. El numero de pixeles fue contado por cada rata por medio de imagenes

capturadas con una camara digital Leica usando el software Image—J.

Analisis estadistico
Para los resultados obtenidos de variables no paramétricas, los datos

obtenidos se expresaron como la media de 6 animales * Error Estandar de la media
(EEM). Prueba de U de Mann-Whitney, seguido de una prueba de comparacion
multiple de Bonferroni-Dunn se usaron como una prueba posterior para evaluar las

diferencias estadisticamente significativas. * Indica p< 0.05.

Para los experimentos de variables paramétricas, los datos obtenidos se
expresaron como la media de 6 animales * Error Estandar de la media (EEM).
ANOVA de una via, seguido de una prueba de comparacién multiple de Tukey se
usaron como una prueba posterior para evaluar las diferencias estadisticamente

significativas. * Indica p< 0.05.

57



Resultados

Peso

Los grupos de ratas fueron pesados al inicio de la administracion y antes de
la eutanasia segun el periodo de tratamiento correspondiente, figura 13. Los
animales fueron alimentados con la dieta estandar 5001 de Labdiet. En el dia O del
tratamiento los animales de los grupos control, vehiculo y resveratrol mostraron una
media de 276.54 + 4.15 gramos en el peso corporal. Para los primeros 2 meses de
tratamiento, se observé un incremento en el peso a 328.33 + 4.7 gramos;
subsecuentemente, el grupo con 4 meses de administracién presentd una media de
peso de 386.87 + 9.5 gramos. El grupo con 6 meses de tratamiento incrementd su
peso corporal a 432.45 + 13.45 gramos. Lo anterior se denota como un incremento
gradual dependiente de la edad en todos los grupos experimentales, sin diferencias
significativas entre si. A partir de los 8 meses de tratamiento se registr6 una
tendencia mas lenta hacia el incremento en el peso de los animales para los

siguientes periodos evaluados.

control -= \ehiculo -+ Resveratrol

600

H

(=]

o
1

Peso (gramos)

N
[=]
i

meses de tratamiento

Figura 13. Efecto de la administracion de resveratrol sobre el peso en ratas de la cepa Wistar. Los
datos expresan la media + EEM para una n =8. (Prueba de U de Mann-Whitney post-hoc
Bonferroni-Dunn; p<0.05)
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La administracion de resveratrol incrementa la actividad locomotora en
la etapa de envejecimiento.

Se realizé la prueba de campo abierto a todos los grupos estudiados. En este
ensayo se cuantificd la conducta horizontal mediante el conteo del numero de
cuadros visitados en el campo de trabajo durante 5 minutos, figura 14. Los
resultados se muestran en la figura 15A. Durante los primeros 10 meses de estudio
no existio modificacion en la actividad locomotora en los grupos vehiculo y control;
sin embargo, el grupo resveratrol mostré una tendencia al incremento en la actividad
motora. A partir del grupo tratado durante 12 meses con resveratrol, el incremento
en la actividad locomotora fue estadisticamente significativo, mostrando una media
de 27.5 + 1.05 para el grupo control, una media de 27.12 + 1.67 para el grupo
vehiculo y para el grupo tratado con resveratrol una media de 34.37 + 1.64,
demostrando un incremento del 27.3% en la actividad locomotora. EI mayor
incremento en la actividad locomotora se dio con 16 meses de tratamiento,
mostrando una media de 26.8 + 0.66 para el grupo control, una media de 27.5 + 0.5
para el grupo tratado con vehiculo y para el grupo administrado con resveratrol una
media de 37 £ 1.58, siendo un incremento del 37.07 % de la actividad respecto al

grupo control.

Figura 14. Prueba de campo abierto. Realizada en una caja de 60 cm de largo x 60 cm de ancho y
60 cm de alto donde la base se divide en 3 cuadrantes de 20 cm x 20 cm.
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Figura 15. Efecto del resveratrol sobre la conducta motora. A) Numero de cuadros visitados,
durante la prueba de campo abierto B) Tiempo total de exploracion de 2 objetos idénticos, durante
la fase de habituacién de la prueba de NOR. Los datos expresan la media + EEM para una n =8.
Los datos expresan la media + EEM para una n =8. (Prueba de U de Mann-Whitney post-hoc
Bonferroni-Dunn; *p<0.05; **p<0.0001)

Uno de los métodos utilizados para la evaluacién de la capacidad de
aprendizaje y memoria de los roedores fue mediante la prueba de NOR. En esta
prueba se evalud el tiempo de exploracion que cada animal le dedica a diferentes
objetos presentados ante él en un espacio determinado. Primero se realizé la fase
de habituacion donde se expuso a los animales a 2 objetos idénticos y los resultados
se muestran en la Figura 15B, donde se observo claramente que la capacidad de
exploracion de los animales no se vio modificada durante los diferentes periodos de
administracion evaluados, ya que no hubo diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos experimentales.

La administracion crénica de resveratrol mantiene los procesos de
aprendizaje y memoria en Ratas

Se realiz6 la prueba de NOR con el fin de evaluar el efecto del resveratrol
sobre el aprendizaje y memoria a corto y largo plazo, figura 16. Los resultados se
muestran en la figura 17. Se graficé el indice de reconocimiento que relaciona el
tiempo de exploracion del objeto familiar respecto al tiempo invertido en explorar los
objetos novedosos, durante la evaluacién a corto y largo plazo. Seguido del analisis
se observaron diferencias significativas a partir de los 8 meses de tratamiento entre

el grupo resveratrol respecto al grupo control correspondiente.
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La mayor diferencia se evidencié a los 18 meses de tratamiento, ya que la
evaluacion de la memoria de reconocimiento a corto plazo (MRCP) mostré una
media de 0.5883 + 0.01 para el grupo control, para el grupo tratado con vehiculo
0.5925 + 0.01 y para el grupo tratado con resveratrol una media de 0.72 £ 0.01, en
el indice de reconocimiento. Por otro lado, durante la evaluacién de la memoria a
largo plazo se observé una media de 0.5683 + 0.01 para el grupo control, una media
de 0.5725 + 0.012 que corresponde al grupo vehiculo y para el grupo resveratrol se
encontré una media de 0.72 £ 0.01. Estos datos sugieren una mejora en la memoria

de reconocimiento en un 25% y 30.35% para la memoria a corto y largo plazo,

respectivamente. Fase de familiarizacion

Familiarizacion con 2 objetos idénticos (cilindros), de marmol sin aroma
o textura que modifique la conducta de los sujetos de experimentacion

Evaluacién de memoria a corto y largo plazo

Se usé uno de los objetos Uno de los objetos con los que se
utilizados en la fase anterior analiz6 la memoria a corto plazo
(cilindro) y un objeto novedoso (cubo) se reemplazé por un objeto
en el area de trabajo (cubo). novedoso (octaedro).

