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La vida no es facil, para ninguno de nosotros. Pero... jqué importa! Hay que
perseverar y, sobre todo, tener confianza en uno mismo. Hay que sentirse

dotado para realizar alguna cosa y que esa cosa hay que alcanzarla.
(Marie Curie, 1867-1934)
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RESUMEN

La poblacién mundial estd envejeciendo, la mayoria de paises del mundo estan
experimentando un aumento en el numero y la proporcién de personas
mayores. Los Ultimos datos publicados de la ONU en 2017 informan que se
espera que el nimero de personas mayores de 60 afios o mas se duplique
para el 2050 y triplique para 2100; pasard de 962 millones en 2017 a 2.100
millones en 2050 y 3.100 millones en 2100.

Al aumentar la esperanza de vida también se incrementan de manera paralela
las patologias relacionadas con el envejecimiento y las enfermedades
neurodegenerativas. La tasa de envejecimiento y la aparicion de patologias
relacionadas con la edad estdan moduladas por la respuesta al estrés y las vias
de reparacién que se disminuyen gradualmente, incluidas la proteostasis y el
dano mitocondrial, entre otras cosas. Por otro lado, en los Ultimos afos se ha
observado también que la obesidad estd creciendo en todo el mundo, en
parte debido a un aumento en el consumo de dietas altas en grasas. Se ha
establecido que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar

enfermedades neurodegenerativas.

En este contexto, y dado que el envejecimiento junto con una dieta alta en
grasa son los principales factores de riesgo para desarrollar diferentes
trastornos neurodegenerativos, nos planteamos estudiar cuales son los
mecanismos implicados en la neurodegeneracién inducidos por una dieta alta
en grasas en modelos murinos. Ademas, estudiamos como el resveratrol, un
polifenol ampliamente conocido por sus efectos beneficiosos en la salud,

ejerce un efecto neuroprotector en el cerebro de los ratones.
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Para éste estudio utilizamos un modelo de ratén que presenta senescencia
acelerada y otra cepa silvestre con envejecimiento normal. Los resultados en
este trabajo demuestran que el estrés metabdlico inducido por la dieta alta en
grasa produce dafos significativos en la memoria y el aprendizaje, ademas
altera vias moleculares importantes implicadas en las enfermedades
neurodegenerativas asi como dafio mitocondrial, aumento en la expresion de
citocinas pro-inflamatorias y alteraciones en marcadores de estrés oxidativo en
el hipocampo. Finalmente, la mayoria de estos procesos alterados por el estrés
metabdlico fueron prevenidos por el resveratrol, ayudando al organismo a

tener una mejor respuesta ante el dafio provocado.

En conclusién, los resultados obtenidos en esta tesis proponen que se puede
utilizar el resveratrol como un tratamiento preventivo y que se puede
considerar como una estrategia para reducir los efectos nocivos provocados
por la edad y por la dieta alta en grasa y asi poder conseguir un

envejecimiento saludable con una mejor calidad de vida.
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Mecanismos implicados en la neurodegeneracion inducida por dieta grasa en modelos de senescencia

INTRODUCCION

1. ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento biolégico o senescencia se define como el conjunto de
modificaciones morfoldgicas y fisiolégicas que conducen a una disminucién de
la capacidad de adaptacion de un organismo y finalmente a un declive
funcional y la muerte. Estas provocan un lento deterioro de la funcién cerebral
que conlleva a la disminucién de la capacidad cognitiva, pérdida de memoria y

trastornos de movimiento (Donmez, 2013).

Es importante diferenciar entre envejecimiento normal y envejecimiento
patolégico. La reduccién en habilidades cognitivas especificas como la
velocidad mental, la funcién ejecutiva y la memoria episédica son
experimentados comlUnmente en el envejecimiento normal, mientras que las
habilidades verbales y el conocimiento del mundo se mantienen (Fjell y col.,
2014). Por otra parte, el envejecimiento patolégico se produce cuando la
apariciéon de determinados procesos, fundamentalmente la enfermedad,
alteran diversos pardmetros fisiolégicos que impiden o dificultan la
correspondiente adaptacion. En el organismo envejecido, el cerebro es
susceptible tanto a las sefiales intrinsecas de la célula, como a las senales del
entorno sistémico. Los estudios realizados en cerebros envejecidos de
ancianos que no fueron diagnosticados de una enfermedad neurolégica han
mostrado la presencia de placas amiloides, ovillos neurofibrilares, cuerpos de
Lewy, pérdida de neuronas y la pérdida de volumen cerebral, entre otros
signos. Estas caracteristicas varian mucho entre individuos y no se sabe qué
causa tales lesiones y si son los precursores de la neurodegeneracion y la
enfermedad o simplemente los productos del envejecimiento cerebral (Wyss-
Coray, 2016). El cerebro es un dérgano de alto consumo de energia que

requiere alrededor del 20% del oxigeno basal del cuerpo para cumplir su
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funcién (Grimm y col., 2016). Por lo tanto, no es extrafio que las alteraciones
en el metabolismo energético cerebral conduzcan a enfermedades que
incluyen alteraciones sutiles en la funcién neuronal provocando el proceso

neurodegenerativo y la muerte celular (Grimm y Eckert, 2017).

Lopéz-Otin y colaboradores (2013) han identificado y categorizado las
principales caracteristicas celulares y moleculares del envejecimiento,
proponiendo nueve causas que contribuyen y determinan el proceso vy
fenotipo del envejecimiento (Figura 1). Cada caracteristica debe cumplir los

siguientes criterios:

1. Debe manifestarse durante el envejecimiento normal.
2. Su agravamiento experimental debe acelerar el envejecimiento.
3. Su mejora experimental debe retrasar el proceso normal de

envejecimiento y por lo tanto, aumentar la esperanza de vida.

Los principales procesos del envejecimiento descritos por Lopéz-Otin vy
colaboradores son: la inestabilidad gendémica, el desgaste de los telémeros, las
alteraciones epigenéticas, la pérdida de proteostasis, la desregulaciéon de la
deteccidn de nutrientes, la disfuncién mitocondrial, la senescencia celular, el
agotamiento de las células madre y la alteracion de la comunicacién

intercelular.

* Inestabilidad Genémica
La inestabilidad gendémica se da por la acumulacién de dafio genético a través
de la vida (Moskalev y col., 2012). La integridad y la estabilidad del DNA se
ven alteradas continuamente por agentes fisicos, quimicos y biolégicos

exdgenos, asi como por amenazas enddgenas, incluyendo errores de la
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replicaciéon del DNA, reacciones hidroliticas espontaneas y especies reactivas
de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) (Hoeijmakers, 2009). Las lesiones
genéticas pueden ser derivadas de dafios extrinsecos o intrinsecos como
mutaciones puntuales, translocaciones, ganancias y pérdidas cromosémicas,
acortamiento de telémeros y alteracion génica causada por la integracion de

virus o transposones.

* Desgaste de Telébmeros
Los telébmeros son particularmente susceptibles al deterioro relacionado con la
edad. Las polimerasas de DNA replicativas carecen de la capacidad para
replicar completamente los extremos terminales de las moléculas de DNA
lineal, una funcién que es propiamente de una polimerasa de DNA
especializada conocida como telomerasa. Sin embargo, la mayoria de las
células somaticas de mamiferos no expresan telomerasa, y esto conduce a la
pérdida progresiva y acumulativa de secuencias protectoras de telémeros
desde los extremos del cromosoma (Blackburn y col., 2006). Debido a que los
telémeros no son reparados, el dafio es persistente y altamente eficiente en la
induccién de senescencia y/o apoptosis (Fumagalli y col., 2012; Hewitt y col.,
2012). El acortamiento de los telémeros también se observa durante el

envejecimiento normal tanto en humanos como en ratones.

* Alteraciones Epigenéticas
Los cambios epigenéticos implican alteraciones en los patrones de metilacion
del DNA, modificacién postraduccional de las histonas y remodelacién de la
cromatina. El aumento de la acetilacion de la histona H4K16, la trimetilacion de
H4K20 o la trimetilacion de H3K4, asi como la disminucién de la metilacion de
H3K9 o la trimetilaciéon de H3K27, constituyen marcas epigenéticas asociadas a

la edad (Fraga y Esteller, 2007). Los mudltiples sistemas enzimaticos que
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aseguran la generacién y mantenimiento de patrones epigenéticos incluyen
DNA metiltransferasas, histonas, acetilasas, desacetilasas, metilasas vy
desmetilasas, asi como complejos proteicos implicados en la remodelacién de

la cromatina.

* Perdida de proteostasis
La proteostasis implica mecanismos para la estabilizacion de proteinas
correctamente plegadas —la mas importante, la familia de proteinas de choque
térmico— y mecanismos para la degradacién de proteinas por el proteosoma o
el lisosoma. Ademas, existen reguladores de la proteotoxicidad relacionada
con la edad, que actlan a través de una via alternativa distinta de las
chaperonas y proteasas moleculares (van Ham y col., 2010). Muchos estudios
demuestran que la proteostasis se altera con el envejecimiento (Koga y col.,
2011). Los dos sistemas principales proteoliticos implicados en el control de
calidad de las proteinas son las autofagia-lisosomal y el sistema de ubiquitina-
proteosoma. El colapso de estos dos sistemas constituye una caracteristica

comun de la vejez.

* Desregulacién de la deteccién de nutrientes
Actualmente existen evidencias que afirman que la desregulacién de las vias
moleculares relacionadas con la absorciéon de nutrientes, asi como las sefales
anabdlicas, aceleran el envejecimiento y la disminucién de las vias de
senalizacién de los nutrientes incrementando la longevidad (Fontana y col.,
2010). Las vias de sefalizacién de la insulina y el factor de crecimiento similar a
la insulina (IGF-1) son la via de control del envejecimiento méas conservada en
evolucién, y entre sus multiples objetivos estan la familia FOXO de factores de
transcripciéon 'y los complejos mTOR, que también participan en el

envejecimiento y se conservan a través de la evolucién (Barzilia y col., 2012;
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Fontana y col., 2010). Ademas de las vias antes mencionadas que participan en
la deteccién de la glucosa, hay tres sistemas relacionados e interconectados
con la deteccion de nutrientes: mTOR, para la deteccion de altas
concentraciones de aminoacidos; AMPK, que detecta los estados de baja
energia mediante la deteccién de altos niveles de AMP; y Sirtuinas, que

detectan estados de baja energia detectando altos niveles de NAD.

* Disfunciéon Mitocondrial
A medida que las células y los organismos van envejeciendo, la eficacia de la
cadena respiratoria disminuye, aumentando la fuga de electrones y reduciendo
la generacion de ATP (Green y col.,, 2011). La disfuncién mitocondrial
contribuye de manera importante al envejecimiento. El aumento de la
generacion de radicales libres mitocondriales como mecanismo base del
envejecimiento se ha relativizado en los Ultimos afios (Hekimi y col., 2011). Sin
embargo, la pérdida de homeostasis redox sigue considerandose una causa de

envejecimiento celular.

* Senescencia Celular
La senescencia celular induce a que las células dejen de dividirse cuando han
acumulado muchos dafos y asi prevenir la expansion de los errores (Baker y
col., 2011). La senescencia es causada por el acortamiento de telémeros y
también por dafios no teloméricos al DNA y la depresién del locus INK4/ARF.
Estos dltimos dos tipos de dafios ocurren progresivamente con el

envejecimiento cronoldgico.
» Agotamiento de células madre

Una de las caracteristicas mas obvias del envejecimiento es la disminucion del

potencial regenerativo de los tejidos. Con la edad disminuye la
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hematopoyesis, lo que conlleva a una disminucién de la produccion de las
células inmunitarias adaptativas (inmunosenescencia) y una mayor incidencia
de anemia y neoplasias mieloides (Shaw y col., 2010). Los cambios hormonales
son también una causa importante de la disminucién de las células madre con
el envejecimiento en mudltiples tejidos. Estudios recientes, sugieren que el
rejuvenecimiento de las células madre pueden revertir el fenotipo senescente

(Rando y Chang, 2012).

* Alteracién de la comunicacién Intercelular
Mas alla de las alteraciones auténomas de la célula, el envejecimiento también
implica cambios en el nivel de la comunicacién intercelular, ya sea endocrina,
neuroendocrina o neuronal. Errores en la comunicacién intercelular dan lugar a
alteraciones en las respuestas celulares con exacerbacion del estrés oxidativo
(EO) y la inflamacién; cuando ocurren ambos procesos principalmente de
manera crénica o exacerbada producen envejecimiento y ademés contagian el
envejecimiento a otros tejidos del organismo que todavia no estaban
envejecidos (Durieux y col., 2011; Lavasani y col., 2012; Tomas-Loba y col.,

2008).

Las nueve caracteristicas del envejecimiento propuestas anteriormente se
pueden agrupar en tres categorias: marcas principales, marcadores
antagodnicos y marcas integradoras. En las marcas principales la caracteristica
comun es que todos son componentes negativos. Es el caso del dafo del
DNA, incluyendo aneuploidias cromosémicas, mutaciones en el DNA
mitocondrial (mtDNA), la pérdida de telémeros, la deriva epigenética y la
proteostasis defectuosa. Las marcas antagdnicas tienen efectos opuestos
dependiendo de su intensidad. A niveles bajos, tienen efectos beneficiosos,

pero a niveles altos se vuelven deletéreos. En este grupo se encuentra la
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senescencia que protege al organismo del cancer, pero que en exceso, puede
promover el envejecimiento. De la misma manera, ROS media la sefializacién
celular y la supervivencia, pero a niveles crénicos altos pueden producir dafio
celular. Asi mismo la deteccién éptima de nutrientes y el anabolismo son
importantes para la supervivencia pero en exceso y durante el tiempo pueden
llegar a ser patoldgicos. Una tercera categoria comprende las marcas
integradoras —el agotamiento de las células madre y la comunicacion
intercelular alterada— que afectan directamente a la homeostasis y la funcion

de los tejidos (Lopez-Otin y col., 2013).

/ Deregulated
~ DNutrient sensing

Figura 1. Mecanismos celulares y moleculares del envejecimiento
(Lépez-Otin y col., 2013).
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1.1 Teorias del envejecimiento

Existen muchas teorias acerca de los mecanismos biolégicos del
envejecimiento, sin embargo, ninguna de ellas ha podido explicar
completamente éste proceso ya que parece ser que no existe un Unico
mecanismo responsable. Por lo general, las teorias del envejecimiento se

clasifican en dos grupos:

1. Teorias estocasticas o ambientales: Estas teorias se fundamentan en la
acumulacién casual de sucesos nocivos, debido a la exposicion de
factores externos y, por otra parte, a variables aleatorias que hacen que

este fenédmeno sea producto del azar (Tabla 1a).

2. Teorias no estocasticas o deterministas: Engloban aquellos mecanismos
que describen un nimero determinado de variables concretas vy

conocidas. Son innatas y estdn programadas en el genoma del individuo

(Tabla 1b).

Tabla 1a. Teorias estocasticas del envejecimiento.

Con el tiempo aparecen errores en la sintesis

Teoria del error de proteinas y DNA provocando proteinas

catastréfico defectuosas. Esto conlleva a un error de la Orgel, 1963
homeostasis celular que provoca la muerte
celular y por consiguiente el envejecimiento.

La formaciéon de enlaces moleculares entre
Teoria del proteinas o cadenas de &cidos nucleicos se  Brownlee,
entrecruzamiento incrementan con la edad. Se produce un 1991
aumento significativo de productos finales de
glicosilacion  avanzada (AGE, Advanced
Glycation End products) que perturban la
funcién  biolégica de las  proteinas
extracelulares por reaccionar con lisinas
esenciales.
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Teoria del desgaste

Teoria genético-
estocastica

Teoria de la
mutacion somatica

Teoria de los
radicales libres

Si las células se dafian en sus partes vitales,
conlleva a la muerte de tejidos y 6rganos y
ello conduce a la vejez.

Esta teoria incluye tres planteamientos
independientes, pero, relacionados.
Responsabiliza de los dafos provocados al
azar en el DNA al entorno celular.

1. Teoria de la regulacién genética: El
envejecimiento tendrd una relacion
directa con el desequilibrio de los
factores que permiten el
mantenimiento de la fase de
reproduccion.

2. Teoria de la diferenciacién terminal: El
envejecimiento celular se debe a una
serie de alteraciones en la expresion
genética, pero que suponen una
diferenciacion terminal de las células.

3. Teoria de la inestabilidad del genoma:
La inestabilidad del genoma se resalta
como causa del envejecimiento, tanto
al nivel del DNA como afectando la
expresion de los genes sobre RNA y
proteinas.

El envejecimiento es el resultado de la suma
de alteraciones genéticas en el DNA nuclear
de las células somaticas.