Figura 16. Prueba de Reconocimiento de Objeto Novedoso
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Figura 17. Efecto del resveratrol sobre la memoria a corto y largo plazo. A) 2 meses; B) 4 meses;
C) 6 meses; D) 8 meses; E) 10 meses; F) 12 meses; G) 14 meses; H) 16 meses y I) 18 meses de
tratamiento. MRCP (Memoria de reconocimiento a corto plazo); MRLP (Memoria de reconocimiento
a largo plazo). Los datos expresan la media + EEM para n=8 ratas. Los datos expresan la media
EEM para una n =8. (Prueba de U de Mann-Whitney post-hoc Bonferroni-Dunn; *p<0.05;
**p<0.0001)

Efecto del resveratrol sobre la conducta motora fina durante el
envejecimiento

Se realizd la prueba de barra de equilibrio para analizar la conducta motora
fina de las ratas durante el proceso de envejecimiento y el efecto que muestra un
tratamiento crénico con resveratrol. Los resultados se presentan en la figura 18. Un

tratamiento de hasta por 12 meses no mostré diferencias estadisticamente
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significativas entre los grupos tratados con resveratrol respecto de los grupos control
y los tratados con etanol 7.5% en la conducta de equilibrio.

En los incisos A y C se muestra el numero de resbalones ocurridos en la viga
de 50 mm y el tiempo que tardaron en cruzar la viga de 1 m de ancho. En este
aspecto de la evaluacion, se observo que hasta los 16 y 18 meses de tratamiento
existi6 un incremento significativo de resbalones, que correspondieron a un
aumento del 168% en el grupo control, comparandolos con el grupo administrado

con resveratrol.

En los incisos B y D muestran un incremento en el numero de resbalones
respecto a la edad, asi como el tiempo en cruzar la viga de 40mm. Sin embargo, un
tratamiento cronico con resveratrol exhibié la capacidad de conservar la conducta
motora fina a partir de los 14 meses de tratamiento en la viga de 40 mm y a partir

de los 16 meses en la viga de 50 mm.
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Figura 18. Efecto del resveratrol sobre la conducta motora fina. A) Nimero de resbalones en la

viga de 50 mm; B) Numero de resbalones en la viga de 40 mm; C) Tiempo en cruzar la viga con la
viga 50mm; D) Tiempo en cruzar la viga con la viga 40mm. Los datos expresan la mediatEEM para
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n=8 ratas. Los datos expresan la media £+ EEM para una n =8. (ANOVA de una via post-hoc Tukey;
*p<0.05).

El resveratrol disminuye los productos de lipoperoxidacién (MDA y 4-
HDA) y los niveles de nitritos durante el envejecimiento.

Se analizaron los niveles de los productos mayoritarios de la lipoperoxidacién
(MDA y 4-HDA) que se generaron después de la oxidacién de las membranas
lipidicas. Los niveles de nitritos se emplearon como una medida indirecta de la
produccion de NO. Estos compuestos son comunmente utilizados como
marcadores de estrés oxidativo en plasma y tejidos, [Ayala, Mufioz, & Arguelles,
2014].

Durante los primeros meses de tratamiento con resveratrol no se presento
diferencia significativa en la produccién de los marcadores de estrés oxidativo
referidos. En la figura 19A se muestran los resultados de la evaluacion de la
lipoperoxidacién total, donde se encontré una diferencia significativa a partir de los
12 y hasta los 18 meses de tratamiento con resveratrol, siendo este ultimo mes
donde se observo la mayor diferencia mostrando una media de 0.033 + 0.01 uM/mg
PT para el grupo control 0.298 + 0.012 uM/mg PT para el grupo vehiculo y una
media de 0.010 £ 0.001 uM/mg PT para el grupo resveratrol. Los niveles de MDA
mostrados en la Figura 19B presentaron diferencias estadisticamente significativas
del grupo tratado con resveratrol respecto a su grupo control a partir de los 10 meses
de tratamiento. Por su parte el 4-HDA en la Figura 19C evidencié un incremento
significativo desde los 8 meses de tratamiento con resveratrol respecto al grupo
control. Podemos apreciar que el resveratrol manifesté su capacidad antioxidante,
manteniendo los niveles de los productos de lipoperoxidacién al minimo como se
observé en edades tempranas de los animales. Adicionalmente, los niveles de
nitritos en la Figura 19D exhibieron un incremento en el grupo control desde los 4
meses de tratamiento, mostrandose la mayor diferencia a los 18 meses de
tratamiento, donde existi6 una disminucién del 59% en el grupo tratado con

resveratrol respecto al grupo control.
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Figura 19. Efecto del resveratrol sobre los marcadores de estrés oxidativo durante el proceso de
envejecimiento. A) MDA+4-HDA; B) MDA; C) 4-HDA; D) Nitritos. Los datos expresan la media
EEM para n=8 ratas. (ANOVA de una via post-hoc Tukey); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Efecto de la administracion crénica de resveratrol sobre la actividad
enzimatica de Superéxido dismutasa y Catalasa durante el proceso de
envejecimiento.

La modificacion del sistema enzimatico enddgeno conduce a una
acumulacion de radicales libres y por consiguiente mayor dafo celular. La actividad
enzimatica de SOD y CAT se vio modificada significativamente hasta los 10 y 12
meses de tratamiento respectivamente. Con respecto a la actividad SOD a los 18
meses de tratamiento, se presenté una media de 243.50 + 3.55 Ul/mg PT en el
grupo control, una media de 239.89 + 4.27 Ul/mg PT en el grupo vehiculo y para el
grupo administrado con resveratrol se observé una media de 300.82 + 3.48 Ul/mg
PT; esto indico un incremento del 23.5% en la actividad de esta enzima con el

tratamiento con resveratrol respecto al grupo sin tratamiento; Figura 20A.
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Ul/mg PT

La actividad de CAT mostré una media de 1.57 + 0.15 Ul/mg PT en el grupo
control, una media de 1.42 + 0.12 Ul/mg PT para el grupo vehiculo y una media de
2.68 £ 0.16 Ul/mg PT en el grupo tratado con resveratrol, lo que representé un
incremento del 70.7% de la actividad de esta enzima cuando se administraron 10

mg/kg/dia resveratrol por periodos prolongados; Figura 20B.
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Figura 20. Efecto del resveratrol sobre la actividad de las enzimas Catalasa y Superoxido
dismutasa durante el proceso de envejecimiento. A) Superoxido dismutasa; B) Catalasa. Los datos
expresan la media + EEM para n=8 ratas. (ANOVA de una via post-hoc Tukey); *p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001.

Efecto del resveratrol durante el proceso de envejecimiento sobre el
sistema de glutatién.

Los resultados del andlisis del sistema de recicle de glutatién se presentan
en la figura 21. En relacidon con el comportamiento del glutation total, ilustrado en la
figura 21A, y del GSH en la figura 21B, no se presentaron diferencias significativas
en el grupo tratado con resveratrol en los diferentes periodos de tiempo analizados.
Sin embargo, a partir de los 10 y hasta los 18 meses, el grupo resveratrol se mostré
significativamente mas alto cuando se comparé con su grupo control

correspondiente.
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En contraste, el GSSG evidencié un comportamiento opuesto, ya que el
tratamiento crénico con resveratrol mostré un impacto benéfico en los animales
tratados con esta molécula ya que se evidenciaron reducciones importantes en los
niveles de GSSG y en contraste se presentd un incremento directamente
proporcional a la edad de los animales de los grupos control y vehiculo. De manera
mas clara se observé que los niveles de GSH en el grupo resveratrol se mantuvieron
en los diferentes periodos de tiempo mientras que el GSSG disminuyd, como se

muestra en la figura 21C.

Por otro lado, la actividad enzimatica de la Glutation peroxidasa al ser una
enzima importante en la proteccion contra el dano causado por los hidroperéxidos
y en especial del H202 disminuyd gradual y significativamente en el grupo tratado
con resveratrol respecto su correspondiente grupo control a partir de los 12 meses,

y este comportamiento continu6 hasta los 18 meses de tratamiento; Figura 21D.

La actividad de glutation S-transferasa no mostré modificaciones
significativas en los grupos administrados crénicamente con resveratrol, pero se
observd que en los grupos control y vehiculo la actividad enzimatica disminuyd
significativamente a partir de los 12 meses de administracion, mostrando la mayor
diferencia a los 18 meses de administracién, al realizar la comparacion cronoldgica
se observé un descenso del 75% en la actividad enzimatica del grupo control de 18

meses respecto al grupo control de 2 meses; Figura 21E.

La actividad enzimatica de glutation reductasa encargada de realizar la
actividad final del reciclaje de glutatién presenté un incrementé gradual con un
tratamiento crénico con resveratrol, presentando un 46% al alza en su actividad
enzimatica en el grupo resveratrol de 18 meses respecto a su grupo control, cabe
destacar que no se observaron modificaciones significativas en los grupos control y

vehiculo, respecto a la edad; Figura 21F.
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Figura 21. Efecto del resveratrol sobre el sistema de glutatiéon durante el proceso de
envejecimiento. A) Glutation total; B) GSH; C) GSSG; D) Glutation Peroxidasa; E) Glutatiéon S-
Transferasa; F) Glutation Reductasa. Los datos expresan la media £+ EEM para n=8 ratas. (ANOVA

de una via post-hoc Tukey); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 22. Efecto del resveratrol sobre la capacidad de proteccion celular y la capacidad de nodo
del sistema de Glutation durante el proceso de envejecimiento. A) 2GSH/GSSG; B) GSSG/GSH.
Los datos expresan la media + EEM para n=8 ratas. (ANOVA de una via post-hoc Tukey); *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.

Al determinar la capacidad de proteccion celular (2GSH/GSSG); Figura 22A,
se observd que los grupos administrados con resveratrol tenian indices mayores
que los grupos control y vehiculo, indicando que se favorecié un estado antioxidante
con dicho tratamiento. En contraste, al analizar la capacidad de nodo de este
sistema, (GSSG/GSH) Figura 22B, observamos que los grupos administrados con
resveratrol mostraron indices significativamente inferiores respecto a su grupo
control correspondiente. Al ser el glutation el antioxidante mas importante en el
cerebro, debe mantenerse como un sistema eficiente durante todo el ciclo de vida,
en este proyecto el tratamiento crénico con resveratrol mostré gran capacidad
protectora ya que desde los 10 meses de tratamiento previno la acumulacion del

GSSG y la disminucion de la actividad enzimatica de GR y GPx.

Un tratamiento crénico con resveratrol atenta la desorganizacion
neuronal del cerebelo durante el envejecimiento.

Para poder evaluar las diferencias en la poblacion neuronal del cerebelo de
los diferentes grupos experimentales, se realiz6 la tincidn de Nissl. Los resultados
se muestran en las figuras 23 y 24. Se observé un cambio gradual en la organizacién
neuronal debido a los diferentes periodos de administraciéon evaluados. Los cambios

en la poblacién neuronal se refieren especialmente a la organizacién celular,
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principalmente a la densidad neuronal en los campos observados. En los grupos sin
tratamiento y en los administrados con vehiculo se observé una modificacion
progresiva de la confluencia celular; Figura 23. Ademas, se observé una mayor
dispersion en las células e incluso una disminucion en el numero de células de
Purkinje con el paso del tiempo; estos cambios fueron mas evidentes cuando se
compararon el grupo de 2 meses con el ultimo periodo de tratamiento. En contraste
con lo anterior, los grupos administrados con resveratrol demostraron que se
conservd mejor la integridad de la estructura, conservando las proyecciones
axonales alineadas y ordenadas, asi como un mayor numero de células de Purkinje
en comparacion con los otros grupos; Figura 23. El recuadro inferior derecho de
cada micrografia presentada en la figura 24, muestra los cambios a nivel nuclear
producidos con la edad, donde se aprecia que en edades avanzadas se
incrementaron los procesos de caridlisis, evento observado por una deformidad
celular y disolucién de los cuerpos de Nissl, que a su vez se reflejoé en el incremento

de la coloracion en la region.
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Figura 23. Efecto del tratamiento crénico con resveratrol sobre el nimero de células de Purkinje
durante el envejecimiento. Los datos expresan la media + EEM para n=8 ratas. (Prueba de U de
Mann-Whitney post-hoc Bonferroni-Dunn); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Figura 24. Efecto del tratamiento crénico con resveratrol sobre la organizacién neuronal del
cerebelo. Las flechas indican las areas donde existe mayor desorganizacion neuronal en el
cerebelo. Tomadas con un objetivo de 20X.
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El tratamiento con resveratrol disminuye la astrogliosis reactiva en
cerebelo