El envejecimiento resulta de los efectos
perjudiciales fortuitos causados a tejidos por
reacciones de radicales libres. Estas
reacciones pueden estar implicadas en la
producciéon de los  cambios  del
envejecimiento, asociados con el medio
ambiente, enfermedad y con su proceso
intrinseco. Los radicales libres reactivos
formados dentro de las células pueden oxidar
biomoléculas y conducir a muerte celular y
dafo tisular. Las reacciones perjudiciales de
los radicales libres se producen sobre todo en
los lipidos, los cuales son los mas
susceptibles. Esta teoria se refind con la
contribucién central de la mitocondria, ya que
la actividad mitocondrial es un foco de

Sheldrake,
1974

Pardo
Andreu,
2003

Sziilard,
1959

Harman,
1956
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produccién de radicales libres (Miquel y col.,

1980).

Tabla 1b. Teorias deterministas del envejecimiento.

Teoria del limite
Hayflick

Teoria inmunoldgica

Teoria neuroendocrina

El envejecimiento estd genéticamente
programado. Existe un gen que una vez
activado llevaria a todos los cambios que
causa el envejecimiento.

El genoma nuclear actia como un “reloj
molecular” o un  “reloj celular”,
controlando y programando los cambios
que se desarrollan en un organismo
desde su concepcién, a través de las
distintas etapas biolégicas hasta el
envejecimiento.

Surge un deterioro inmunitario como
resultado de este proceso, que conduce
a la aparicion de un mayor nimero de
procesos de auto-inmunidad.

Se dan cambios morfolégicos a nivel
neuronal lesivos, que provocan cambios
de nivel endocrino, que son a su vez
causa del envejecimiento.

Hayflick, 1961

Flodin, 1984

Gavrilov y
Gavrilova, 2006
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1.2 Envejecimiento y Neurodegeneracién

De acuerdo con las Naciones Unidas en su informe de 2017 sobre el
envejecimiento de la poblacién mundial, se prevé que el nimero de personas
de 60 anos o mas en todo el mundo se duplicard en los préximos 35 afios,
llegando casi a los 2100 millones de personas. La mayor parte de este
crecimiento vendréd de los paises en vias de desarrollo. A pesar de estas
mejoras en la esperanza de vida, se ha incrementado la incidencia de
patologias relacionadas con el envejecimiento como la EA y otras

enfermedades neurodegenerativas (Wyss-Coray, 2016).

Como hemos visto, el envejecimiento es un proceso regulado por diferentes
mecanismos moleculares y genéticos. Existen tres vias de intervencién de
longevidad conocidas: Reducciéon de la sefalizacion de la insulina, aumento de
la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK, Adenosine Monophosphate
Kinase) y reduccion de la diana de rapamicina (TOR, Target Of Rapamycin) y la
reduccién de las sirtuinas. Las sirtuinas son deacetilasas de histonas tipo llI
(HDAC) dependientes de NAD*" y su activaciéon produce efectos
neuroprotectores frente a trastornos cerebrales relacionados con la edad.
Existen siete homologos de sirtuina en mamiferos denominados SIRT1-7. El
miembro mas conservado de la familia es SIRT1 y ha sido ampliamente

estudiado en las enfermedades neurodegenerativas (Donmez, 2013).

Como ya se ha mencionado el envejecimiento y la neurodegeneracién estan
estrechamente relacionados. El aumento en el EO, la disfuncién mitocondrial y
la respuesta inflamatoria han sido ligadas a un envejecimiento acelerado y a la
progresion  de  enfermedades  neurodegenerativas  (Chakrabarti vy
Mohanakumar, 2016; Petersen y Smith, 2016). Las especies reactivas de

oxigeno y nitrégeno (RONS) son generalmente las moléculas principales que
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contribuyen al EO. Los radicales libres méas estudiados son el superéxido (O27),
peréxido de hidrogeno (H:Oz), radicales hidroxilo (OH), peréxido nitrico
(ONOy;") y oxido nitrico (NOe®) cuya mayor parte (95-98%) provienen de los
subproductos de la cadena de transporte de electrones (ETC, Electron
Transport Chain) de las mitocondrias. La generacién de éstos radicales libres es
necesaria, ya que son esenciales para la defensa del huésped, las células
fagociticas usan ROS para digerir los patégenos invasores y los desechos
(Petersen y Smith, 2016). EI EO es el estado redox resultante de un
desequilibrio entre la generacion y desintoxicacion de ROS. La
sobreproduccién de ROS por las mitocondrias disfuncionales, ademas del
desbalance de la fusion/fision mitocondrial y las mutaciones en el mtDNA
pueden causar dafo oxidativo en las células produciendo alteraciones en sus
funciones bioquimicas y fisiolégicas y alterar los perfiles de la expresion
genética llevando a las células a la apoptosis y por lo tanto a patologias
neurodegenerativas (Hroudova y col., 2014; Grimm y col., 2016; Fivenson y
col., 2017). Por lo general, cada célula tiene mecanismos de defensa para
contrarrestar la aparicién del EO. Estas defensas antioxidantes son enzimas
enddgenas que incluyen la superdxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa
(GPX), catalasas (CATs), y peroxirredoxinas (PRXs). Con el avance de la edad
hay una disminuciéon progresiva natural de la capacidad anti-oxidante
endégena, causando trastornos en el equilibrio entre los diferentes
mecanismos antioxidantes y la produccion de RONS, resultando en un
aumento de EO. Eventualmente esto causa dafio celular que no puede ser
reparado por mecanismos internos, lo que finalmente culmina en la disfuncién

del sistema (Petersen y Smith, 2016).

La acumulacién de dafio de los radicales libres a lo largo del tiempo conduce a

una mayor inflamacién dentro del cerebro. Por lo tanto, el estrés también
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puede interrumpir el balance homeostético entre citocinas anti-inflamatorias y
pro-inflamatorias e inducir neurodegeneracion. Las citocinas son proteinas de
sefializacion secretadas por la célula en respuesta a condiciones intra-
neuronales y extra-neuronales predominantes. Han surgido recientemente
unos nuevos protagonistas en la modulacién de la inflamacién, los microRNAs
(miRNAs) (Fenn y col., 2015). Diferentes estudios de microarrays indican que
hay un aumento general en los genes inflamatorios y pro-oxidantes en el
cerebro de roedores mas viejos en comparacién con los adultos. Los miRNAs
son cadenas cortas (19-22 nts) no codificantes de RNA que pueden inhibir la
traduccion de mRNAs. Algunos de los miRNAs implicados en la regulacién de
la inflamacién del Sistema Nervioso Central (SNC) son el miR-124 y el miR-29.
miR-124 se expresa en niveles mas altos en el cerebro que en la periferia y
algunos estudios sugieren que este mMIiRNA estd reducido en cerebros
envejecidos, aunque ésta reduccion solo se ha visto en una pequefa
subpoblacién de células de la microglia (Lagos-Quintana y col., 2002; Inukai y
col., 2012). miR-29 se ha encontrado en altos niveles dentro de la glia en el
SNC. Uno de los cambios mas importantes en el cerebro de personas con
Alzheimer es la regulacién positiva de la expresion génica de la beta-secretasa
BACE1 (Hebert y col., 2008). Se encontré que miR-29 inhibe fuertemente la
expresién de BACET in vitro y su expresién génica marcadamente disminuida
en pacientes con Alzheimer esporadico. Sorprendentemente, se encontré lo

opuesto para el envejecimiento normal no patolégico (Fenny col., 2015).

Otro proceso que estd surgiendo como un regulador central del
envejecimiento del SNC es la autofagia, ya que desempefia un papel crucial
como punto de control para las proteinas y organulos que deben ser
eliminados de las células. Muchas de las alteraciones antes mencionadas como

la alteraciéon de la deteccidn de nutrientes, dafo en las mitocondrias,
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senescencia celular y agotamiento en las células madre, entre otras, estén
relacionados con cambios en la autofagia basal y/o el deterioro de la correcta
induccién del flujo de la autofagia durante el estrés celular (Ma y col., 2011;
Plaza-Zabala y col., 2017). Especificamente se ha observado en cerebros
envejecidos de roedores un incremento en la actividad mTORC1 junto con el
declive de los niveles de la proteina ATG sugiriendo una disminucién en la
funcién autofadgica (Plaza-Zabala y col.,, 2017). Cada vez aparecen mas
evidencias que demuestran la existencia de alteraciones en los procesos de

autofagia en muchas enfermedades neurodegenerativas.

Como ya se ha mencionado, recientemente se han definido varios procesos
interconectados con las caracteristicas del envejecimiento, en el que se
propone alteraciones sustanciales de la proteostasis celular como uno de los
pilares del envejecimiento (Lopez-Otin y col., 2013; Keneddy y col., 2014). Se
sabe que, para mantener la integridad del organismo, la célula debe controlar
la cantidad y calidad de las proteinas. El Reticulo Endoplasmatico (RE) es el
organulo en donde se sintetizan todas las proteinas transmembranales y la
mayoria de las proteinas secretadas, ademas se produce la biosintesis de
lipidos y el almacenamiento de calcio. Cuando se altera la homeostasis del RE
se produce una acumulacién de proteinas mal plegadas en su lumen. Como
respuesta a este estrés se activan un conjunto de vias de sefializacion RE-
nicleo denominadas respuesta a proteinas desplegadas (UPR, Unfolded
Protein Response), en la que se bloquea la expresién general, aumenta la
expresién de chaperonas y se activan las vias proteoliticas del proteasoma y
macroautofagia, con el objetivo de devolver al RE su estado de
funcionamiento normal (Brown y Naidoo, 2012). El estrés del RE puede ser
provocado por una variedad de condiciones fisiolégicas, incluyendo

perturbaciones en la homeostasis de calcio, privacién de glucosa/energia,
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cambios redox, isquemia y mutaciones que perjudican el plegamiento de las
proteinas (Kaufman, 2002). Para limitar la acumulacién de proteinas
desplegadas la célula utiliza la UPR que desencadena tres clases de respuestas
celulares protectoras: i) regulacién positiva de las chaperonas del RE como
BIP/GRP78, para ayudar en el replegamiento de las proteinas; ii) atenuacién de
la traduccién de proteinas que estd mediada por la cinasa serina-treonina PERK
que fosforila el factor de iniciaciéon elF2a en la serina 51 causando la
disminuciéon de la sintesis proteica en general y la promocién de la
supervivencia celular en el estrés del RE; vy iii) degradacion de las proteinas
plegadas erréneamente por el proteasoma mediante un proceso denominado
degradacién asociada al RE (ERAD, Endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation). La activacion de PERK también incrementa la respuesta
antioxidante a través del factor 2 relacionado con NF-E2 (NRF2) (Johnson vy
col., 2008; Brown y Naidoo, 2010; Martinez y col., 2017). PERK fosforila NRF2
en treonina-80 para activarlo e inducir a los genes de elemento de respuesta
antioxidante (ARE, Antioxidant Response Element) que aumentan el nivel de
glutation (GSH), reduce ROS en el RE y promueve la supervivencia (Cullinan y

col., 2004; Ma y col., 2011; Ma, 2013) (Figura 2).

Ademas de coordinar la expresién de los genes de respuesta al estrés durante
el estrés del RE, la UPR inicia rutas inflamatorias esenciales para la respuesta
inmune innata. Las principales proteinas de sefializacién inflamatoria activadas
durante la UPR son el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa
de las células B activadas (NF-«B) y las proteinas de la familia de la proteina
cinasa activada por mitogenos (MAPK), proteina cinasa c-Jun N terminal (JNK)

y p38 (Tang y col., 2001; Sprenkle y col., 2017).
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Estudios recientes han propuesto que la activacién de la UPR es una
caracteristica comun en las enfermedades neurodegenerativas, ya que se ha
observado la activacién candnica de la UPR en las neuronas de pacientes con
la EA (Hoozemans y col., 2005; Yoon y col., 2012) y en modelos de ratéon EA
(Ma y col., 2011). El despliegue de las proteinas puede considerarse como el
evento inicial que respalda las enfermedades neurodegenerativas (Selkoe,
2002; Haass y Selkoe, 2007; Uversky, 2007; Makioka y col., 2010; Lindquist y
Kelly, 2011; Martin y col., 2011; Roussel y col., 2013; Hetz y Mollereau, 2014,
Valastyan y Lindquist, 2014). Las neuronas son particularmente sensibles al
plegamiento erréneo de las proteinas, ya que las células neuronales post-
mitéticas no divididas son completamente dependientes de la UPR para la
supervivencia (Remondelli y Renna, 2017). Se ha encontrado que la disfuncién
crénica del RE estd altamente asociada con la memoria y las manifestaciones
cognitivas cominmente observadas en diferentes modelos experimentales de
EA (Duran-Aniotz y col., 2017; Lourenco y col., 2013; Sprenkle y col., 2017).
También se ha encontrado que la proteina BiP/GRP78 esté incrementada en el
hipocampo y corteza temporal de la EA, ademas varios estudios de diferentes
grupos han demostrado una mayor presencia de p-PERK , p-IRE1 y p-elF2a en
las neuronas de personas con la EA (Chang y col., 2002; Hamos y col., 1991;
Hoozemans y col., 2009; Hooozeman y col., 2005; Stutzbach y col., 2013;
Unterberger y col.,, 2006). Estos marcadores aparecen en neuronas
morfolégicamente sanas o en neuronas con una proteina tau anormalmente
fosforilada, pero estan casi ausentes en las neuronas que contienen los ovillos
neurofibrilares (NFTs, Neurofibrillary Tangles). En general, los niveles de
BiP/GRP78 y la aparicion de p-PERK en neuronas con la EA se correlaciona
muy bien con la presencia anormal de tau fosforilada y las etapas Braak de los

NFTs (Hoozemans y col., 2009). Estas observaciones indican que la UPR esta
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involucrada en las primeras etapas de la patologia de la EA (Scheper y

Hoozemans, 2015).
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Figura 2. Activacion de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) en el RE
(Brown y Naidoo, 2012).

45


45


2. DETERIORO COGNITIVO EN EL ENVEJECIMIENTO Y
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

2.1 Demencia

La demencia es un término general para definir una disminucién de la
capacidad mental u otras habilidades de pensamiento lo suficientemente
severa como para interferir en la vida cotidiana. La demencia no es una
enfermedad especifica, debido a que incluye una amplia gama de sintomas
asociados con una disminucién en la memoria. Esta disminucién ocurre por el
dano que sufren las neuronas en diferentes partes del cerebro que estén
involucradas en la funcidon cognitiva (Alzheimer & Dementia, 2016;

www.alz.org).

Los sintomas de la demencia pueden variar mucho, al menos dos de las
siguientes funciones mentales centrales deben ser alteradas de manera
significativa para que se las considere demencia:

* Memoria

e Comunicacién e idioma

» Capacidad de concentrarse, enfocarse y prestar atencién

* Razonamiento y juicio

* Percepcién visual

La mayoria de los cambios en el cerebro que causan demencia son
permanentes y empeoran con el tiempo; sin embargo, los problemas de
memoria causados por afecciones como la depresién, efectos secundarios de
los medicamentos, uso excesivo de alcohol, problemas tiroideos y deficiencias

vitaminicas pueden mejorar si son tratados.
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La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas frecuente de demencia en
las personas de edad avanzada. Aproximadamente afecta a un 7% de las
personas mayores de 65 anos de edad, y quiza al 40% de los que pasan los 80
anos. La segunda causa mas frecuente de demencia en los ancianos es la
enfermedad cerebrovascular, sola o en combinacién con la EA. Otras causas
de demencia entre las més importantes son la demencia con cuerpos de Lewy,
la enfermedad de Parkinson (EP) y la demencia fronto-temporal con
parkinsonismo. En la Tabla 2 se describen las caracteristica asociadas para

cada una de las causas mas importantes de la demencia.

Tabla 2. Causas de demencia y caracteristicas asociadas (Alzheimer’s & Dementia,

2016).

Causa Caracteristicas

Enfermedad La EA es la causa mdas comun de la demencia;

de Alzheimer (EA) representa un 60-80% de los casos. La mitad de estos
casos involucran Unicamente EA, los restantes tienen
cambios patoldgicos relacionados con otras demencias
(demencia mixta).
Sintomas clinicos tempranos de la enfermedad son la
dificultad para recordar conversaciones recientes,
nombres o eventos. Los sintomas posteriores incluyen
comunicaciéon alterada, desorientaciéon, confusién, mal
juicio, cambios de comportamiento y en Ultima instancia
dificultad para hablar, tragar y caminar.
Las principales patologias de la EA son la acumulaciéon
progresiva del fragmento de proteina beta-amiloide
(placas) fuera de las neuronas en el cerebro y las hebras
torcidas de la proteina tau (enredos) dentro de las
neuronas.  Estos  cambios  son = acompafiados
eventualmente por el dafo y la muerte de las neuronas.

Demencia Anteriormente conocida como demencia de multiples
Cerebrovascular infartos o post-accidente cerebrovascular, este tipo de
demencia es menos comun que la EA, representa solo el
10% de los casos de demencia. El sintoma inicial es el
juicio deteriorado o la capacidad deteriorada para tomar
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Demencia
con Cuerpos de Lewy
(DCL)

decisiones, planificar u organizar, en contraposicién a la
pérdida de memoria asociada con los sintomas iniciales
del Alzheimer. Ademas de los cambios en la cognicién,
las personas con demencia vascular pueden tener
dificultades con la funcién motora, especialmente la
marcha lenta y el equilibrio deficiente.

La demencia vascular se produce mas cominmente por
el bloqueo de los vasos sanguineos o dafios que
conducen a infartos (derrames cerebrales) o sangrado en
el cerebro. La ubicaciéon, el nimero y el tamafio de las
lesiones cerebrales determinan si la demencia resultara y
cémo el pensamiento y el funcionamiento fisico del
individuo se veran afectados.

Las personas con DCL tienen algunos de los sintomas
comunes en el Alzheimer, pero son mas propensos a
tener sintomas iniciales o tempranos de trastornos del
suefo, alucinaciones visuales bien formadas y lentitud,
desequilibrio de la marcha u otras caracteristicas del
movimiento parkinsoniano. Estas caracteristicas, asi
como el deterioro visuo-espacial temprano, pueden
ocurrir en ausencia de deterioro significativo de la
memoria.

Los cuerpos de Lewy son agregaciones anormales (o
grupos) de la proteina alfa-sinucleina en las neuronas. La
demencia resulta cuando estos cuerpos de Lewy se
desarrollan en la corteza. La alfa-sinucleina también se
agrega en cerebros de las personas con la EP, en la que
se acompafa de una pérdida neuronal grave en la
sustancia nigra. Mientras que las personas con DCL y EP
tienen cuerpos de Lewy, el inicio de la enfermedad esta
marcado por el deterioro motor en la EP y el deterioro
cognitivo en DCL.

Los cambios cerebrales de DCL solo pueden causar
demencia pero muchas veces tiene coexistencia con EA.
La demencia vascular también puede coexistir y
contribuir a que el individuo presente la demencia
mixta.

Demencia Mixta

La demencia mixta es caracterizada por las
anormalidades de mas de una causa de demencia -més
comunmente Alzheimer combinado con  demencia
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Degeneracion Lobar
Frontotemporal (DLFT)

Demencia Enfermedad de
Parkinson (EP)

vascular, seguido de Alzheimer con DCL y finalmente
Alzheimer con demencia vascular y DCL, la demencia
vascular con DCL es mucho menos comun- .

Estudios recientes sugieren que la demencia mixta es
més comuln de lo que se habia reconocido y también
muestran que la probabilidad de tener demencia mixta
aumenta con la edad y es mas alta en las personas
mayores de 85 afios 0 mas.

Incluye demencias tales como DLFT de variante
conductual, afasia progresiva primaria, enfermedad de
Pick, degeneracién corticobasal y parélisis supranuclear
progresiva.

Los sintomas tempranos tipicos incluyen cambios
marcados en personalidad y comportamiento y/o
dificultad con la producciéon o la comprensién del
lenguaje. A diferencia de la EA, la memoria se suele
ahorrar en las primeras etapas de la enfermedad. Las
células nerviosas del lébulo frontal y las regiones de
l6bulos temporales del cerebro estdn especialmente
afectadas y se atrofian notablemente. Ademas, las capas
superiores de la corteza tipicamente se vuelven blandas
y esponjosas y tienen inclusiones de proteinas
(usualmente proteina tau o la proteina transactiva de
union al DNA).

Los cambios cerebrales de DLFT pueden ocurrir en
mayores de 65 afos, similar a la EA, pero la mayoria
desarrolla sintomas a una edad mas temprana.
Alrededor del 60% de las personas con este tipo de
demencia tiene entre 45 y 60 afios. La DLFT representa
alrededor del 10% de los casos de demencia.

Los sintomas comunes de la EP son los problemas con el
movimiento (lentitud, rigidez, temblor y cambios en la
marcha). En la EP los agregados de alfa-sinucleina
aparecen en la sustancia nigra. Se cree que los
agregados causan la degeneracion de las células
nerviosas que producen dopamina.

La incidencia de la EP es una decima parte de la EA. A
medida que la EP progresa, a menudo resulta en
demencia secundaria a la acumulacién de cuerpos de
Lewy en la corteza (similar a DCL) o a la acumulacién de
grupos beta-amiloides y enredos tau (similar a la EA).
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2.2. Enfermedad de Alzheimer

Como se ha mencionado la EA es una de las enfermedades
neurodegenerativas mas comunes y representa mas del 80% de los casos de
demencia en todo el mundo en personas de edad avanzada. Conduce a la
pérdida progresiva del declive mental, conductual, funcional y de la capacidad

de aprender (Anandy col., 2014).

En 1907, Alois Alzheimer describié el primer caso del tipo de demencia que
actualmente lleva su nombre. Una mujer de 51 afios habia desarrollado
pérdida de la memoria y deterioro progresivo de su capacidad cognitiva. La
autopsia desvel6 las lesiones anatomopatoldgicas, NTFs y placas amiloides en

la neocorteza y el hipocampo.

Se han propuesto varias hipdtesis sobre la base de los diversos factores
causales para explicar este trastorno multifactorial (Mohandas y col., 2009),
como la hipétesis colinérgica, la hipotesis B-amiloide (AB), la hipdtesis tau y la
hipétesis de la inflamacién (Mohandas y col., 2009; Francis y col., 1999;
Maccioni y col., 2010; Selkoe y Hardy, 2016; Harrison y Owen, 2016). La
hipdtesis mas aceptada cominmente es la de A, prevaleciendo en las ultimas

dos décadas.

2.2.1 Hipé6tesis cascada amiloide

La hipotesis amiloide establece que las placas amiloides formadas por
agregados de péptido AP generados por las escisiones proteoliticas de APP
son centrales para la patologia de la EA (Hardy y Selkoe, 2002). La APP se
escinde en todo el complejo de Golgi mediante O-glicosilacién. La principal
via de procesamiento de la APP es la via no amiloidogénica, la escision

necesaria por la a-secretasa que ocurre entre Lys 16 y Leu 17 dentro del
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dominio AB que impide la formacién de péptidos AB (Figura 3). Durante esta
escision se libera un ectodominio soluble de APP (sAPPo) y queda un
fragmento C-terminal de 10 kDa (p3CT) dentro de la membrana (Hemming y
Selkoe 2005; Zhang y col., 2002). El péptido soluble derivado de la APP, sAPPa
puede tener funciones neuroprotectoras. Al menos el 30% de APP es

procesado por esta via (Mattson, 2004; Pakaski y Kalman, 2008).

La generacién de AP a partir de APP se produce por medio de un proceso
proteolitico de dos etapas que implica las B- y y-secretasas. La enzima de
escision de APP de B-sitio (BACE1), primero escinde APP para generar un
fragmento C-terminal soluble unido a membrana. Una posterior division del
fragmento C-terminal por la actividad y-secretasa genera ademas Aao y APaz
(Hemming y Selkoe, 2005). Ambos tipos de péptidos se pueden encontrar en
placas amiloides, pero APa2 es mas neurotdxico y tiene una mayor propension
a agregarse (Zhang y col., 2002). Esta via por la que se escinde APP se
denomina via amiloidogénica (Figura 3). ABs: puede formar mondmeros,
oligébmeros, protofibrillas y fibrillas. Las especies monoméricas no son
patoldgicas, sin embargo las especies oligoméricas y protofibrilares pueden
facilitar la hiperfosforilacién de tau, la disrupcién del proteosoma, la disfuncion
de las mitocondrias, la desregulacion de la homeostasis del calcio, el fallo
sindptico y la disfuncién cognitiva (Mattson, 2004; Pakaski y Kalman 2008;
Mohandas y col., 2009).
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Figura 3. Procesamiento del AB por via no amiloidogénica y amiloidogénica
(Modificado de Gandy, 2005).

2.2.2 Hipétesis Tau

La proteina tau se expresa predominantemente en el citosol de células
nerviosas. La funcién de tau es la estabilizacién de los microtibulos y la
regulacién del transporte axonal (Gotz y col., 2006), promoviendo la
polimerizacién y estabilizacion de los microtubulos (Drubin y Kirschner, 1986).
Tau se encuentra localizada mayoritariamente en el axdén pero en condiciones
fisiolégicas también se puede encontrar en dendritas, aunque los niveles son
mucho mas bajos (Ittner y Gotz, 2011). Aunque es importante en los procesos
de neurogénesis, mantenimiento y transporte axonal no es esencial para el
desarrollo debido a la redundancia funcional y a la presencia de otras

proteinas asociadas a microtubulos.
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Tau tiene hasta 84 posibles sitios de fosforilacion, de los cuales 45 son serinas,

35 treoninas y 4 tirosinas. Se encuentra mas fosforilada durante el desarrollo

que en las neuronas maduras (Brion y col., 1993).

Los sitios de fosforilacién de tau se han dividido en dos grupos:

Los que se modifican por cinasas dirigidas por prolina, aqui se
encuentran la cinasa glucégeno sintasa 3 (GSK3) (Ishiguro y col., 1992),
la cinasa dependiente de ciclina 5 (CDK-5) (Hosoi y col., 1995), o la
proteina cinasa activada por mitdégenos (MAPK(p38)), entre otras

(Figura 4).

Los que pueden ser modificados por cinasas no dirigidas por prolina
como la proteina cinasa A (PKA) (Sironi y col., 1998), la proteina cinasa
C (PKC) (Correas y col., 1992), la cinasa de la Calmodulina Il (CaMKII)
(Sironi 'y col, 1998), la cinasa reguladora de afinidad entre
MAPs/microtibulos (MARK) (Drewes y col., 1997) o la caseina cinasa Il
(CKIl) (Correas y col., 1992) (Figura 4).

Las seis isoformas de tau estan presentes en un estado hiperfosforilado en

filamentos helicoidales apareados en la EA. Las mutaciones que alteran la

funcién y la expresion de las isoformas de tau conducen a la hiperfosforilacién.

La tau hiperfosforilada desmonta los microtibulos y son secuestradores de la

tau normal, MAP1 (proteina asociada a los microttbulos 1), MAP2 y ubiquitina

en enredos de filamentos helicoidales emparejados. Esta estructura insoluble

dana las funciones citoplasmaticas e interfiere con el transporte axonal, que

puede conducir a la muerte celular (Mudher y Lovestone, 2002). Por

consiguiente, una caracteristica importante de la EA es la fosforilacién de tau
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anormal para formar los ovillos intraneurales. EI AR también parece actuar
sobre la fosforilacion de tau y, de hecho, se ha encontrado en neuronas
cultivadas una actividad aumentada de GSK-3p después del tratamiento con
AP (Takashima y col., 1998). También se ha observado GSK-3B activa en
cerebros con la EA con cambios neurofibrilares y aumento de la
hiperfosforilacion de tau (Pei y col., 1999). Ademas, ratones transgénicos de
GSK-3B muestran deficiencias de neurodegeneracién y aprendizaje espacial

(Lucas y col., 2001; Hernandez y col., 2002).
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Figura 4. Sitios de fosforilacion de la proteina tau por las principales cinasas dirigidas y
no dirigidas por prolina (Querfurth y LaFerla, 2010).
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2.2.2.1 Regulacién de la actividad GSK3 a través de la via de
Wnt
La via de sefalizacién de Wnt juega un papel critico en varios procesos
celulares incluyendo la diferenciacion celular, la migraciéon y la actividad
sindptica (Nusse y Varmus, 2012; Oliva y col., 2013). La sefializacion de Wnt
estd relacionada con varias enfermedades como el céncer, las enfermedades
cardiovasculares, la demencia, la EA y la EP (Inestrosa y col., 2012; Marinou y
col., 2012; Anastas y Moon, 2013; Inestrosa y Arenas, 2010). La via puede ser
activada por 19 ligandos (Toledo y col., 2008) y pueden dividirse
principalmente en dos tipos: La via de sefalizacién candnica o dependiente de
B-catenina (Wnt/ B-catenina) y las vias de sefalizacion no candnicas (Wnt/PCP y
Wnt/Ca?*) (Logan y Nuse, 2004; Gordon y Nusse, 2006). La via canénica Wnt/
B-catenina tiene un papel importante en la neuroprotecciéon (Mo y Cui, 2012;
Arrazola y col., 2015). Esta ruta canénica comienza con la unién de un ligando
de Wnt a su receptor Frizzled (Fz) y la oligomerizacién de sus co-receptores de
la proteina relacionada con el receptor de lipoproteina (LRP5/6). El complejo
Wnt-LRP-Fz activa la proteina Dishevelled (Dvl) que causa el cambio de
conformacién del complejo de proteinas que estdn regulando la actividad de
GSK-3B, inhibiendo su actividad cinasa. Al inhibir la GSK no se produce la
fosforilacion de B-catenina, previniéndose su degradacion. Asi, la B-catenina
puede translocarse al nucleo para interactuar con el factor de transcripcion
especifico de células T (TCF) y el factor de unién a potenciador linfoide (LEF)
que regulan la expresion de genes diana de Wnt (Figura 5) (Clevers y Nusse,
2012; Nusse y Varmus, 2012; Bayod y col., 2014). En la via Wnt/PCP, el ligando
Wnt se une a su receptor Fz y conduce a la activacién de Dvl que provoca la
activacion de algunas pequefias GTPasas como Rho y Rac, que posteriormente
activan la cinasa Jun N-terminal (JNK) relacionada con la reorganizacion y

mantenimiento del citoesqueleto (Rosso y col., 2005; Rosso e Inestrosa, 2013).
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En la via Wnt/Ca?* la unién del ligando a los receptores Fz permite que
proteinas G activen la fosfolipasa (PLC), lo que aumenta la produccién de
diacil-glicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), generando un aumento
intracelular de Ca?" que activa las proteinas dependientes de Ca?"y el factor de
transcripcion NF-AT para promover la transcripcién de genes diana (Inestrosa y

col., 2012; Oliva y col., 2013).

Desde hace mas de una década se ha evidenciado una fuerte relacién entre la
EA y el deterioro de la via de sefalizacion Wnt (De Ferrari e Inestrosa, 2000;
Inestrosa y col., 2000, 2002; Garrido y col., 2002; De Ferrari y col., 2007)
(Figura 5). Diferentes componentes de la via se alteran, tales como B-catenina
que se reduce en cerebros de pacientes con Alzheimer que llevan mutaciones
heredadas de presenilina-1 (PS-1) (Zhang y col., 1998) y DKK1 que esta
incrementado en cerebros con Alzheimer o también en ratones transgénicos

que se usan de modelo para la EA (Caricasole y col., 2004; Rosi y col., 2010).

2.3 Neuroinflamacién en el envejecimiento y la EA

La neuroinflamacién es una respuesta fisiolégica del cerebro a una lesion,
infeccion o enfermedad con el fin de prevenir un dafo potencial, la
destruccién neuronal o eliminar un agente dafino. Varias citocinas son
liberadas por células de la glia, microglia, astrocitos (SNC), linfocitos,
monocitos y macréfagos durante la respuesta inflamatoria. El estrés puede
incrementar los niveles de citocinas pro-inflamatorias tales como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL)-1B, e IL-6 y reducir la expresién
de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, IL-4 y el factor de crecimiento de
transformacion beta (TGF-B) perjudicando la neurogénesis, promoviendo la
muerte celular y causando neurodegeneracién (Fajemiroye y col., 2017). La

microglia es un factor clave en el aumento del estado inflamatorio del SNC, ya
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que se ha observado su hiperactividad con la edad y la reduccién de las vias
reguladoras. Por lo tanto, es importante mantener el control de la activacion
microglial. Las neuronas producen varios factores inmunoreguladores que
interactian con la microglia, como CD200, ligando fractalkine (CX3CL1),

neurotransmisores y neurotrofinas, entre otros.

La microglia, los atrocitos y posiblemente en un menor grado las neuronas
estan implicados en el proceso inflamatorio en la EA. Los depdsitos Ap pueden
activar la microglia que conduce a un aumento de la expresion de la superficie
celular del complejo de histocompatibilidad principal Il (MHC ) junto con una
mayor secrecién de las citocinas pro-inflamatorias IL-18, IL-6 y TNF-a, asi como
la IL-8, macréfagos inflamatorios de la proteina-1a (MIP-1a) y monocitos
quimio-atrayentes de la proteina-1 (Moore y O’Banion, 2002). AB también
induce una respuesta fagocitica en microglia y la expresion de dxido nitrico
sintasa (NOS), resultando en dafios neuronales (Ballotore y col., 2007). La
microglia también puede desempefar un papel en la degradacién de AB por la

liberacion de la enzima degradante de la insulina (IDE).

Los astrocitos también se agrupan alrededor de depdsitos de AB y secretan
interleucinas, prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, factores de
coagulacién e inhibidores de proteasa. Sin embargo, sigue siendo una
incégnita si la inflamacién es causa o efecto del proceso neurodegenerativo,
aun asi la asociacion entre neuroinflamacion y la neurodegeneracién ha sido
descrito  por un gran numero de estudios neuropatolégicos vy

neuropsiquiatricos (Najjar y col., 2013).
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Figura 5. Via candnica Wnt / B-catenina (Pai y col., 2017).