Se ha descrito ampliamente que la proteina acida fibrilar glial (GFAP) se
considera un componente importante del citoesqueleto de los astrocitos del

cerebelo y que incrementa su reactividad con el envejecimiento.

Al evaluar por inmunofluorescencia a GFAP se observé un incremento
significativo en la inmunorreactividad de los grupos control y vehiculo de manera
dependiente de la edad. Cabe destacar que en los animales de edades tempranas
(desde 2 y hasta 8 meses de tratamiento) no hubo cambios estadisticamente
significativos en la expresién de este marcador, figura 26. Sin embargo, a partir de
los 10 y hasta los 18 meses de administracion, se presentd un incremento gradual
en la inmunorreactividad a GFAP, donde el grupo control de 18 meses aumentd en
un 110% el numero de células positivas a este marcador en comparacién con el
grupo control de 2 meses, figura 27. Caso contrario, el tratamiento prolongado de
resveratrol inhibié en un 90% la inmunorreactividad de GFAP comparandolo con el

grupo control correspondiente al periodo evaluado, figura 25.
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Figura 25. El resveratrol atenua la reactividad de la glia en el cerebelo de rata durante el
envejecimiento. Los datos expresan la media + EEM para n=8 ratas. (Prueba de U de Mann-
Whitney post-hoc Bonferroni-Dunn); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figura 26. El resveratrol atenua la reactividad de la glia en el cerebelo de rata durante el

Resveratrol
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envejecimiento. Se muestran fotomicrografias representativas de 2-8 meses de tratamiento, las

marcas verdes representan inmunorreactividad a GFAP y las marcas de color azul a DAPI.

Tomadas con un objetivo de 40X.
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Figura 27. El resveratrol atenua la reactividad de la glia en el cerebelo de rata durante el

envejecimiento. Se muestran fotomicrografias representativas de 10-18 meses de tratamiento, las

marcas verdes representan inmunorreactividad a GFAP y las marcas de color azul a DAPI.
Tomadas con un objetivo de 40X
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Discusion de resultados

El proceso de envejecimiento es irreversible. Existe una gran heterogeneidad
en la forma de envejecer que estd determinada por factores bioldgicos,
socioculturales y econdémicos [Cantén, 2018], que conlleva un aumento de la
fragilidad de las condiciones de salud, requiriendo un sistema de apoyo y de salud
eficientes debido a la prevalencia de enfermedades cronico-degenerativas (ECD);
entre estas, destacan las enfermedades neurodegenerativas [Coronel, 2017;
Canton, 2018].

Actualmente, se han desarrollado varias estrategias para combatir los efectos
del envejecimiento entre las que se incluyen la restriccion caldrica y la
suplementacion con diversos productos naturales que han demostrado ser
benéficos en el deterioro motor y cognitivo que se presenta durante el
envejecimiento. Entre los compuestos mas importantes se encuentran diversos
fitoquimicos, como la vitamina C, tocoferoles como la vitamina E, carotenoides y
compuestos polifendlicos como el resveratrol, que en diferentes dosis
farmacolégicas constituyen una alternativa para el tratamiento de diversas

enfermedades cronicas y del envejecimiento [Si & Liu, 2014].

Los polifenoles son micronutrientes abundantes en nuestra dieta; frutas,
verduras y bebidas como el té y el vino tinto son fuentes ricas en este tipo de
compuestos. Se originan principalmente en las plantas que los sintetizan en
cantidades variables como producto de su metabolismo secundario. Algunos son
indispensables para las funciones fisiolégicas vegetales; otros participan en
funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos (hidrico,
luminoso, etc.). Ademas, poseen una elevada capacidad antioxidante [Lopez,
Ortega, & Lozada, 2015].
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Los polifenoles se pueden clasificar en diferentes grupos de acuerdo con su
estructura base y al numero de anillos aromaticos y elementos unidos a ellos. Entre
los principales grupos polifendlicos se encuentran los acidos polifendlicos,

flavonoides, ligandos y estilbenos [Cosme, et al., 2020].

Estudios farmacocinéticos del resveratrol han demostrado que su
biodisponibilidad es relativamente baja, aproximadamente 38%, por lo que se
propone que esta puede variar dependiendo del vehiculo y dosis administrada.
Adicionalmente, algunos reportes indican que la biodisponibilidad es mayor cuando
el resveratrol se administra por la manana, cuando el ciclo circadiano, la actividad

enzimatica y la circulacion enterohepatica son mas eficientes [Sergides et al., 2016].

Navarro, et al 2018, analizaron el efecto de la administracién via oral de
diferentes dosis de resveratrol en ratas macho de la cepa Wistar durante 2 meses y
encontraron que 10mg/kg/dia es una dosis eficiente para atenuar el dafio causado
por el estrés oxidativo; por esta razon, fue la dosis utilizada en este proyecto. Por
otro lado, a través de los anos se han utilizado diversos vehiculos para la
administracion de este polifenol, tales como, polietilenglicol, dimetilsulfoxido, agua
y etanol; sin embargo, por los efectos secundarios que presentan estas sustancias
se ha demostrado que el etanol es el que presenta menos efectos adversos en la
dosis utilizada (7.5%). Ademas, el etanol como vehiculo permite la absorcion de los

polifenoles incrementando su biodisponibilidad [Rodrigo, Miranda, & Vergara, 2011].