2.4 Disfuncién Mitocondrial: implicacién en el envejecimiento y la
EA
El cerebro es un drgano que consume mucha energia y requiere
aproximadamente el 20% del oxigeno basal del cuerpo para cumplir su
funcién, representando tan solo el 2% de la masa corporal. Las neuronas son
células post-mitoticas y excitables y tienen requerimientos energéticos
realmente altos para realizar las siguientes funciones: i) mantener su potencial
de membrana permitiendo la propagacién de sefales eléctricas; ii) restablecer
el equilibrio i6nico después del disparo del potencial de accién; iii)
desencadenar la liberacién de neurotransmisores por fusién de vesiculas a la

membrana plasmatica; iv) permitir la recaptura de los neurotransmisores de la

hendidura sindptica. La fuente de energia mas relevante en el cerebro es la
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oxidaciéon de la glucosa. En consecuencia, las neuronas dependen casi
exclusivamente del sistema mitocondrial OXPHOS para satisfacer sus
necesidades de energia suministradas bajo la forma de ATP. Las neuronas al
ser células post-mitoticas no se remplazan (o rara vez) durante la vida, esto las
hace mas sensibles a la acumulacién de dafios oxidativos en comparacién con
las células en division y son mas propensas a acumular mitocondrias
defectuosas durante el envejecimiento (Terman y col., 2010; Grimm y Eckert,

2017).

La distribucion mitocondrial adecuada en las neuronas es primordial para
mantener el requerimiento de energia en ubicaciones especificas dentro de los
diferentes compartimentos neuronales. Varios estudios sugieren que las
mitocondrias ubicadas en las terminales nerviosas son mas sensibles a la
disfuncion relacionada con la edad y al dafo oxidativo en comparacién con las

mitocondrias no sindpticas (Grimm y Eckert, 2017).

Por otro lado, el cerebro es rico en acidos grasos poliinsaturados (PUFAS)
(Bazinet y Laye, 2014), los cuales presentan propiedades de neuroproteccién y
se encuentran entre los objetivos mas vulnerables al dafio por radicales libres,

éste dafio es conocido como peroxidacién lipidica (Montini y Morrow, 2005).

Las mitocondrias disfuncionales liberan radicales libres oxidantes, causando un
considerable EO en el envejecimiento y en la EA. Los depdsitos AP son
dafinos para las mitocondrias, especialmente aquellas que se encuentran en la
sinapsis. La exposicion de mitocondrias aisladas a AP inhibe las enzimas
mitocondriales, y este hecho se produce también en modelos de EA. Si la
citocromo c oxidasa es atacada, el transporte de electrones, la produccién de

ATP, el consumo de oxigeno y el potencial de la membrana mitocondrial se
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deterioran. El aumento de la formacién de los radicales O;™ mitocondrial y la
conversién en H:O; causan EO, liberacién de citocromo ¢ y apoptosis. Se ha
encontrado que en pacientes con la EA y en cerebros transgénicos de ratén
hay una acumulacion de AP dentro de las mitocondrias, siendo uno de los
objetivos la alcohol deshidrogenasa. Esta inestabilidad y la falta de reparacién
del genoma mitocondrial del cerebro permite la acumulacién gradual de
mutaciones del mtDNA. En la figura 6 se representa como un péptido AP
genera la produccién de RONS. Su ataque peroxidativo sobre los lipidos de la
membrana de las células y los organulos produce las toxinas mitocondriales 4-
hidroxi-2-trans-nonenal (4-HNE) y malondialdehido. El dafo oxidativo a las
ATPasas iones-especificas unidas a membranas y la estimulacion de los
mecanismos de entrada de calcio (Ca?*) — por ejemplo, receptores de
glutamato (N-methyl-D-aspartate [NMDA]) (NMDAr), complejo de ataque de
membrana (MAC) de complemento y la formaciéon de poros amiloides ion-
selectivos) —causan sobrecarga de Ca?* citosélica y mitocondrial. El AB celular
ataca directamente al complejo de transporte de electrones IV (citocromo ¢
oxidasa) y las enzimas clave del ciclo de Krebs (a- cetoglutarato y piruvato
deshidrogenasa) y dafa al mtDNA, lo que lleva a la fragmentacién. Los
productos de la peroxidacién de lipidos también promueven la fosforilacion y
la agregacién de la proteina tau que a su vez inhibe el complejo I. Asi, se
generan cantidades exageradas de RONS en los complejos | y lll. A medida
que el potencial de membrana mitocondrial (¥m) colapsa y abren los poros, se
produce la salida de diferentes factores proteicos que activan algunas caspasas
(via intrinseca). AP induce también a la proteina quinasa activada por estrés
P38y a la cinasa N-terminal c-jun (JNK), asi como p53, que estan ligadas con la

apoptosis (Querfurth y LaFerla 2010).
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Figura 6. Estrés oxidativo y dafio mitocondrial (Querfurth y LaFerla 2010).

2.5. Papel de la mitocondria en el envejecimiento y EA: Dindmica
mitocondrial

La disminucién en la funcién mitocondrial juega un papel clave en el proceso
de envejecimiento y aumenta la incidencia de trastornos relacionados con la
edad (Seo y col., 2010). Ya se ha mencionado anteriormente su papel en el EO
a que se somete a las neuronas durante el envejecimiento y procesos de

neurodegeneracion.
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2.5.1. Fisién y fusién mitocondrial
Las mitocondrias son organulos altamente complejos y dinamicos que pueden
alterar su organizacién, forma y tamafio, dependiendo de las sefales
intracelulares y extracelulares (van der Bliek y col., 2013). Las mitocondrias
sufren un ciclo continuo de fusién y fision, y el equilibrio entre estos eventos
opuestos determina la morfologia del orgénulo (Chen y Chan, 2004) (Figura 7).
Considerando que la fusiéon disminuida puede dar lugar a la fragmentacién
mitocondrial debido a la fisién excesiva, la disminuciéon de la fisién puede
generar mitocondrias largas y altamente conectadas (Sesali y Jensen, 1999). Se
ha demostrado que la regulacién dindmica de la fusion y fision mitocondrial es
un importante mecanismo de modulacion del estado redox celular, la
integridad del mtDNA, la funcién organular y la muerte celular (Liesa y col.,

2009).

Las proteinas mejor estudiadas implicadas en la fusion mitocondrial son la
guanosina trifosfatasa (GTPasas) relacionada con la dinamina, la Mitofusina 1
(MEN1) y Mitofusina 2 (MFN2). MFN1 y MFN2 estan ancladas cada una a la
membrana externa mitocondrial (MEM) a través de su dominio C-terminal de
uniéon a la membrana, mientras que su dominio GTPasa N-terminal esta
presente en el citoplasma (Rojo y col., 2002). Ambas proteinas MFNs median la
fusion a través de sus dominios activos de GTPasa ligando membranas
mitocondriales opuestas (Chen y col., 2003; Eura y col., 2003). La fusién
mitocondrial involucra multiples etapas, incluyendo la uniéon mitocondrial y la
fusion de las MEMs, acoplamiento y fusion de las membranas internas
mitocondriales (MIMs) y la mezcla de componentes intra-mitocondriales
(Ishihara y col., 2004). La fusién MIM estd controlada por otra GTPasa
relacionada con la dinamina, la proteina de la atrofia éptica (OPA1, Optic

Atrophy1). OPA1 estéd dirigida e importada en las mitocondrias por una pre-
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secuencia N-terminal escindible, existe como una proteina integral de la MIM y
un péptido espacial inter-membranal soluble en la base de los pliegues de las
crestas (Alexander y col., 2000). La modificacién post-transcripcional de OPA1
por “splicing” alternativo genera varias isoformas denominadas isoformas
largas (L) e isoformas cortas (S) (Delettre y col., 2001).

La regulaciéon de la fision mitocondrial en las células estd controlada por dos
proteinas clave: la proteina relacionada con la dinamina 1 (DRP1) y la proteina
de fision 1 (FIS1). DRP1 se encuentra predominantemente en el citosol y se
adhiere a las superficies mitocondriales, donde se asocia con FIS1 (Smirnova y
col., 2001). El papel de FIS1 en la fisién mitocondrial es principalmente la de
actuar como una proteina de anclaje para DRP1 (Wasilewski y Socorrano,

2009).
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Figura 7. Proteinas implicadas en la dindmica mitocondrial
(Sebastian y col., 2017).
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2.5.2. Biogénesis mitocondrial
La renovacién constante de las mitocondrias es crucial para mantener las
mitocondrias saludables con la edad. La renovacion precisa de los organulos
requiere la coordinaciéon de dos procesos celulares clave: la biogénesis
mitocondrial y la degradacién selectiva (autofagia). La capacidad de biogénesis
mitocondrial disminuye con la edad y este es un pardmetro importante en la
disfuncién mitocondrial asociada con el envejecimiento (Sugiyama y col., 1993;

Fannin y col., 1999; Seo y col., 2010).

La proteina 1o coactivadora del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PGC1-0) es el mediador intracelular mas conocido de la
biogénesis organular (Scarpulla, 2008). PGC1-a es wun coactivador
transcripcional que potencia la actividad de factores de transcripcion
especificos, coordinando a su vez la expresion de genes mitocondriales
codificados en el nucleo que son necesarios para el funcionamiento del
organulo (Mootha y col., 2004; Wu y col., 1999). Uno los genes diana de
PGC1-a, el receptor-a relacionado con estrégeno (ERR-a), estimula la expresion
génica de MFN2 (Cartoni y col., 2005; Soriano y col., 2006). MFN2 en las
células incrementa el consumo de oxigeno, la oxidacién de la glucosa, el
potencial de la membrana mitocondrial y la expresién de proteinas de
fosforilaciéon oxidativa (Bach y col., 2003; Chen y col., 2005; Pich y col., 2005).
La AMPK es uno de los activadores cruciales de PGC1-a para aumentar el
metabolismo mitocondrial y la biogénesis. La actividad de la AMPK esta
reducida en animales envejecidos y estd directamente relacionada con la
resistencia a la insulina ligada a la edad y a la oxidaciéon de acidos grasos
deteriorada (Qiang y col., 2007; Reznick y col., 2007). La plasticidad de las
mitocondrias disminuye con la edad: su capacidad para la biogénesis

mitocondrial se reduce debido a una disminucién de la actividad PGC1-a que
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podria ser provocada por un aumento de ROS con la edad (Qiang y col., 2007;
Reznick y col., 2007). En conjunto, PGC1-a puede retrasar el inicio de
condiciones que estan asociadas con el envejecimiento y ayudar a atenuar el
impacto del dafio oxidativo una vez que estd presente (Austin y St-Pierre,

2012).

Imagenes en microscopia electrénica han demostrado que en biopsias de
cerebros de pacientes con EA hay abundantes mitocondrias estructuralmente
danadas con las crestas rotas y la pérdida parcial o casi completa de la
estructura interna. Ademds, se ha observado un ligero, pero significativo
aumento en el tamafio mitocondrial junto con una disminucién significativa en
el nimero mitocondrial en las neuronas (Hirai y col., 2001). Estudios recientes
demuestran cambios significativos en la expresién de casi todas las proteinas
de fisién y fusién mitocondrial incluyendo DRP1, OPA1, MFN1, MFN2 y FIS1
en el cerebro de pacientes con EA (Wang y col., 2009; Bossy y col., 2010;
Manczak y col., 2011; Wang y col., 2008; Wang y col., 2012). La proteina de
fisibn mitocondrial DRP1 estd incrementada en cerebros con EA (Wang y col.,
2009). Un andlisis detallado revelé una reducciéon significativa de la longitud
mitocondrial, pero un aumento del didmetro de la mitocondria, resultando en
un aumento significativo del tamafio total. Como consecuencia, la morfologia
de las mitocondrias en cerebros de EA es mas redonda y gruesa (Wang y col.,

2008).
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3. RESVERATROL

3.1 Generalidades

El resveratrol (3,5,4-trihidroxiestilbeno) es un polifenol natural, con estructura
de estilbeno, con un elevado potencial antioxidante. Fue aislado por primera
vez por MichioTakaoka, quién logré caracterizarlo de las raices de Veratrum
grandiflorum O. Loes. Pero no fue hasta 1992 cuando se descubrié que se

encontraba en el vino por Siemann y Creasy.

3.1.1. Estructura quimica

La estructura del resveratrol consiste en la unién de 2 anillos fendlicos por un
doble enlace estireno que forman el 3,5,4"-trihidroxiestilbeno (peso molecular:
228.25 g/mol). Este doble enlace es el responsable de las formas isoméricas
cis y trans del resveratrol (Figura 8). El isémero trans es la forma mas estable.

Se conocen multitud de anédlogos sintéticos o naturales del resveratrol, asi
como los isémeros, aductos, derivados y conjugados de estos. Ademas, en la
naturaleza es frecuente encontrar el resveratrol unido a azicares simples,

formando glucésidos.

I OH
) \ Q Q
HO

OH OH
OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 8. Estructura quimica del trans-resveratrol y cis-resveratrol
(Gambini y col., 2013).
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3.1.2.Fuentes de resveratrol en la naturaleza
El resveratrol estd presente en la piel y semillas de mas de 70 especies de
plantas, incluyendo las uvas (Vitaceae), ardndanos (Vaccinium spp.), moras
(Morus spp.), té (Theaceae), cacahuetes (Arachis hypogaea) y chocolate negro
(Theobroma cacao), entre otros. La sintesis del resveratrol en las plantas forma
parte del sistema de defensa de la planta en reacciéon a diferentes situaciones
estresantes ambientales, como la presencia de metales pesados, heridas,
infecciones fungicas o la radiacion ultravioleta. El nivel de resveratrol en las
plantas alcanza su pico maximo después de las 24 horas de su exposicién al
estrés. La mayor concentracion de resveratrol se encuentra en la piel, semillas,
peciolos y partes lefiosas de las uvas negras (50-100 ug/g), siendo éstas el
principal componente del vino tinto. En promedio la concentraciéon de
resveratrol en el vino tinto oscila entre 0.1 y 14.3 mg/L, la concentracion
depende de varios factores, por ejemplo, el clima y presencia fungica. La
presencia del resveratrol estd documentada también en algunos arboles como

el eucalipto y el abeto.

En los afios 90 se acuiié el término “Paradoja Francesa” para explicar la
relacion entre el consumo de vino tinto con una baja incidencia de
enfermedades cardiovasculares en la poblacién francesa. Este hecho
excepcional se atribuyd a la presencia de la molécula resveratrol en el vino
tinto. A partir de estos datos se incrementé el interés por el efecto beneficioso
del resveratrol en la salud humana. De esta manera se han recogido un
elevado nimero de evidencias cientificas obtenidas de estudios preclinicos en
donde se demuestra que el resveratrol posee multiples efectos terapéuticos
como por ejemplo su actividad anti-microbiana, cardioprotectora, anti-tumoral,
anti-diabética, su efecto beneficioso en la obesidad y el envejecimiento, sin

olvidar la accién anti-oxidante. Sin embargo, hasta hoy el mecanismo concreto
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por el que actla el resveratrol en nuestro organismo no es del todo conocido

(Weiskirchen y Weiskirchen, 2016).

3.1.3. Solubilidad, Biodisponibilidad e Ingesta recomendada

La estructura quimica del resveratrol hace que su solubilidad en agua sea baja
(<0.05 mg/ml) lo cual puede afectar a la absorcién. Lo anterior hace que el
resveratrol tenga una baja biodisponibilidad; sin embargo, posee un alta
eficacia in vivo, lo cual podria ser explicado por la conversién de los sulfatos y
glucurénidos de nuevo a resveratrol en érganos diana como el higado, o bien
por la recirculacién enterohepética de los metabolitos del resveratrol, seguido
por la desconjugaciéon por la microflora intestinal y la reabsorciéon y por dltimo

por las actividades de sus metabolitos.

La absorcion del resveratrol es altamente variable, en funcidon de la forma en
que se consumen y de los alimentos ingeridos. La cantidad recomendada de
resveratrol es equivalente a una dosis de 12.5 mg/kg de peso corporal si se
asume un adulto de 80 kg. Estas concentraciones son extrapoladas de
experimentos que se han realizado con animales, la mayoria de los cuales
requieren dosis diarias de hasta 160 mg de resveratrol/kg de peso corporal

para alcanzar un efecto biolégico especifico (Weiskirchen y Weiskirchen, 2016).

Hay varios ensayos clinicos que evallan el efecto del resveratrol en humanos.
En un estudio clinico, 42 personas sanas consumieron 1 g de resveratrol por
dia durante 4 semanas y los resultados demostraron que este régimen era
suficiente para modular sistemas enzimaticos que participan en la activacién
carcinogénica y las vias de desintoxicacion (Chow y col.,, 2010). Incluso se
observé que si se administraban dosis mas bajas de una formulaciéon de

resveratrol llamada SRT51 era eficaz para mejorar la sensibilidad a la insulina
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en pacientes con diabetes tipo 2 (Brasnyé y col., 2011). Sin embargo, tanto las
formulaciones y los suplementos enriquecidos con resveratrol han tenido
efectos secundarios como nauseas, diarreas y vomito. En general, los estudios
son muy alentadores, aunque es importante considerar que el efecto del
polifenol varia dependiendo de la dosis administrada. En humanos se ha
demostrado que se puede tolerar una dosis de hasta 5 g por dia (Brown y col.,
2010; Patel y col., 2011). Sin embargo, no hay una dosis éptima de resveratrol
establecida para la administracién de seres humanos ya que la mayoria de las
actividades terapéuticas sélo se han establecido en cultivos celulares o en

modelos preclinicos.

3.1.4 Propiedades anti-oxidantes
Como ya se ha mencionado anteriormente, el EO causado por una produccién
excesiva de ROS en el cerebro ha sido considerado como la causa subyacente
de la patogénesis de trastornos neurodegenerativos, asociados o no al
envejecimiento como la EA. El resveratrol tiene una accidén antioxidante
porque reduce la formacién de radicales libres de oxigeno mediante la
inhibiciéon de genes que codifican proteinas pro-oxidantes tales como
nicotinamida  adenina  dinucledtido  fosfato  oxidasa (NADPH*) vy
mieloperoxidasa, e induciendo la expresiéon de genes que codifican para varias
enzimas antioxidantes como la SOD, la catalasa, la tiorredoxina y la GPX
(Wang y col., 2012; Carrizo y col., 2013). Asimismo, el resveratrol disminuye la
actividad de las enzimas implicadas en el desarrollo del EO (Carrizo y col.,
2013), reduciendo de manera directa la produccién de radicales libres en los
tejidos (Rege y col., 2014). El resveratrol ha demostrado ser eficaz en la
supresion de la produccion de iNOS, que estd implicada en la peroxidacién
lipidica inducida por AB y la regulacién negativa de la hemo oxigenasa -1 (HO-

1) en un modelo de EA en rata (Huang y col., 2011). El resveratrol también
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actia mejorando las respuestas gliales, oxidativas e inflamatorias al aumentar
la expresion de HO-1 y el contenido de GPX extracelular en las células Cé
inducidas por H;O: (Quincozes-Santos y col., 2013). Ademas, el resveratrol
también protegié las células PC12 contra la citotoxicidad inducida por la AB, la
muerte celular y la acumulacién de ROS intracelular y también inhibid la
activacion de NF-«kB inducida por la AB en células PC12 (Jang y Surh, 2003). El
resveratrol al ser un activador de SIRT1 ha demostrado poseer actividad anti-
amiloidogénica en cerebros de ratones, ademas de proteger a neuronas
cultivadas de la cepa de ratén SAMP8 contra el dano oxidativo (Kelsey y col.,

2010; Cristofol y col., 2012; Porquet y col., 2013; Jeong y col., 2005).

3.1.5 Propiedades anti-inflamatorias
Diversos estudios han demostrado que el resveratrol media la regulacion a la
baja de varios biomarcadores inflamatorios, tales como TNF-a, COX2, iNOS e
interleucinas (Pallas y col., 2013; Centeno-Baez y col., 2011; Annabi y col.,
2012). Ademas, se ha demostrado que el resveratrol actia como un inhibidor
directo de COX2, y también inhibe la generacién de ON, los niveles de
proteinas iINOS en el citosol y de macréfagos activados por el lipopolisacérido
(LPS) (Gentilli y col., 2001). Otras investigaciones también han demostrado que
el resveratrol inhibe la translocacion de p65 al nicleo por lo que bloquea la
accion pro-inflamatoria de la via NFkB en varios tejidos. Dado que la
sefalizacién de NF-kB estd implicada en la muerte celular inducida por A,
otro vinculo entre la EA y la accién neuroprotectora del resveratrol es su
potencial para disminuir la expresién de iINOS, prostaglandina E2, catepsina y
ON modulada por NF-kB (Kim y col., 2006). Por otro lado, los péptidos AB
interacttan con diversos receptores tipo Toll (TLR, Toll-Like Receptor) como los
TLR4 y pueden provocar la activacién microglial. La accién anti-inflamatoria del

resveratrol ha demostrado prevenir la activacién inducida por LPS (ligando de
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TLR4) de macréfagos murinos y células microgliales. También previno el efecto
proinflamatorio de Ap sobre los macréfagos inhibiendo la activaciéon de STATT,
STAT3 y NF-«B interfiriendo con la fosforilacién de IKK e 1kB (Capiralla y col.,
2012).

4. DIETA GRASA COMO ACELERADOR DEL DETERIORO
COGNITIVO

En la dltima década, ha surgido un mayor interés en los efectos relacionados
con la nutricion y la salud, incluyendo el efecto de la dieta en la funcién
cerebral (Freeman y col., 2014). En particular, la obesidad es un problema de
salud publica y es un factor de riesgo para muchas afecciones como la
diabetes, la hipertension, los accidentes cerebrovasculares, las enfermedades
cardiacas, la EA y el deterioro cognitivo (Haslam y James, 2005; Beydoun vy
col., 2008; Anstey y col., 2014). Diversos estudios sugieren que la obesidad y
el aumento del consumo de dietas ricas en grasas como la dieta “Western”
aumentan el riesgo de desarrollar demencia (Kalmijn y col., 1997, Luchsinger y
col., 2002; Elias y col., 2003; Hebert y col., 2003; Solfrizzi y col., 2003; Parrot y
Greenwood, 2007; Craft, 2009). Los primeros trabajos publicados acerca del
efecto de la dieta grasa sobre la memoria y el aprendizaje en ratas son los de
Greenwood y Winocur en 1990. En sus estudios los animales se alimentaron
durante 3 meses con una dieta alta en acidos grasos saturados para
posteriormente evaluar la cognicién. Los resultados mostraron que las ratas
alimentadas con la dieta alta en grasas (40% de grasa) respondieron peor en
las pruebas cognitivas empleadas, revelando los efectos perjudiciales de este
tipo de dieta en la funcion cerebral (Greenwood y Winocur, 1990). Otros
estudios mas recientes en roedores han demostrado que la obesidad inducida
por el consumo de dieta alta en grasas esterol se asocia con la EA, aumentado

APP, AB y tau (Thirumangalakudi y col., 2008; Jeon y col., 2012; Puig y col.,
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2012; Knight y col., 2014; Petrov y col., 2015; Palomera-Avalos y col., 2016;
Martins y col., 2017). En la tabla 3 se resumen los resultados de algunos
estudios con roedores que exploran una correlaciéon entre una dieta rica en

grasas y el deterioro cognitivo (Freeman y col., 2013).

Por otra parte, la obesidad se ha asociado con anormalidades en las neuronas
y/o mielina, en la sustancia gris y blanca (Gazdzinski y col., 2008; Naderali y
col., 2009; Mueller y col., 2012), en la atrofia cerebral (Enzinger y col., 2005;
Ward y col., 2005; Taki y col., 2008; Fotuhi y col., 2012; Brooks y col., 2013) y
reduccién del volumen de la materia gris focal (Pannacciulli y col., 2006). En
particular, el hipocampo y el lébulo frontal son altamente sensibles a las
alteraciones estructurales inducidas por la obesidad. El volumen del
hipocampo se asocia con la funcién cognitiva (Stewart y col., 2005) y una
reduccion en el volumen puede predecir el deterioro cognitivo y la demencia
(Elias y col., 2000). Por otra parte, la obesidad en la mediana edad conduce a
la atrofia del hipocampo y el deterioro de la funcién ejecutiva (Debette y col.,
2011) lo que apoya el hecho de que la obesidad en esas edades se asocia con

mayor riesgo de desarrollar demencia, en particular EA.

Estudios epidemiolégicos en humanos, han demostrado como la ingesta de
una dieta rica en grasas que incluye principalmente omega-6 y acidos grasos
saturados se asocia con un peor desempeno en una tarea cognitiva (Kalmijn y
col., 1997, Ortega y col.,, 1997; Morris y col., 2004; Zhang y col., 2006).
Ademas, otros estudios también han revelado que una dieta que contenga
principalmente &cidos grasos saturados y acidos grasos trans se asocian con un
mayor riesgo de EA (Luchsinger y col., 2002; Kalmijn y col., 1997; Ortega y
col., 1997; Morris y col., 2004; Zhang y col., 2006; Morris y col., 2003). Por otro

lado, se ha reportado que en personas obesas hay un déficit en el aprendizaje,
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la memoria y la funcién ejecutiva en comparaciéon con pacientes no obesos

(Elias y col., 2003; Elias y col., 2005; Waldstein y Katzel, 2006).

Tabla 3. Estudios en roedores: efecto de la dieta sobre la cognicién (Freeman y col., 2014)

Composicién de la dieta

Resultados cognitivos

Dieta a base de manteca

(40% grasa)

Aceite de manteca y maiz

(39% de energia)

Dieta rica en grasas

(45% grasa)

Dieta rica en grasas y alta
en glucosa suplementada
con jarabe de maiz de

alta fructosa

Grasa esterol saturados

altos

Dieta "Western”
(41% grasa)

o manteca (60% grasa)

Dieta rica en grasas (45%

grasa)+metmorfina

Peor desempefio en
memoria del trabajo y
retencion
Peor desempefio en el
laberinto aquatico de Morris

(MWM)

Peor desempefio en el
emparejamiento diferido
basado en operante para

posicionar la tarea

Peor rendimiento en

aprendizaje espacial

Peor rendimiento en el
laberinto del brazo radial del
agua
Deterioro de la retencién en
la prueba de
comportamiento para la
dieta 60% grasa pero no
para la dieta "Western”
Mejor rendimiento en la

tarea basada en operante
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Mecanismo Referencias
biolégico
Greenwood
No discutido y Wincour,
1990.
EO, niveles Wu
reducidos de (BDNF,
"Brain-Derived y col., 2004
Neurotrophic
Factor")
Resistencia a la McNeilly
insulina y col., 2011
Resistencia a la
insulina, niveles Stranahan
reducidos de BDNF  y col., 2008
Inflamacion,
integridad Freeman
dendritica reducida  y col., 2011
en el hipocampo
EO Morrison
y col., 2010
Sensibilidad a la McNeilly
insulina y col., 2012
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Dieta rica en grasa y en Mejor rendimiento en el
carbohidratos+vitamina E  laberinto del brazo radial del EO Alzoubi
agua y col., 2013
Deterioro en el
Dieta rica en grasa acondicionamiento en la EO Freeman
(45% grasa) tarea del miedo (Fear y col., 2013
Conditioning)
Dieta rica en grasa + Deterioro en la tarea Vascular/ Davidson

azlcar negativa de la funcién serial adiposidad y col., 2012

5. EPIGENETICA Y NEURODEGENERACION

La epigenética abarca una amplia gama de cambios heredables en la
expresién génica que se producen en respuesta a influencias ambientales y
que no resultan en alteraciones en la secuencia del DNA (Fraga y Esteller,
2007; Hwang y col., 2017). Estés alteraciones surgen debido a la metilacién o
hidroximetilacion del DNA, las modificaciones postraduccionales de las

histonas y los cambios en el posicionamiento de los nucleosomas (Hwang y

col., 2017).

5.1. Modificaciones Epigenéticas
5.1.1. Metilacién e Hidroximetilacién

En el cerebro, la metilacion del DNA (5-mC) y la hidroximetilacién (5-hmC)
conllevan la activacién o represién de genes y sus efectos se extienden sobre
dominios cromosémicos largos, dando lugar a estados “memorizados” de
expresion génica (Bird, 2002). Las DNA metiltransferasas (DNMT1, DNMT3A y
DNMT3B) catalizan la transferencia de grupos metilo de S-adenosil-1-
metionina (SAM) al carbono de posicion 5 en citosinas dentro del DNA para
generar 5-metilcitosina (Figura 9). La DNMT1 estd encargada de mantener los

grupos metilos copiando el patrén de metilacion de la hebra parental a la
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hebra hija de DNA, por lo que la metilacion se hereda después de la division
celular (Razin y Riggs, 1980). Por otro lado, las DNMT3A y DNMT3B se
encargan de afadir grupos metilos de novo al dinucleétido citosina CpG no
metilado. Aunque originalmente se pensé que esta transferencia de grupos
metilo era irreversible, recientemente se ha evidenciado que el DNA puede
experimentar rdpida y reversiblemente cambios en la metilacién y puede sufrir
desmetilacion (Miller y Sweatt, 2007). La desmetilaciéon es una eliminacién
catalitica de los grupos metilo llevada a cabo por miembros de la familia de la
DNA-hidroxilasa de la Familia de Translocacién Diez-Once (TETs, Ten-Eleven
Translocation). Las proteinas TET1, TET2 y TET3 pueden catalizar la conversién
de 5-metilcitosina en 5-hidroximetilcitosina (Tahiliani y col., 2009; Kriaucionis y
Heintz, 2009). El resto hidroximetilo es labil y puede generar rédpidamente
citosinas no metiladas que a su vez activan genes. TET1 y TET2 juegan un
papel importante en el control de genes y la muerte celular en las neuronas
(Gu y col., 2011) y estan asociadas al envejecimiento y neurodegeneracion
(Romaine y col., 2015), mientras que TET3 se relaciona con los procesos de

desarrollo embrionario temprano (Ficz y col., 2011).

5.1.2. Modificaciones postraduccionales de Histonas
Cada histona tiene un dominio central y varias colas amino-terminales no
estructuradas que contienen sitios para mas de 100 modificaciones
postraduccionales (Jakovcevski y Akbarian, 2012), incluyendo acetilacién,
metilacién, fosforilacidon, ubiquitinacién, sumoilacién, desaminacion y poli
(ADP) ribosilacion. En la parte b de la Figura 9 se muestran los sitios en los que
la histona H3 se modifica después de la traduccién mediante acetilacién,
metilacion y fosforilacién. Estas marcas son afiadidas por las enzimas de
remodelacion de la cromatina conocidas como “escritoras” y son eliminadas

por enzimas conocidas como “borradoras”. Las “escritoras” como la familia de
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histonas acetiltranferasas (HATs) y la familia de histonas Metiltranferasas
(HMTs) son proteinas que alteran las histonas mediante la adicién de grupos
acetilo, esta modificacién bloquea la capacidad de la histona para unirse al
DNA vy asi hacer la cromatina en una conformacién abierta para decodificar
este codigo. Por el contrario, las “borradoras”, como la familia de histonas
deacetilasas (HDACs) y la familia de histonas demetilasas (KDMs) son proteinas
que eliminan el grupo acetilo de las histonas que restauran la interaccion entre
la histona y el DNA, dejando el DNA una vez méas en una conformacion
cerrada. Las proteinas conocidas como “lectoras” reconocen las marcas
epigenéticas en las histonas centrales a través de motivos especializados y por
lo tanto son reclutados para los promotores de los genes diana (Gardner y col.,

2011).

5.1.3. Intercambio de variante de Histona
La sustituciéon de una variante de histona por otra es un modo adicional de
remodelacién de la cromatina que es importante en la consolidaciéon de la
memoria. A diferencia de las histonas candnicas, las variantes de histonas
experimentan una expresion independiente de la replicacién y tiene efectos
pronunciados sobre la estabilidad y el posicionamiento de los nucleosomas
(Jakovcevski y Akbarian, 2012). Por ejemplo, la variante H2A.Z reemplaza la
histona H2A candnica en el hipocampo, donde amortigua la formacién de
memoria en respuesta al condicionamiento del miedo en ratones (Zovkic y col.,
2014), lo que implica a H2A.Z como regulador negativo de la consolidacién de

la memoria (Maze y col., 2015).
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a DNA modifications

Gene repression Gene activation
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* H3K14ac * H3528P * Monomethylation of H3K9
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* H3K27ac * Trimethylation of H3K36

Figura 9. Principales modificaciones epigenéticas. a. Modificaciones en el DNA. b.
Modificaciones en Histonas (Hwang y col., 2017).

Ademas de realizar cambios hereditarios en la expresién génica, la epigenética
es también un mecanismo a través del cual las experiencias pueden modificar
la plasticidad sinaptica, la adquisicion y la consolidacion de memoria, entre
otras cosas. Se ha demostrado que la desregulacion epigenética esta
implicada en el deterioro de la cognicién y la muerte neuronal que se asocian

con enfermedades neurodegenerativas (Sanchez-Mut y Graff, 2015; Hwang vy

col., 2017).