Cesar et al., 2019 evaluaron dosis crecientes de etanol como vehiculo en
combinaciéon con 10mg/kg/dia de resveratrol y encontraron que una solucion de
etanol 7.5% ejerce la funcion de vehiculo sin evidenciar efectos adversos
producidos por el etanol, logrando obtener al mismo tiempo una biodisponibilidad
adecuada que fue demostrada por una disminucion de marcadores de estrés

oxidativo en ratas Wistar administradas durante 2 meses.

76



Se ha demostrado que la vida util de las ratas es de 2 a 3.5 afios, con un
incremento en el peso corporal durante los primeros 12 meses y un mantenimiento
de este hasta los 18 meses de vida para después comenzar a descender;
extrapolandolo a humanos, este descenso ocurre a partir de los 60 afos [Ghasemi,
et al.,, 2021]. En este estudio, los animales no mostraron modificaciones
estadisticamente significativas con el tratamiento de etanol a 7.5% o con resveratrol

a una dosis de 10mg/kg/dia en todos los periodos de tiempo analizados.

El peso de las ratas varia por diversos factores, en particular por la
manipulacion, el tipo, cantidad y la calidad de la comida, el numero de animales en
una jaula, la temperatura, la humedad, el régimen de luz y para garantizar

oportunidades para el movimiento activo de los animales [Castelhano, et al., 2009].

Nistiar, et al., 2012 encontraron que el peso corporal de las ratas incrementa
hasta los 18 meses de vida y luego comienza a disminuir gradualmente [Nistiar, et
al.,, 2012]. En este trabajo, todos los animales fueron alimentados durante la
duracién del estudio con la dieta 5001 de Labdiet, la cual corresponde a una dieta
estandar y no modifica el desarrollo y procesos metabdlicos en los animales. Esto
concuerda con los resultados hallados en este trabajo ya que, aunque existen
variaciones en el peso entre animales, estas no son significativas entre grupos
experimentales, destacando que el vehiculo utilizado, asi como el tratamiento

antioxidante, no alteraron este parametro zoométrico.

Durante el envejecimiento se generan alteraciones en componentes
mitocondriales de células del musculo esquelético como, mutaciones en el ADN,
disminucién de la actividad de algunas enzimas involucradas en la respiracion
celular, modificando la dindmica mitocondrial, como las tasas de fusion y fision, y la
apoptosis inducida mitocondrialmente, que puede conducir a la pérdida neta de
fibras musculares y a la sarcopenia asociada a la edad [Peterson, et al., 2012]. La
prueba de campo abierto realizado en este estudio demostré que la locomocién

incrementa en los animales que fueron tratados con resveratrol, mientras que los
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grupos control mantienen la actividad locomotora hasta los 17 meses de edad
respecto a grupos de animales jovenes. Esto podria explicarse por el efecto
protector del resveratrol, mantenimiento la masa muscular y la actividad fisica de
los animales. Rodriguez, et al., en 2016 mostraron que el tratamiento con resveratrol
en una dosis de 16mg/kg durante 2, 12 y 18 meses de tratamiento mejora la

resistencia muscular, asi como la activacion fisica de los roedores.

Es bien conocido que la edad es un factor que propicia la aparicion de
trastornos neurolégicos, como la demencia. Para este estudio se realizé la prueba
de reconocimiento de objeto novedoso (NOR), que nos permite analizar el
aprendizaje, la memoria de trabajo de tipo asociativo y la memoria a largo plazo
[Ennanceur & Delacour, 1988]. Esta prueba resulta ser muy util ya que presenta
ventajas por encima de otros ensayos que comprometen la integridad de los
animales de experimentacion, ademas de que no involucra refuerzos positivos o
negativos. Estd basada en la conducta espontanea al acceder a una novedad y
generar una aparente “preferencia no condicionada”. Se midi6 el tiempo de
reconocimiento de objetos familiares y novedosos. Los datos de estos analisis
corresponden al indice de reconocimiento, de modo que se concentra de forma
precisa la evaluacién de la prueba NOR con este indicador. Se considera que el
indice de reconocimiento con valor >0.5 corresponde a un proceso de consolidacion
del aprendizaje; por el contrario, un indice <0.5 indica falta de interés por reconocer
los objetos novedosos [Ramirez y Ayala, 2014]. Los resultados de este estudio
mostraron que para la prueba de NOR hubo un mantenimiento de las funciones
cognitivas como el aprendizaje y la memoria, sugiriendo que la exploracion por parte
de los animales a edades avanzadas no es necesariamente indicativa de ansiedad.
Investigaciones recientes han enfatizado el papel del sistema vestibular en procesos
cognitivos como el aprendizaje, memoria, navegacion espacial, autoconciencia
corporal y el equilibrio. Existen diversas vias que participan en dichas funciones
cognitivas, siendo una de ellas la via del cerebelo y el nucleo lateral ventral del
talamo que transmite informacion para procesar los mecanismos de aprendizaje

durante el reconocimiento espacial [Wolff & Vann, 2019].
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Se sabe que el cerebelo recibe proyecciones directas del nervio vestibular
que terminan en el nddulo y la uvula como fibras musgosas, donde la informacion
recibida se devuelve a otras regiones del cerebro como el hipocampo [Apps, et al.,
2018]. Desde la década de los 90°s se ha descrito que existe conexién directa del
cerebelo al hipocampo ya que la via de estimulacion del vermis rostral, el nucleo
fastigial y la folia de la linea media intermedia del cerebelo inhiben la actividad del
hipocampo y, por extensién, se da la disminucién de la funcién cognitiva, incluyendo

la memoria declarativa [Zhang, et al., 2016].

Tomando en consideracion lo anterior, todos los grupos analizados durante
el proceso de envejecimiento presentan un aprendizaje eficiente; sin embargo, tanto
en el grupo control como vehiculo disminuye gradual y significativamente el puntaje
del indice de reconocimiento de forma dependiente de la edad. En relacion con esto,
se observa que el grupo administrado con vehiculo tiene un indice similar al que
mostraron los grupos control, lo que permite descartar que el etanol ejerza algun

efecto adicional sobre los animales evaluados.

Las pruebas realizadas para la memoria de corto plazo mostraron
consolidacion en todos los grupos de 2 hasta 18 meses de tratamiento. Para el caso
del andlisis realizado para la memoria de largo plazo se observd el mismo
comportamiento de consolidacion en todos los grupos de tratamiento, posiblemente

debido al efecto protector y antioxidante del resveratrol.