Los cambios en el epigenoma durante el envejecimiento llevan a alteraciones
en la regulacion genética y la inestabilidad gendmica, contribuyendo
principalmente a la aparicion de enfermedades neurodegenerativas, entre

otros (Brunet y Berger, 2014). Especificamente se han observado alteraciones
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en los niveles de la metilacion global de histonas H3 y H4 durante el
envejecimiento y la neurodegeneracién (Feser y Tyler, 2011; Munoz-Najar y
Sedivy, 2011; Murr, 2010). Estos cambios se producen en respuesta a las
modificaciones ambientales negativas que produce el estrés y la ansiedad (Yoo
y col., 2009) y el dafio celular (Murr, 2010). Es importante destacar que las
alteraciones en los genes de las enzimas epigenéticas, como la expresion de
DNMT1 y 3A, asi como de HMTs, GLP y Ga9 en las neuronas diferenciadas
causan alteraciones en la memoria y el aprendizaje (Feser y Tyler, 2011, Zardo
y col., 2012; Spiegel y col., 2014; Rowbotham y col., 2015; Sierra y col., 2015).
Por otro lado, la reduccién de la expresion de HDAC2 y HDACS3 facilita la
formacién de la memoria y el aprendizaje, aumentando a su vez el nimero de
dendritas y sinapsis (Lepeule y col.,, 2012; Johnson y col.,, 2012). Mas
especificamente, con la edad se observa una reduccién en la metilacion en las
posiciones H4K20me, H3K36me3 y un aumento en posiciones H3K27me3,
H3K79me y H4K20me3; ademas, se ve reducida en células senescentes la
metiltransferasa EZH2 responsable de la metilacién en la posicion H3K27
(Muhoz-Najar y Sedivy, 2011, Morris y Monteggia, 2014, LaPlant, 2010). En
referencia a la remodelacion de la cromatina y especificamente al proceso de
acetilacion se ha reportado un aumento en los patrones globales de
acetilacion de las histonas H3 y H4 durante el envejecimiento (Kramer y col.,

2011).
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6. MODELOS ANIMALES EXPERIMENTALES DE ENVEJECIMIENTO

6.1. Ratén de senescencia acelerada (SAMP8)

El raton SAMP8 fue una de las cepas de senescencia acelerada que se
desarrollé espontdneamente a partir de los cruces de la cepa AKR/J en la
Universidad de Kyoto (Takeda y col., 1981). Después de la endogamia en el
mantenimiento de la colonia, observaron que varias camadas mostraban
caracteristicas indicativas de envejecimiento acelerado, incluyendo pérdida de
cabello, lordocifosis, trastornos peri-oftdlmicos, pérdida de actividad y menor
esperanza de vida, entre otras caracteristicas. La seleccién de estos fenotipos y
a través de cruces entre hermanos durante varias generaciones generd una
cepa con senescencia acelerada, la cepa SAMP con un promedio de vida de
9.7 meses. Los ratones que no mostraban fenotipos relacionados con la
senescencia fueron criados de la misma manera para obtener la cepa de ratén
resistente a la senectud (SAMR) con un promedio de vida de 16.3 meses
(Figura 10). La esperanza de vida de los SAMR, a pesar de que son mas
longevos que los SAMP, es menor que cualquier otra cepa endogamica, que
se considera de 28 meses. Podemos encontrar nueve sub-cepas de SAMP y 3
sub-cepas de SAMR, cada una exhibiendo anomalias fenotipicas ligeramente
diferentes. Sin embargo, la principal caracteristica de todas las cepas SAMP es
el desarrollo normal y la madurez de la funcién reproductiva, seguida de una
manifestacion temprana de los fenotipos relacionados con la senescencia.
Estos incluyen fenotipos neurobiolégicos como déficit de aprendizaje y
memoria, atrofia cerebral, trastornos emocionales, ritmos circadianos

anormales y trastornos de la audicion (Takeda y col., 1997; 1999; Pallas, 2012).
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Desde 1981, cuando se publicé el primer articulo sobre el desarrollo de la
cepa SAMP, se han realizado numerosos estudios utilizando esta cepa como
modelo en diversas patologias, incluyendo el envejecimiento. Miyamoto y col
informaron por primera vez en 1986 de los déficits en la memoria y aprendizaje
relacionados con la edad en los ratones SAMP8. Desde entonces una gran
cantidad de estudios se han llevado a cabo para aclarar las caracteristicas
neurobiolégicas que subyacen este déficit en el modelo SAMP8 (Takeda,
2009). Se ha sugerido que el ratén SAMP8 puede ser un buen modelo para
estudiar las enfermedades neurodegenerativas, ya que muestra muchas
alteraciones neuroldgicas asociadas con el envejecimiento como deterioro
cognitivo, desérdenes emocionales, alteracién del ritmo circadiano junto con
determinadas alteraciones neuropatoldgicas y neuroquimicas (Takeda, 2009;

Morley y col., 2012).

Figura 10. Machos de 9 meses de edad de las cepas SAMP8 (derecha)
y SAMR1 (izquierda).
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6.1.1. Cambios bioquimicos en SAMP8

6.1.1.1. Estrés Oxidativo
Como ya se ha mencionado, el EO se produce cuando la generacién de ROS y
RNS supera la capacidad antioxidante endégena de las células, causando la
muerte neuronal y la neurodegeneracién en el cerebro. Por lo tanto, el dafo
oxidativo estd asociado con el envejecimiento y trastornos neurodegenerativos
como EA (Pallas, 2012). Se han demostrado niveles elevados de peroxidacién
lipidica y carbonilacién proteica en la corteza cerebral de SAMP8 de tan solo 4
a 8 semanas de edad comparados con los controles SAMR1 (Sato y col.,
1996b; Albasanz y col., 2011). También se ha confirmado que los eventos
oxidativos podrian ser desencadenados por la pérdida de actividad de enzimas
antioxidantes, como la catalasa y/o por el aumento de actividad de enzimas
pro-oxidativas como acetil-CoA oxidasa (Sato y col., 19%96a). En la Tabla 4 se
muestra un resumen de la actividad de las enzimas anti y pro-oxidantes en la
cepa SAMP8. No obstante, la literatura relacionada con el EO en SAMP8 no
siempre es concluyente. Por ejemplo, Okatani y col no encontraron cambios
relacionados con la edad en la SOD, ni en SAMP8 ni en la cepa SAMRI
(Okatani y col., 2002), por otro lado, Alvarez-Garcia y col no observaron
cambios relacionados con la edad en la actividad de la catalasa y la glutation
reductasa pero si detectaron cambios en SOD (Alvarez-Garcia y col., 2006). Es
evidente que otros sistemas detoxificantes también pueden participar en los
procesos de EO en SAMPS8. Estudios recientes han demostrado que al igual
que en el cerebro EA, la desintoxicacién de perdxido por los astrocitos podria
desempefiar un papel en los déficits cognitivos relacionados con la edad. Los
astrocitos derivados de ratones SAMP8 eran maés susceptibles al dafio inducido

por H>O2 que los astrocitos de los ratones SAMR1 (Lu y col., 2008).
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Tabla 4. Alteraciones oxidativas encontradas en SAMPS.

Diana Modificacién
Carbonilacién proteica Aumentado
Peroxidacion lipidica Aumentado
Oxidacién de Acidos Nucleicos Aumentado

Enzima stper oxido dismutasa manganeso Actividad disminuida

Glutation reductasa Actividad no modificada o disminuida
Catalasa Actividad no modificada o disminuida
Glutamina sintetasa Actividad disminuida

ON sintasa Actividad disminuida

Acumulacién de 8-oxoguanina Aumentado

6.1.1.2. Patologia amiloide p en SAMPS8
Debido a las caracteristicas que presenta el raton SAMP8 se ha propuesto
como un modelo para estudiar la EA. Una de éstas caracteristicas es la
presencia del péptido AB, los depdsitos de AB se han encontrado en regiones
afectadas por EA como hipocampo, septo medial, corteza cerebral y cerebelo.
Liao y col. (2006) realizaron los primeros estudios que demostraban la
aparicion de las placas Ap en ratones SAMP8 jévenes, y mas tarde se demostro
una acumulacién inmunoreactiva a anticuerpos AB (Del Valle y col., 2010), sin
embargo no hay evidencias irrefutables de que se formen placas amiloides
propiamente dichas. Las investigaciones realizadas apuntan a un aumento en
los niveles de AP en la cepa SAMP8 y a una alteracion de la via de
procesamiento de la proteina APP que seria molecularmente cercano a las
alteraciones presentes en la EA. Se ha detectado un aumento relacionado con
la edad de la expresién del gen APP en el hipocampo de SAMP8, que se
correlaciona con un aumento relacionado con la edad en los niveles de
proteina APP (Morley y col., 2000; Poon y col.,, 2004a). También se han

reportado variaciones en la expresion de otros genes relacionados con la EA.
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Se ha informado que SAMP8 presenta un aumento en la expresiéon génica de
presenilina-1 (PS1) y presenilina-2 (PS2), dos proteinas que estan incluidas en el
complejo de secretasa cuyas mutaciones dan lugar a un aumento en el corte
amiloidogénico de APP observados en EA familiar (Wei y col., 1999; Kumar y
col., 2009). La expresion de la apolipoproteina E (ApoE) otro marcador de EA
también se encontré en SMAP8 (Wei y col., 1999), expresandose menos en
SAMP8 en comparaciéon con la cepa SAMR1. Ademés Wu y col. (2009)
encontraron que el gen y la proteina RAGE, LDL y LPR1 que son receptores
importantes para la eliminacion de la proteina AB y para el control del EO

fueron mas bajos en cerebros de SAMP8 que en SAMR (Tabla 4).

Se han realizado varios estudios acerca de la regulacion de APP en SAMP8
para mejorar los déficits cognitivos y de comportamiento. El primer trabajo fue
realizado por Kumar y col. (2000), donde lograron una regulacién negativa de
APP utilizando oligonucledtidos especificos que mejoraban los pardmetros de
senescencia cerebral presentes en SAMP8. Recientemente, se ha propuesto
una nueva estrategia empleando miRNAs, que son reguladores post-
transcripcionales de APP en SAMP8. Liu y col (2010b) sostienen que los
miRNAs (miR-16, miR-144, miR-195 y miR-383) regulan negativamente la
expresion de APP en SAMP8. Ademas, se ha realizado un estudio utilizando un
anticuerpo monoclonal contra los oligbmeros AR en ratones SAMP8, lo que
hace cada vez mas evidente que los déficits relacionados con la edad
observados en la cepa SAMP8 son dependientes de la via del AB. En este
estudio, la administracion del anticuerpo especifico a ratones SAMP8 mejord
las tareas de aprendizaje y memoria y disminuyé los oligémeros de AB y los

niveles de fosfo-tau (Zhang y col., 2011).
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6.1.1.3. Taupatia en SAMPS8
Canudas y col (2005) detectaron un aumento de tau fosforilada en ratones
SAMP8 (corteza, estriado e hipocampo) en comparacién con SAMR1. Ademas,
se encontraron niveles elevados de proteina tau fosforilada en ratones SAMP8
de 5 meses de edad (Alvarez-Garcia y col., 2006). También se estudiaron dos
de las cinasas responsables de la fosforilaciéon de tau relacionadas con EA,
CDKS5 y GSK3, detectandose una actividad elevada de CDKS5 y un aumento de
la expresion en corteza, estriado e hipocampo, sin embargo la expresién y la
actividad de GSK3 no se alteraron (Canudas y col., 2005). Por otra parte, un
tratamiento crénico con melatonina o litio en SAMP8 disminuyé la
hiperfosforilacion de tau, reduciendo la actividad de CDK5 y GSK3, sugiriendo
que estas cinasas y sus vias descendentes participan en la hiperfosforilacién de
tau en ratones SAMP8 (Gutiérrez-Cuesta y col., 2007; Tajes y col., 2008). Todas
las caracteristicas mencionadas (Tabla 5) sugieren que la expresion anormal de
genes asociados a EA pueden desempefar un papel clave en el deterioro

cognitivo observado en el modelo SAMPS.

Tabla 5. Marcadores histopatolédgicos y celulares de EA y envejecimiento en SAMP8

Diana Modificacién
Proteina tau Aumentada niveles y fosforilacién
Cinasas tau Aumentada niveles o actividad

Receptor para el producto final de glicaciéon Aumentado

avanzada (RAGE)

Proteina APP Aumentada

B-Amiloide Contenido amiloide aumentado y
agregado

Secretasas ADAM-10y PS1

Barrera hematoencefalica Alterada
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OBJETIVOS

El envejecimiento se caracteriza por una pérdida progresiva de la integridad
fisiolégica que conduce a un deterioro de las funciones cognitivas, una mayor
vulnerabilidad al estrés y a la muerte. A pesar de que ha aumentado la
esperanza de vida en los Ultimos afos, las enfermedades neurodegenerativas
como la EA entre otras, se han convertido en un problema para el sector de
salud ya que se estima que aumentaran las personas mayores de 60 afios de
un 12% a un 22% en el mundo. Por lo tanto, es importante encontrar
estrategias que conlleven beneficios terapéuticos para los pacientes y a reducir
el impacto del envejecimiento sobre la salud. En este sentido la dieta y las
sustancias bio-activas presentes en los alimentos son estrategias 6ptimas para

intervenciones que pueden promover el envejecimiento cerebral saludable.

En este contexto, y dado que el envejecimiento es el principal factor de riesgo
para los trastornos neurodegenerativos relacionados con la edad, el objetivo
general de este trabajo ha sido estudiar los mecanismos implicados en la
neurodegeneracién inducidos por la dieta grasa y evaluar el efecto

neuroprotector del resveratrol en modelos de senescencia.

Se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Estudiar el efecto nocivo del estrés metabdlico mediante una dieta alta en
grasa y el efecto protector del resveratrol en el cerebro de ratones machos

SAMPS8 de 9 meses de edad.

 Evaluar la funcién cognitiva y alteraciones en el comportamiento.

* Analizar las enzimas y marcadores de EO e inflamacién cerebral.
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* Determinar la accién negativa de la dieta grasa y el efecto protector del
resveratrol en el proceso de la hiperfosforilacion de tau.
 Estudiar los cambios inducidos por la dieta grasa y el resveratrol en la

funcién mitocondrial y via de la Wnt

2. Estudiar la importancia del estrés metabdlico en animales fisiolégicamente
envejecidos de la cepa C57BL/6J de 24 meses de edad con respecto a la
cogniciéon y determinar los cambios moleculares subyacentes a la pérdida

de capacidades cognitivas y al efecto beneficioso del resveratrol.

* Evaluar el efecto del resveratrol y la dieta alta en grasa sobre la funcién
cognitiva de los ratones.

* Analizar los cambios en las enzimas y marcadores de EO e inflamacién
cerebral.

* Analizar los efectos del resveratrol y la dieta grasa en la dindmica
mitocondrial.

* Evaluar la accién del resveratrol y la dieta grasa en diferentes vias
implicadas en la neurodegeneracion.

* Estudiar diferentes marcadores epigenéticos relacionados con la

cognicion.

3. Investigar el efecto modulador del resveratrol en la dieta frente a un
estimulo inflamatorio agudo con LPS en ratones fisiolégicamente envejecidos

de la cepa C57BL/6J.

* Evaluar los niveles de expresiéon de marcadores de inflamacién, como
citocinas.

* Evaluar los niveles de marcadores de EO y estrés del RE.
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* Analizar los cambios moleculares producidos por la administraciéon de

resveratrol en respuesta a un dafio agudo por LPS.
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RESUMEN

Los mecanismos fisiolégicos implicados en la disfunciéon cognitiva y el
envejecimiento debido al estrés metabdlico inducido por una dieta alta en
grasas (HF) no estan totalmente descritos. Para comprender y profundizar en
dichos mecanismos se indujo estrés metabdlico mediante la alimentacion de
una dieta alta en grasas (HF) en el modelo de ratén con senescencia acelerada
(SAMP8) durante 15 semanas. Ademas, se estudié el efecto preventivo del

resveratrol sobre el estrés metabdlico en el hipocampo de los ratones.

La dieta HF produjo deterioro cognitivo en SAMP8 y el resveratrol presentd un
efecto preventivo cuando fue administrado en la dieta. Las proteinas
involucradas en la dindmica mitocondrial como la proteina de la atrofia 6ptica
1 (OPA1) y la mitofusina 2 (MFN2) presentaron cambios en el hipocampo de
SAMP8 alimentados con HF, estos cambios fueron revertidos por el resveratrol.
La microscopia electrénica mostré mitocondrias mas grandes en SAMP8 con
resveratrol respecto a SAMP8 con HF los cuales presentaron mitocondrias més
pequenas y con morfologia alterada, indicando aumento en el proceso de
fusiéon en ratones con resveratrol. También se encontraron aumentos
significativos en OXPHOS en los complejos I-NDUFBS, [I-SDNB, 11I-UQCRC2, y
V- ATPasa en ratones tratados con resveratrol, ademés el canal de aniones
dependiente de voltaje 1 (VDACT) también se incremento en animales
tratados con resveratrol respecto a los de HF. Las citosinas pro-inflamatorias IL-
6 y TNF-o aumentaron de manera significativa con la dieta HF y el resveratrol

ayudo a prevenir su aumento.
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Por otro lado, se encontré que la dieta HF afecta la via de la Wnt inactivando la
B-catenina y modificando varios componentes de esta via como Dickoff (DKK),
Dishevelled (Dvl3), Axinal y GSK3p. La dieta grasa incremento de manera
significativa la proteina Tau fosforilada (Tau p205, Tau p306 y Tau pSer 404) la

cual fue disminuida por el resveratrol.