Nuestros resultados apoyan y amplian los de [Navarro Cruz, et al., 2018] que
describieron que la administracion oral de resveratrol durante 8 meses permite un
desarrollo en el rendimiento cognitivo, particularmente en la memoria a largo plazo.
El volumen reducido de diferentes regiones cerebrales por el envejecimiento se
correlaciona con déficits cognitivos en los procesos de aprendizaje y memoria
[Flores, et al., 2016].

79



La plasticidad de células de Purkinje, células en cesta y células estrelladas
de la corteza cerebelosa disminuye con el envejecimiento y con ello se produce un
declive en la consolidacion de memoria de corto y largo plazo, asi como cambios en

la conducta motora fina, incluida la capacidad de equilibrio [Kenyon, 1997].

El equilibrio y la postura son fundamentales durante los movimientos
estacionarios y dinamicos para prevenir caidas, particularmente en adultos
mayores. De hecho, las caidas son la principal causa de lesiones entre las personas
mayores de 65 afios [Phelan et al., 2015]. El cerebelo mantiene el equilibrio motor
y la calibracion de los movimientos. Es una regién esencial del cerebro que
desempena un papel central en el mantenimiento de la marcha, postura y el
equilibrio, asi como en la coordinacion de movimientos dirigidos a objetivos y

movimientos complejos [Ataullah & Naqvi, et al., 2021].

En el cerebelo los potenciales de accién que entran por medio de las fibras
paralelas excitan a una célula de Purkinje tras otra; después, cada célula de Purkinje
retransmite un mensaje inhibitorio hacia las neuronas de los nucleos del cerebelo y
desde estos hacia nucleos en el tallo cerebral, dependiendo de la porcién: vestibulo,
espinal o cerebral [Najak & Raman, 2015]. Por esta razdn es importante para tareas
que requieren calcular el tiempo, de tal forma que, dependiendo de cuales y cuantas
fibras paralelas estén activas, pueden estimular sélo a las primeras células de
Purkinje o a una larga serie de estas [lvry & Diener, 1991]; asi, cuantas mas células
de Purkinje sean excitadas, tanto mayor sera la respuesta colectiva y entonces se
generan mas rafagas de potenciales de accion. Si se activan pocas neuronas el
mensaje es breve; si se activan muchas el mensaje durara mas. Los mensajes de
las células de Purkinje controlan el inicio y término de los movimientos [Thier, et al.,
2000].

Se ha descrito que esta region del cerebro también se activa ante estimulos
sensoriales y que participa en establecer nuevos programas motores que permiten

al individuo ejecutar una secuencia de acciones; participa en el proceso de recordar
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informacion aprendida previa y principalmente se ha asociado al I6bulo anterior
[Kansal, et al., 2017]. Por lo tanto, dafios en el cerebelo también pueden afectar el

aprendizaje motor.

En este sentido se realizo la prueba de barra de equilibrio, la cual fue aplicada
en los diferentes grupos, los resultados muestran que los roedores tienen
dificultades para completar la tarea de cruzar las vigas utilizadas, ya que a edades
de 19 y 21 meses ocurren resbalones de las patas de los roedores, evento
caracteristico de una disminucién en el equilibrio causado con el paso de la edad.
Durante el envejecimiento hay una disminucion gradual de la actividad locomotora
y el comportamiento exploratorio, mientras que las alteraciones de la coordinacion
y el equilibrio se hacen evidentes por primera vez a una edad mas avanzada [Altun,
2007]. Se ha demostrado que el incremento en marcadores bioquimicos asociados
con el envejecimiento se correlaciona con la disminucion de la velocidad, exactitud
y precision del comportamiento en ratas [Church et al., 2014]. Esto sugiere que los
cambios graduales en el comportamiento dependiente del tiempo pueden servir
como un marcador sustituto de los cambios bioquimicos que tienen lugar en el
organismo de cualquier ser vivo. Por otro lado, se ha demostrado que diversas
terapias preventivas disminuyen esta pérdida de la funcion motora fina, entre las
principales se encuentra, la activacion fisica, suplementacién con antioxidantes,
restriccidn caldérica acompafiada de una adecuada matriz alimentaria y el resveratrol
que ha mostrado resultados bastante prometedores en modelos murinos ya que en
combinacion con el ejercicio mantienen las funciones motoras finas, incluyendo el
equilibrio [Silveira, et al., 2019]. En este sentido, de acuerdo con lo anterior cabe
destacar que en este proyecto el resveratrol mostré ser capaz de mantener la
funcién de equilibrio durante el progreso del envejecimiento hasta los 17 meses de

vida de los sujetos de experimentacion.

81



Los cambios cerebrales no ocurren en la misma medida en todas las regiones
del cerebro. Se ha respaldado por diversos estudios que el volumen de la corteza
prefrontal es la region mas afectada durante el envejecimiento, seguido del cuerpo
estriado. El hipocampo, el I6bulo temporal, el vermis y los hemisferios cerebelosos
también reducen su volumen. Por otro lado, la corteza occipital es la menos afectada
durante la vejez [Peters, 2006]. A finales de la década de los 80s, se introdujo un
grupo de biomarcadores para la medicién del estrés oxidativo que, de manera
directa o indirecta, denotan la concentracién de las ROS y NOS. Estos
biomarcadores sefialan el posible daino a macromoléculas como lipidos y proteinas,
marcadores de funciones motoras y cognitivas, asi como la relacién con alguna
patologia especifica [Mafon, Garrido, & Sellés, 2016]. Dichos marcadores son
utilizados con el objetivo de evaluar nuevas estrategias preventivas, diagndsticas y
terapéuticas que impiden la aparicién de diversas enfermedades oxidativas [Grotto,
et al., 2009].

El cerebelo es la estructura cerebral que produce los niveles mas altos de
-NO dentro del SNC [Forstermann, et al., 1990; Blanco, et al., 2010]. El -NO es un
segundo mensajero que tiene un papel dual: el efecto benéfico lo presenta a
concentraciones bajas (nM) y el efecto citotoxico se presenta a concentraciones

altas (uM), promoviendo la neurodegeneracién [Moncada, 2017].