En conclusion, el estrés metabdlico generado por HF afecta vias celulares
cruciales implicadas en la neurodegeneracion y produce deterioro cognitivo en
ratones SAMP8. El resveratrol puede prevenir este tipo de dafo en el cerebro
y podria ser utilizado como medida preventiva en el envejecimiento o en

condiciones neurodegenerativas.
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Abstract Metabolic stress induced by high-fat (HF) diet
leads to cognitive dysfunction and aging, but the physiologi-
cal mechanisms are not fully understood. Senescence-
accelerated prone mouse (SAMP8) models were conducted
under metabolic stress conditions by feeding HF for 15 weeks,
and the preventive effect of resveratrol was studied. This die-
tary strategy demonstrates cognitive impairment in SAMPS8-
HF and significant preventive effect by resveratrol-treated an-
imals. Hippocampal changes in the proteins involved in mito-
chondrial dynamics optic atrophy-1 protein (OPA1) and
mitofusin 2 (MFN2) comprised a differential feature found
in SAMPS8-HF that was prevented by resveratrol. Electronic
microscopy showed a larger mitochondria in SAMP8-HF +
resveratrol (SAMP8-HF + RV) than in SAMP8-HF, indicating
increases in fusion processes in resveratrol-treated mice.
According to the mitochondrial morphology, significant in-
creases in the I-NDUFBS, II-SDNB, III-UQCRC2, and V-
ATPase complexes, in addition to that of voltage-dependent
anion channel 1 (VDACI1)/porin, were found in resveratrol-
treated animals with regard to SAMPS-HF, reaching control-
animal levels. Moreover, tumor necrosis factor alpha (TNF-«)
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and interleukin (IL-6) were increased after HF, and resveratrol
prevents its increase. Moreover, we found that the HF diet
affected the Wnt pathway, as demonstrated by (3-catenin inac-
tivation and modification in the expression of several compo-
nents of this pathway. Resveratrol induced strong activation of
[3-catenin. The metabolic stress rendered in the cognitive and
cellular pathways altered in SAMPS focus on different targets
in order to act on preventing cognitive impairment in neuro-
degeneration, and resveratrol can offer therapeutic possibili-
ties for preventive strategies in aging or neurodegenerative
conditions.

Keywords Aging - Neurodegeneration - Behavior -
Cognition - Diabetes metabolic stress - Mitochondrial
dynamics - Resveratrol - Mitochondria - Fission - Fusion -
[3-catenin - Learning

Introduction

Aging is characterized by cognitive decline in attention and
executive functions [1]. It is well established that aging is one
of the factors related with an increase in the prevalence of
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease
(AD) [2].

On the other hand, elderly people often have impaired glu-
cose metabolism, with insulin resistance and reduced glucose
utilization [3]. Glucose metabolism in the brain limits the syn-
thesis of acetylcholine, glutamate, aspartate, gamma-
aminobutyric acid, glycine, and adenosine triphosphate
(ATP) production [4, 5]. In addition, high concentration of
extracellular glucose causes increased oxidative stress (OS)
[6]. The reduced use of glucose in aging and AD [7, 8] could
be due to mitochondrial oxidative phosphorylation
(OXPHOS) impairment, which some authors have reported
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as being related with a reduction in the gene expression of the
electronic chain-specific components [9].

There are evidences that link OS and the mitochondrial
dysfunction caused by metabolic stresses, such occurs in ani-
mals fed with a high-fat (HF) diet, which renders insulin resis-
tance and beta-amyloid and neurofibrillary tangle (NFT) accu-
mulation [10, 11]. A growing body of evidence supports mi-
tochondrial dysfunction as a prominent and early chronic OS-
associated event that contributes to synaptic abnormalities in
aging and that, ultimately, increases susceptibility to age-
related disorders, including AD [6, 12]. Studies of aging brain
mitochondria consistently report reductions of complex I ac-
tivity, complex IV activity, and increased reactive oxygen spe-
cies (ROS) production [6, 13]. Defects in mitochondrial DNA
(mtDNA) have been found in elderly persons without AD and
have been associated with decreased cytochrome oxidase ac-
tivity in the brain [14, 15]. The accumulation of mtDNA
changes might increase ROS production and reduce mitochon-
drial ATP in an age-dependent manner. Increases of somatic
mtDNA in aging might contribute to AD development [12].

On the other hand, in brain aging, mitochondrial biogenesis
might represent a compensatory response to longitudinal de-
clines in brain mitochondrial function [16]. In AD, data sug-
gest that the mitochondrial biogenesis state may be mixed but
certainly fewer normal mitochondria and more abnormal mi-
tochondria in AD neurons, and mitochondrial removal via
lysosomes is increased [17, 18]. Expression of oxidative phos-
phorylation subunit genes also appears mixed, with some
studies showing decreased expression and others, increased
expression (at least up through intermediate disease stages)
[19]. This raises the possibility that switching from an en-
hanced to a diminished state of mitochondrial biogenesis
could represent a key transition between normal brain aging
and AD (review [16]). The biodynamics of mitochondria in-
cludes fission and fusion processes, two antagonistic mecha-
nisms that equilibrate the balance of energy balance in the cell.
Fusion implies mitochondrial compartments and increases
ATP synthesis to maximize cellular respiration. Moreover,
the formation of hyperfused mitochondria after fusion pro-
cesses optimizes mitochondrial function during the starvation
networks that are formed upon exposure of cells to stress [20].
Fusion is activated in stress-exposed or starving cells because
it improves the bioenergetic capacity in the long term. In ad-
dition, it is demonstrated that, during aging, fusion compen-
sates for the accumulation of mitochondrial mutations, im-
proving metabolic rates in cells. In contrast, the fission process
lead to fragmented mitochondria [21]. Fission processes are
frequently found in resting cells and when high respiratory
activity is not required. Mitochondrial fission contributes to
the maintenance of the bioenergetic capacity because of the
elimination of damaged mitochondria by autophagy [20].
Mitochondrial dynamics are regulated as a direct response to
the bioenergetic state of mitochondria and include
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transcription, post-translational modification of proteins im-
plicated as optic atrophy-1 protein (OPA1), mitofusin 1
(MFN1), fission protein-1 (Fis1), and dynamin-related protein
1 (DRP1), among others [22].

Emerging evidences point out the link between metabolism
and Wnt signaling. Wnt is the upstream extracellular effector
that, when activated, stimulates several intracellular signal
transduction pathways. The most important of these are the
canonical or Wnt/(3-catenin-dependent pathway and the non-
canonical or {3-catenin-independent pathway [23]. Increased
risk for type II diabetes has been linked with specific Wnt
component modifications [24-26]. However, the physiologi-
cal relevance of this role in metabolic processes and in brain
functioning is less known. However, evidences indicate that
Whnt proteins participate in the synapses remodeling and func-
tion, as well as the involvement of the Wnt component path-
way in the development of neurological and mental disorders
(for review [27]). Moreover, evidences that support a neuro-
protective role of Wnt proteins in Alzheimer’s disease are
reported by several authors [28, 29].

Several pharmacological and non-pharmacological strate-
gies demonstrate front primary cause in plaque and tangle
formation during the development of age-related neurodegen-
eration. From a therapeutic point of view, resveratrol, a poly-
phenol with higher antioxidant properties, has been postulated
for years as a possible therapeutic compound against cognitive
decline, including AD [30, 31]. Several bodies of evidence
have shown that resveratrol reduces neurodegeneration and
improves cognition capabilities in senescence-accelerated-
prone mice P8 (SAMPS), a mouse model of aging and AD
[32] and in APP/PS1 mice [33].

The relationship between brain glucose metabolism and
learning deficit was established in the SAMPS8, which has
been proven to be a useful murine model of age-related be-
havioral disorders as AD [34, 35]. Authors conclude that the
SAMPS strain is a useful model of glucose hypometabolism
observed in aging and AD.

Here, we aimed to delve deeper into the harmful effect
of metabolic stress in SAMP8 brain, as an age-related
cognitive decline and AD model [36, 37] and to study
the protective role of dietary resveratrol, focusing on
changes in mitochondrial functioning, inflammatory pro-
cesses, and Wnt pathway.

Methods
Animals

During the initial holding period, male SAMPS8 had ad
libitum access to a standard chow diet (2018 Teklad
Global 18 % Protein Rodent Diet, Harlan Teklad,
Madison, WI, USA) and tap water up to 6 weeks of age,
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at which time mice were randomized into three diet
groups (n=10) in which the mice were fed either a stan-
dard AIN-93G diet (normal diet (ND): carbohydrate/pro-
tein/fat ratio of 64:19:17 % of kcal) or an HF diet
consisting of an AIN-93G diet modified to provide 60 %
of calories from fat (HF: carbohydrate/protein/fat ratio of
16:23:61 %). Resveratrol was added to the HF (1 g/kg w/
w) that was formulated to provide daily doses of approx-
imately 160 mg/kg to the mice (SAMP8-HF + RV). Mice
were treated according to European Community Council
Directive 86/609/EEC and the procedures established by
the Department d’Agricultura, Ramaderia i Pesca of the
Generalitat de Catalunya, Spain. Every effort was made to
minimize animal suffering and to reduce the number of
animals that were administered resveratrol.

Glucose Curve

Intraperitoneal (i.p.) glucose tolerance test was performed
following 8 weeks of HF diet feeding, as described pre-
viously [38]. In brief, mice were fasted overnight for 16 h.
The test was performed in a quiet room, preheated to
+30 °C. The tip of the mouse’s tail was cut with the
heparin-soaked (Heparina Rovi, 5000 IU/mL; Rovi S.A.,
Madrid, Spain) scissors, 30 min prior to 1 g/kg i.p. glu-
cose injection (diluted in H,0). Blood glucose levels were
measured at 0, 5, 15, 30, 60, and 120 min after the glu-
cose injection with the Ascensia ELITE blood glucose
meter (Bayer Diagnostics Europe, Ltd., Dublin, Ireland).

Novel Object Recognition Test

The test was conducted in a 90°, two-arm, 25-cm-long, 20-
cm-high maze [39]. Light intensity in the middle of the field
was 30 Ix. The objects to be discriminated were plastic
figures (object A, 5.25 cm high, and object B, 4.75 cm
high). First, mice were individually habituated to the appa-
ratus for 10 min for 3 days. On day 4, they were submitted
to a 10-min acquisition trial (first trial), during which they
were placed in the maze in the presence of two identical
novel objects (A + A or B + B) placed at the end of each
arm. A 10-min retention trial (second trial) occurred 2 h
later. During this second trial, objects A and B were placed
in the maze, and the times that the animal took to explore
the new object (tn) and the old object (to) were recorded. A
discrimination index (DI) was defined as (tn—to)/(tn+to).
In order to avoid object preference biases, objects A and B
were counterbalanced so that one half of the animals in each
experimental group were first exposed to object A and then
to object B, whereas the other one half first saw object B
and then object A was presented. The maze, the surface, and
the objects were cleaned with 96° ethanol between the ani-
mals’ trials so as to eliminate olfactory cues.
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Morris Water Maze Test

An open circular pool (100 cm in diameter, 50 cm in height)
was filled halfay with water [40], and water temperature was
maintained at 22+ 1 °C. Two principal perpendicular axes
were defined; thus, the water surface was divided into four
quadrants (NE, SE, SW, and NW), and five starting points
were set (NE, E, SE, S, and SW). Four visual clues were
placed on the walls of the tank (N, E, S, and W). Non-toxic
white latex paint was added to make the water opaque, and a
white escape platform was submerged 1 cm below the water
level (approximately in the middle of one of the quadrants).

The animal’s swimming paths were recorded by a video
camera mounted above the center of the pool, and the data
were analyzed with SMART® ver. 3.0 statistical software. The
learning phase consisted of 6 days of trials for each mouse.
The animals were submitted to five trials each day starting
from the positions set (in random order) and without a resting
phase between each trial and the subsequent one. At each trial,
the mouse was placed gently into the water, facing the wall of
the pool, and allowed to swim for 60 s. If not able to locate the
platform in this period of time, the mouse was guided to the
platform by the investigator. Animals were left on the platform
each time for 30 s in order to allow spatial orientation.

The parameters measured were latency time in finding the
platform, time spent in each quadrant, and distance swum for
each trial; the mean was calculated for each trial day. A mem-
ory test was performed at the end of the learning days, in
which the platform was removed and the time spent by each
mouse in each quadrant was measured.

Elevated Plus Maze Test

This test is used to assess anxiety [41]. The basic measurement
is the animal’s preference for dark, enclosed over bright, ex-
posed places. The animal is placed in the center of the appa-
ratus and observed for a set time. Measurements include total
time spent in open and closed arms (and central platform), as
well as entries into open and closed arms. Each mouse was
individually placed at the center of the maze facing one of the
enclosed arms and allowed to explore the maze freely during a
5-min observation period. Maze performance was video-
recorded for later analysis. Time spent in open arms and num-
bers of arm entries were analyzed as indices of emotional
behavior utilizing SMART® ver. 3.0 (PanLab, SLU, Spain).

Open-Field Test

Open-field (OF) test apparatus was constructed of white ply-
wood (50 x50 x25 cm) [42]. Red lines were drawn on divid-
ing the floor into 25-cm squares. Behavior was scored with
SMART® ver. 3.0 software, and each trial was recorded for
later analysis, utilizing a camera fixed to the ceiling at a height
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of 2.1 m situated above the apparatus. Mice were placed at the
center, or at one of the four corners, of the open field and
allowed to explore the apparatus for 5 min. After the 5-min
test, the mice were returned to their home cages and the open
field was cleaned with 70 % ethyl alcohol and allowed to dry
between tests. To assess the animal’s habituation process to
the novelty of the arena, the mice were exposed to the appa-
ratus for 5 min on two consecutive days. The behaviors scored
included line crossing, center entries, center stay duration,
rearing, defecation, and urination. Each animal was then given
a score for total locomotor activity, which was calculated as
the sum of total distance, line crosses, and number of rears.

Three-Chamber Socializing and Social Novelty Test

The three-chamber socializing and social novelty test (TCST)
allows for studying cognition and general sociability (time
spent with rodents) and social novelty (time spent with a novel
intruder in contrast with a familiar one) [43]. In brief, the
TCST identifies mice with changes in sociability and social
novelty. Testing took place in two sessions within a three-
chambered box (15x15x20 cm) with openings among the
chambers. After a 5-min period of adaptation to the empty
box, the mice encounter a never-before-met intruder under
one pencil cup and an empty pencil cup in the “sociability”
session. The subject then encounters the first intruder, as well
as a second, never-before-met intruder under another pencil
cup in the “social novelty” session. Time spent sniffing each
pencil cup, time spent in each chamber, and number of entries
into each chamber were measured.

Brain Isolation and Western Blot Analysis

Mice were euthanized 1 day after the last trial was conducted,
and brain quickly removed from the skull. The hippocampus
was dissected and frozen in powdered dry ice and maintained
at —80 °C for further use. Tissue samples were homogenized
in lysis buffer containing phosphatase and protease inhibitors
(Cocktail II, Sigma), and cytosol and nuclear fractions were
obtained as described elsewhere. Protein concentration was
determined by the Bradford method. Twenty micrograms of
protein was separated by sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (8—15 %)
and transferred onto polyvinylidene diflouride (PVDF) mem-
branes (Millipore). The membranes were blocked in 5 % non-
fat milk in Tris-buffered saline containing 0.1 % Tween 20
(TBS-T) for 1 h at room temperature, followed by overnight
incubation at 4 °C with primary antibodies diluted in TBS-T
and 5 % bovine serum albumin (BSA) as follows: oxidative
phosphorylation (OXPHOS) cocktail (1:500, MitoSciences),
voltage-dependent anion channel 1 (VDAC1) (1:1000,
Abcam), total glycogen synthase kinase-33 (GSK3f3)
(1:1000, Cell Signaling), p-Y216 GSK3{ (1:1000, Cell
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Signaling), superoxide dismutase 1 (SOD1) (1:1000,
Calbiochem), axinl (1:1000, Cell Signaling), disheveled 3
(Dv13) (1:1000 Cell Signaling), Dickkopfl (1:500, Santa
Cruz), [3-catenin ABC (1:1000, Millipore), mitofusin 2
(1:1000, Millipore), OPA1 (1:1000, BD Transduction
Laboratories), DRP1 (1:1000, Abcam), pT205 Tau (1:1000,
Invitrogen), pSer306 Tau (1:1000, Invitrogen), pSer404 Tau
(1:1000, Invitrogen), and GAPDH (1:2000, Millipore).
Membranes were then washed and incubated with secondary
antibodies for 1 h at room temperature. Immunoreactive pro-
teins were visualized utilizing an enhanced
chemiluminescence-based detection kit (ECL kit; Millipore),
and digital images were acquired employing a ChemiDoc
XRS+ system (BioRad). Band intensities were quantified by
densitometric analysis using Image Lab software (BioRad),
and values were normalized to GAPDH.