Se ha demostrado que los niveles bajos (pM/nM) son fisioldgicos y estan
relacionados con la activacion de objetivos de union primarios de alta afinidad, como
la guanilil ciclasa soluble (sGC) y la citocromo ¢ oxidasa [Rogers, et al., 2014]. Un
paradigma emergente propone que los niveles intermedios (50-300 nM) pueden
activar una variedad de respuestas positivas y negativas, desde la cicatrizacion de
heridas hasta las vias oncogénicas [Tejero, et al., 2019]. Concentraciones mas altas
de -NO (>1 uM) pueden conducir no solo al estrés oxidativo sino también al estrés
nitrativo y nitrosativo a través de la generacién de peroxinitrito y especies nitrosantes
y, en combinacion con el oxigeno, pueden desencadenar una modificacion

postraduccional de proteinas, lipidos y ADN [Hausladen, et al., 1998].
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Segun la hipdtesis de McCann sobre el papel del -NO durante la senescencia
cerebral, la hiperactividad de la via glutamatérgica podria impulsar la funcion de
ciertas enzimas dependientes del calcio, como las enzimas de éxido nitrico sintasa
(NOS) [McCann, 1997]. Debido a su alta reactividad, el -NO puede reaccionar con
el anion superoxido (O27) para generar el radical libre peroxinitrito (ONOO"), que a
su vez puede reaccionar con el anillo fendlico de residuos de tirosina de proteinas

para formar 3 -NT-tirosina (nitrotirosina, n-Tyr) [Collin, 2019].

El aumento en la concentracion de -NO y de otras RNS se conoce como
estrés nitrosante. Este tipo de estrés promueve la nitracion de proteinas, lo que
altera su estructura e inhibe su funciéon normal, incrementando la formacioén de n-
Tyr que se ha correlacionado con una amplia variedad de enfermedades
neurodegenerativas (Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica), asi como
con aterosclerosis, con hipoxia e isquemia e incluso con el envejecimiento
[Nakamura & Lipton, 2020]. El analisis de moléculas oxidantes como el -NO en este
estudio mostro un incremento a partir de los 8 meses de tratamiento en los grupos
control y vehiculo, al mismo tiempo que para los grupos tratados con resveratrol
disminuyeron los niveles de -NO de manera significativa. Estos resultados son
comparables con lo reportado por Blanco, et al.,, 2010 donde muestran que el
sistema -NO/NOS presenta una serie de cambios en cerebelo durante el
envejecimiento, ademas mostraron una mayor actividad de NADPH-d y aumento de
la nitracion de proteinas; estos cambios afectan al sistema -NO/NOS y al destino
del -NO producido durante el envejecimiento en el cerebelo, como variaciones en la
produccion de anidén superoxido o disminuciones en los mecanismos de proteccion

antioxidante enddgeno.

Se ha demostrado que el incremento de radicales libres y la produccién
excesiva de -NO inducen el proceso de lipoperoxidacion, figura 28. Este es un
proceso complejo que implica la formacién de diferentes productos con varias
funciones bioldgicas como la regulacién de la expresion génica y la sefializacion

celular en concentraciones bajas, pero muestran un efecto citotoxico cuando estos
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se acumulan en grandes cantidades [Forman, et al., 2008]. EI MDA y 4-HDA se
generan después de la oxidacién de las membranas bioldgicas; estos compuestos
son llamados lipoperoxidos y se usan como marcadores de estrés oxidativo en
plasma y tejidos [Ayala, Muioz, & Arguelles, 2014]. Acorde con nuestros resultados,
Mohamed, et al., 2020 analizan los productos de lipoperoxidacion en ratas de 12 y
24 meses de edad y encuentran un incremento significativo de este marcador en el
grupo de 24 meses, resultados que concuerdan con lo obtenido en este trabajo,
figura 28. El aumento de ROS y RNS en el cerebelo puede ser responsable del dafio
celular, incluso en las neuronas de Purkinje, resultando en un deterioro de la
actividad motora, comportamiento ansiogénico y una falla de la memoria de

reconocimiento a corto y largo plazo [Lamarao, et al., 2019].

El sistema antioxidante de glutation estd conformado por elementos
enzimaticos y no enzimaticos. El glutatién (GSH) es un tripéptido antioxidante no
enzimatico que juega un papel crucial en la defensa antioxidante y la desintoxicacion
de xenobidticos y sus metabolitos, ademas es la fuente antioxidante mas abundante
en el SNC y juega un papel clave en el mantenimiento de la homeostasis redox
[Tan, et al.,2018]. Sin embargo, su comportamiento ha tenido gran controversia
durante el envejecimiento en las diferentes regiones cerebrales. Emir, et al., 2011
realizaron la cuantificacion de GSH en cerebro de personas adultas jévenes y
adultos mayores. Los resultados muestran una concentracién menor en los adultos
mayores en respuesta al estrés oxidativo generado durante el envejecimiento. Esto
coincide con nuestros resultados mostrados en la figura 4, destacando que la
administracién cronica de resveratrol previene la disminucion de GSH en edades

avanzadas y disminuye los niveles GSSG.

En relacidon con lo anterior, es importante sefialar que GSH se oxida a GSSG
por accion de la GPx y el GSSG se invierte a GSH cuando la GR cataliza la reaccion.
La GST es otra enzima de desintoxicacion antioxidante que participa en la
desintoxicaciéon de productos oxidados mediante la conjugacion de GSH con

centros electrofilicos en muchos sustratos téxicos para formar productos no toxicos.
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Abdel-Aleem, et al., 2016 encontraron que un tratamiento con resveratrol
redujo los niveles de GSSG y la expresién de INOS y aumentd los niveles de GSH
y la actividad de SOD en cerebro de ratones lesionados por isquemia/reperfusion lo
que resultd en una mayor supervivencia de este modelo través de la via de
supervivencia Nrf2/PI13K/Akt. En adicion, Kumar, et al., 2011 demostré que, en ratas,
la administracién de etanol en una concentracion elevada (80 mM) causa la muerte
neuronal en el cerebelo, pero el resveratrol protege contra la apoptosis a través de
neuronas cerebelosas captadoras de ROS, lo que lleva a un aumento en la
supervivencia celular, evidenciado por la via Nrf2 [Kumar, et al., 2011]. Por su parte
Farkhondeh, et al 2020 demuestran que el resveratrol incrementa la expresion y
actividad de SOD, glutatién peroxidasa (GPx) y CAT; ademas, disminuyd los niveles
cerebrales de malondialdehido (MDA) en ratones mediante la activacién de la via
Nrf2, lo que conduce a una mejora en la transcripcién del sistema antioxidante
enddgeno, lo que indica su potencial para disminuir el dafio oxidativo celular, de
manera similar como observamos en los resultados obtenidos de este proyecto,

figura 29.

Particularmente para este trabajo se eligieron las neuronas de Purkinje para
analizar el dafo causado durante el envejecimiento ya que se conocen como los
principales elementos del circuito cerebeloso; estas células son de fundamental
importancia en la calibracion sensoriomotora debido a que su actividad esta
implicada en las tareas motoras con el fin de generar la mejor respuesta motora |
Prestori, et al., 2019]. Ademas, las neuronas de Purkinje pueden predecir las
actividades sensoriomotoras, transferir la plasticidad de la corteza cerebelosa a los
nucleos profundos y contribuir directamente al comando motor [ Kudin, et al., 2008].
En este analisis encontramos una disminucion de la densidad de neuronas de
Purkinje en animales de los grupos control y vehiculo respecto a la edad, hecho que
puede haber contribuido a los dafios conductuales y cognitivos observados

previamente.
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Los astrocitos adquieren diferentes fenotipos en respuesta a numerosos
estimulos  patolégicos, como accidentes cerebrovasculares, trastornos
neurodegenerativos, tumores, traumatismos, infecciones, isquemia 'y
envejecimiento. Se ha demostrado que la reactividad de los astrocitos es un sello
distintivo del envejecimiento fisiolégico en roedores, primates humanos y no
humanos [Rodriguez et al., 2014; Robillard et al., 2016]. En el giro dentado del
hipocampo y CA1, los astrocitos han presentado una hipertrofia dependiente de la
edad, asi como una marcada reorganizacion de la proteina del citoesqueleto, GFAP,
que condujo a un aumento del grado de reactividad, hipertrofia del cuerpo celular y
aumento en el numero de procesos celulares implicados en procesos de muerte

celular [Matias, et al., 2019].

Orré, et al., en 2014 demostraron que los astrocitos aislados de la corteza
cerebral de ratones envejecidos presentan un mayor fenotipo inflamatorio, y una
mayor expresion de GFAP en comparacion con los animales jovenes. Aunque se
han informado aumentos generalizados en la expresion de GFAP con el
envejecimiento en todo el SNC de roedores [Matias, et al., 2019], estos aumentos
se observan normalmente en ratones mayores de 24 semanas y no se limitan solo
al cerebelo. En la capa molecular de la corteza cerebelosa, se cree que los
astrocitos especializados llamados células gliales de Bergmann aislan, mantienen
y regulan la estructura y funcion neuronal de las células de Purkinje (PC) en el

cerebelo adulto.

Los astrocitos pueden desencadenar una respuesta conocida como
reactividad de los astrocitos, caracterizada por cambios en el perfil de la expresién
geénica de estas células, lo que lleva a cambios tanto morfolégicos como funcionales
que pueden variar desde la hipertrofia o atrofia celular hasta la proliferacion y
formacion de cicatrices. La extension de la reaccion astrocitica se ve gravemente
afectada por el tamafio del area afectada, la naturaleza del dafio y su gravedad, la
intensidad de la interrupcion de la BHE y la respuesta inflamatoria [Penky, et al.,
2016].
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Lo anterior es consistente con nuestra observacion de la degeneracion en la
estructura cerebelar de los animales analizados en este proyecto, principalmente
los de edades avanzadas, tal y como se observé en los resultados obtenidos de la
tincion de Nissl. Aunado a esto, los animales que mostraron una mayor
inmunorreactividad de GFAP que se correlaciona de manera negativa en las
pruebas conductuales realizadas. Por su parte, los marcadores de estrés oxidativo
incrementaron con la edad y el sistema antioxidante endégeno disminuyd su
efectividad de forma gradual y dependiente de la edad. En este sentido, los
resultados del proyecto confirman el efecto antioxidante y antienvejecimiento del
resveratrol con un tratamiento prolongado, ademas de proporcionar nuevos
conocimientos sobre su efecto en funciones motoras y cognitivas, asi como en la

organizacion celular del cerebelo.
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Figura 28. Efecto del resveratrol a nivel cerebelar sobre la generacion de radicales libres y el proceso de lipoperoxidacion.
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Conclusiones

La administracion crénica de resveratrol en una dosis de 10mg/kg:

* Protege las funciones motoras (conducta horizontal y de equilibrio) y cognitivas
(memoria a corto y largo plazo) frente al estrés oxidativo que se genera durante

el envejecimiento cerebral.

* Reduce la produccién de nitritos como de los productos de lipoperoxidacion
(MDA y 4-HDA), cuando se administra desde 2 y hasta por 18 meses, lo que

sugiere una neuroproteccién del ceberelo.

* Mantiene la actividad y eficiencia del sistema antioxidante enddgeno de
primera linea durante el desarrollo del envejecimiento, incluyendo a GSH,
GSSG y las enzimas de CAT, SOD, GPx, GR, GST, aun a edades avanzadas.

* Atenua la desorganizacién neuronal del cerebelo y disminuye Ila

inmunorreactividad de GFAP.

Esto contribuye a consolidar al resveratrol como una opcién farmacoterapéutica de
prevencion y/o regeneracion importante para retardar el deterioro cerebelar durante
el envejecimiento y de esta forma incrementar la calidad de vida, al reducir el estrés
oxidativo y el dafo neuronal en el cerebelo de ratas Wistar durante el progreso del

envejecimiento.
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Perspectivas

- Analizar por la técnica de PCR en tiempo real los cambios en el nivel de
MRNA vy del transcrito de las SIRT, FOXO, Nrf2 luego de la administracion

de resveratrol en animales seniles.

- Analizar los cambios de mTOR y Akt relacionados con la edad y después del

tratamiento crénico con resveratrol.

- Medir por microscopia de fluorescencia y Western blot los niveles de proteina

de los genes CASP3, implicado en procesos de muerte celular.

- Analizar los niveles de citocinas proinflamatorias en roedores seniles y su

relacion con el estrés oxidativo y si posible modulacién con antioxidantes.

- Evaluar la expresion de la via JAK/STAT mediante inmunohistoquimica

después de la administracion con Resveratrol en roedores envejecidos.
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