Brain Processing for Ultrastructural Observation
on Transmission Electron Microscopy

To determine whether mitochondrial morphology was altered
in mice fed with high-fat diet and high-fat diet plus resveratrol,
we performed transmission electron microscopy in dentate
gyrus from SAMPS mice. The animals were anesthetized
i.p. with 80 mg/kg of sodium pentobarbital and perfused in-
tracardially with 50 mL of saline solution followed by 50 mL
of p-formaldehyde (PF, Sigma-Aldrich) at 2 % in phosphate-
buffered saline (PBS, pH 7.4). Coronal brain sections 100 um
in thickness were obtained with a vibratome. Sections were
post-fixed with 2.5 % glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS.
The samples were treated with 1 % osmium tetraoxide (OsOy4)
containing potassium ferricyanide for 1 h at 4 °C, dehydrated
in acetone at 4 °C, and finally embedded in Spar varnish.
Semi-thin sections (I pwm thick) were obtained, and after
methylene blue staining, dentate gyrus regions were localized.
Ultra-thin sections (55 nm in thickness) were obtained using a
Reichert-Jung Ultracut E ultramicrotome and a diamond knife
(Diatome, Switzerland), and the sections were then placed
onto gold grids and post-stained with uranyl acetate and lead
citrate. Ultra-thin sections were examined using a JEM-1010
transmission electron microscope operated at an accelerating
voltage of 80 kV. The images were obtained using a Bioscan
792 camera (Gatan, Inc., Pleasanton, CA, USA).

RNA Extraction and Gene Expression Determination

Total RNA isolation was carried out by means of Trizol re-
agent following the manufacturer’s instructions. RNA content
in the samples was measured at 260 nm, and sample purity
was determined by the A260/280 ratio in a NanoDrop™ ND-
1000 (Thermo Scientific). Samples were also tested in an
Agilent 2100B Bioanalyzer (Agilent Technologies) to deter-
mine the RNA integrity number. Reverse transcription-
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polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed as fol-
lows: 2 ng of messenger RNA (mRNA) was reverse-
transcribed using the High Capacity complementary DNA
(cDNA) Reverse Transcription kit (Applied Biosystems).
Real-time quantitative PCR (qPCR) was utilized to quantify
the mRNA expression of inflammatory genes interleukin 6
(IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-«).
Normalization of expression levels was performed with actin
for SYBER Green. The primers were as follows: for /L-6,
forward 5-ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3' and re-
verse TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT; for TNF-«,
forward 5-TCGGGGTGATCGGTCCCCAA-3' and reverse
5'-TGGTTTGCTACGACGTGGGCT-3'; and for actin, for-
ward 5'-CAACGAGCGGTTCCGAT-3" and reverse 5'-
GCCACAGGTTCCATACCCA-3'.

Real-time PCR was performed on the Step One Plus
Detection System (Applied Biosystems) employing the SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Each reaction
mixture contained 7.5 pL of cDNA, whose concentration was
2 pg, 0.75 pL of each primer (Whose concentration was 100
nM), and 7.5 puL of SYBR Green PCR Master Mix (2X%).

Data were analyzed utilizing the comparative cycle thresh-
old (Ct) method (A ACt), where the actin transcript level was
utilized to normalize differences in sample loading and prep-
aration. Each sample (n =4-5) was analyzed in triplicate, and
the results represented the n-fold difference of transcript levels
among different samples.

Statistical Analysis

Data are expressed as means +standard error of the mean
(SEM). The trapezoidal rule was used to determine area
under the curve (AUC). The level of statistical signifi-
cance was determined by analysis of variance (ANOVA)
and Tukey post hoc test. A p value of <0.05 was consid-
ered statistically significant.

Results

Metabolic Changes Induced by High-Fat Diet
and Resveratrol: Glucose Tolerance Tests

SAMPS8-HF mice exhibited progressive increase in body
weight up to 15 weeks, higher than control mice at parallel
time points (Fig. 1a), this correlating with caloric intake
(Fig. 1b). Consistent with previous reports, persistent high
blood glucose levels between 20 and 90 min of the glucose
tolerance test at 15 weeks post-HF treatment in SAMP8 mice
(Fig. 1c). When resveratrol was added to HF, no changes in
weight and caloric intake were observed, but a partial rever-
sion in glucose tolerance was observed (Fig. 1c), with a sig-
nificant decrease in glucose AUC found (Fig. 1d).

Behavioral and Psycoemotional Results

In the novel object recognition test (NORT), we found that
SAMPS8-HF mice had a lower DI than SAMP8 mice, reveal-
ing significant impairments in this task (Fig. 2) induced by
metabolic stress. Resveratrol-treated SAMP8 showed signifi-
cant preference for the novel object than for the old one, indi-
cating the preventive role of resveratrol in memory loss.

Results obtained in the Morris water maze (MWM) test
revealed that all animal groups were able to learn during the
trial days prior to the test, reducing time of latency to platform
by 50 % (Fig. 3a—). A slight, but significant, impairment was
induced by HF in SAMPS in reference to ND, indicated by a
lower distance swum and a reduced number of entries into the
platform zone. Observing the results exhibited by SAMP8-HF
+ RV, an improvement in all parameters measured was deter-
mined in reference to SAMPS8-HF mice, with increases in time
and distance swum and entries into the platform quadrant
(Fig. 3d). Moreover, a reduction in border-time swimming
has been determined, indicative of less anxious behavior
(Fig. 3e). This corroborated the elevated plus maze (EPM)
test, where significant reductions in time spent in closed arms
were found in HF groups, with a higher ratio in resveratrol-
treated animals (Fig. 4a). Other parameters analyzed in EPM
demonstrated scarce changes induced by HF or by the addi-
tion of resveratrol to the diet. Changes in this test can be
associated with motor and locomotion differences among
groups (Fig. 4b, c). Results from OF test showed no signifi-
cant changes in motor activity (Fig. 5a), but HF + RV mice
presented lower number of rears, which also indicated less
anxiety gated to fear behavior (Fig. 5b).

The TCST was employed to study working and social
memory. Results demonstrated that HF did not induce chang-
es in social behavior in reference to ND and that resveratrol
did not modify any analyzed parameters (data not shown).

High-Fat Diet Induced Changes in Oxidative Markers,
Mitochondrial Function, and Wnt Pathway: Effects
of Resveratrol

HF induces a significant increase in the gene expression of
inflammatory cytokines 7NF-« and in IL-6, which were
prevented by a resveratrol-enriched diet (Fig. 6a, b). Also,
significant changes in SOD1 were determined in HF-fed mice,
p<0.001 (Fig. 6¢).

Regulatory axis AMPK-PGC1«-Sirt]l was explored. Sirtl
and PGCl« protein levels were not significantly modified by
HF or HF + RV (Fig. 6d-e), although a slight increase was
observed for PGC1«. By contrast, HF-reduced pAMPK acti-
vation and resveratrol-fed SAMPS-HF showed a degree of
activation similar to SAMP8-ND (Fig. 6f). To demonstrate
that HF plays a key role in the functionality of mitochondria,
OXPHOS chain was studied by Western blot (Fig. 7a).
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Fig. 1 Results of body weight, A B
caloric intake, and glucose test in 1007 s SP8 HE+RV @ 150 7 — i
senescence-accelerated prone 2 g0 = P8 HF 3
mouse (SP8). a Body weights of £ = SPSND 0
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(i.p.) administration. d Glucose &
area under the curve (AUC) after
2-h glucose injection. Data C D
represented observed mean = 5007 —+ SP8 HF+RV 2000 . .
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Analysis revealed that SAMP8-HF mice presented significant
changes in protein levels in the complex I-NADH dehydroge-
nase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8 (NDUFBS),
p<0.01, complex II-succinate dehydrogenase (SDNB),
p<0.05, and complex [V-MTCQ1 cytochrome c oxidase sub-
unit I, p<0.001, indicating HF-induced modifications in the
mitochondrial respiratory chain, which can partially explain
the increase in OS parameters. The resveratrol-enriched diet
significantly increased these mitochondrial complexes and, in
addition, increased protein levels in complex V-ATPase,
p<0.001 (Fig. 7b-f).

NORT
memory test
0.5 - * e
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Fig. 2 Results of discrimination index (DI) of novel object recognition
test (NORT) in senescence-accelerated prone mouse (SAMPS) fed with
normal diet (SP8 ND), high-fat diet (SP8 HF), or high-fat diet plus
resveratrol (SP8 HF + RV). Data represented observed mean =+ standard
error of the mean (SEM) (n =9 for each group). *p <0.05; ***p <0.001
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Fusion and fission processes are implicated in mitochon-
drial efficiency in the cell. We found that the fusion marker,
DRP1, did not change along groups (Fig. 8a), OPA1 protein
levels diminished in SAMP8-HF mice (p <0.01), whereas fis-
sion MFN2 protein levels increased in SAMP8-HF mice in
reference to SAMP8-ND (p<0.0001). Resveratrol-fed ani-
mals reversed the decrease in OPA1 (p<0.01) and increased
the MFN2 levels induced by HF (p<0.001) (Fig. 8b, c).
Electronic microscopy showed small and round-shaped mito-
chondria in SAMP8-HF mice in contrast with SAMP8-HF +
RV samples (Fig. 9a, b). In addition, an increase in large
mitochondria number after animals were treated with resver-
atrol was determined (Fig. 9¢) and reinforced by changes in
(VDACI-porin) protein expression (Fig. 9d).

Participation of Wnt Pathway in the Resveratrol Effect
After Metabolic Stress Due to High-Fat Diet

The canonical Wnt/(3-catenin pathway has an important
role in neuroprotection. HF was able to increase protein
expression of Wnt receptor components, such as LRP6
and in proteins participating in complexes regulated by
activation of Wnt mediators, such as axinl, Dvl3, or
GSK3p in SAMP8 mice (Fig. 10a—d). Other participants
in Wnt pathway, such as Wnt3a or Naked2, did not mod-
ify protein expression (data no shown). In addition, a sig-
nificant increase in Dickkopfl (DKK), antagonist of Wnt
pathway, was determined in SAMPS-HF (Fig. 10e). The
main target of the activation of this (3-catenin pathway
was found activated in SAMP8-HF + RV (p<0.05),
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Fig. 3 Results of spatial learning
and memory in the Morris water
maze (MWM) test in senescence-
accelerated prone mouse
(SAMPR) fed with normal diet
(SP8 ND), high-fat diet (SP8 HF),
or high-fat diet plus resveratrol
(SP8 HF + RV). a Escape latency
time to reach the hidden platform
during training days. b Trail
distance in platform zone during
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accordingly with reduction in GSK3f (Fig. 10d) but sig-
nificantly diminished in SAMPS8-HF, p<0.01 (Fig. 10f).

Other targets of GSK33 comprise tau protein phosphory-
lation. In our experimental model, a significant increase in the
degree of phosphorylation in several tau epitopes (Ser*™?,
Tyr*®, and Ser’®® residues) was found in SAMPS-HF.
Hyperphosphorylation was significantly prevented in
SAMP8-HF + RV mice (Fig. 11a—d).

Discussion

Growing evidence supports a link among diabetes, cognitive
dysfunction, and aging [44]. Moreover, metabolic mechanism
of AD has emerged in recent years [45]. A high level of fat in
the diet (60 %) has been demonstrated to induce significant
liver and heart alterations and impairment of metabolism in

mice [46, 47]. A HF increased AD pathology in 9 months in a
3xTg-AD mouse fed with 35 % fat with low polyunsaturated
fatty acids [48]. It is also demonstrated that diabetes leads
neurons into metabolic stress. To this respect, experimental
induction of diabetes by HF or streptozozin resulted in the
development of cognitive deficits and in increases in glial
fibrillary acidic protein, protein glycation, and amyloid beta
in models of senescence or AD [11, 34, 49]. These and other
data suggest that aberrant glucose metabolism potentiates the
aging phenotype and contributes to early damage central ner-
vous system.

SAMPS8 is a mouse strain with a senescence-related
cognitive impairment used as a model of sporadicD [19,
32, 50] with proven alterations in metabolic processes
[19, 35]. For example, Mehla et al. [34] demonstrated
relationship between glucose metabolism impairment and
learning deficits in SAMPS.
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Fig. 4 Results of elevated plus A * B
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SAMP8-HF mice were conducted to insulin resistance,
glucose intolerance, and then to metabolic stress conditions,
in a similar way to that shown by previous works [34].
Moreover, here we demonstrate impairment in cognitive
scores in SAMPS-HF, in line with the findings reported pre-
viously in this paper, under similar metabolic stress conditions
in mice, compared with SAMPS8. Moreover, a significant pre-
ventive effect in cognitive impairment exhibited by SAMPS§-
HF in resveratrol-treated animals was demonstrated. Increase
in DI in NORT and results in the MWM demonstrated an
improvement in hippocampal cognition capabilities when an-
imals were fed with HF + RV and that these were lost after HF
diet. Furthermore, resveratrol improved learning and memory
beyond the scores of SAMPS fed with ND.

Growing evidences demonstrated that metabolic stress
altered biogenesis fusion-fission processes in aging and in
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K

Fig. 5 Results of open-field test (OFT) in senescence-accelerated prone
mouse (SAMPS) fed with normal diet (SP8 ND), high-fat diet (SP8 HF),
or high-fat diet plus resveratrol (SP8 HF + RV). a Horizontal activity
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neurodegenerative disorders such as AD, Parkinson’s dis-
ease, Huntington’s disease, and amyotrophic lateral scle-
rosis. Mitochondrial dynamics properties, such as mito-
chondrial fission/fusion, trafficking, or biogenesis, play a
key role in neuronal function and survival. Enhanced fis-
sion causes abnormal mitochondrial organelles that are
removed by autophagic processes, while fusion leads to
a decrease in mitochondrial number and the formation of
larger and round mitochondria, favoring the production of
mitochondria energy efficacy. Mitochondrial fusion is
tightly regulated by proteins such as OPA1, MFNI1, and
MFN?2, and fission machinery is formed by proteins FIS1
and DRP1. The imbalance between these two processes is
critical for mitochondrial function. In neurodegenerative
conditions as AD but also in chronological aging, changes
in fusion/fission imbalance were reported [18, 51].
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(cm). b Vertical activity (number of rears). Data represented observed
mean + standard error of the mean (SEM) (n=9 for each group).
**p<0.01
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Fig. 6 Representative Western blot and quantifications for pro-
inflammatory gene expression for a interleukin-6 (IL-6) and b tumor
necrosis factor alpha (TNF-o) in senescence-accelerated prone mouse
(SAMPS) fed with normal diet (SP8 ND), high-fat diet (SP8 HF), or
high-fat diet plus resveratrol (SP8 HF + RV). Gene expression levels

We found that metabolic stress in SAMP8-HF changed the
expression of OPA1 and MFN2 but that it did not induce any
variation in DRP1. Reduced expression of OPA1 by HF
mimics what occurs in patients with AD, whereas increases
in MFN2 were a differential hallmark found in our hands in
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were determined by real-time PCR. ¢ SODI1, D, Sirt 1, e PGC-«, and f
pAMPK/total AMPK, in senescence-accelerated prone mouse (SAMPS)
fed with normal diet (SP8 ND), high-fat diet (SP8 HF), or high-fat diet
plus resveratrol (SP8 HF + RV). Mean + standard error of the mean
(SEM) performed in triplicate are represented. *p <0.05; **p <0.01

SAMPS8-HF. Resveratrol added to the HF diet increases both
in OPA1 and MFN2, thus indicating a potentiation in fusion
processes after resveratrol treatment.

Electronic microscopy showed significant differences in
mitochondrial number and morphology between SAMP8-
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Fig. 7 a Representative Western A CV-ATPASA
blot for oxidative phosphorylation 300 i
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HF and mice treated with resveratrol. In the imaging analysis,
we can observe a higher number of small mitochondria in
SAMPS8-HF than in SAMP8-HF + RV, indicating increases
in fusion processes. Accordingly, significant increases in I-
NDUFBS, I1I-SDNB, III-UQCRC2, and V-ATPase complexes
were found in resveratrol-treated animals, and in addition, I'V-
MTCOI1 complex was elevated in reference to the control diet,
stressing the protective role of resveratrol in mitochondrial
functioning. Moreover, SAMP8-HF presented a significant
diminution in VDAC1-porin protein expression, indicating a
reduction in the mitochondrial biogenesis process. VDCA1-
porin belongs to a family of the most abundant proteins in the
outer mitochondrial membrane and participates in the trans-
port pathway of numerous metabolites but, in addition is con-
sidered, jointly with PGCle, as a marker of mitochondrial
biogenesis [13]. After a resveratrol-enriched diet, VDACI-
porin levels returned to those of control diet-fed SAMPS, ac-
cording to an increase in biogenesis activation observed by
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electronic microscopy and the increase in OXPHOS capabil-
ities in resveratrol-treated animals. Lagouge and colleagues
[52], demonstrated that resveratrol rendered an increase in
mitochondrial biogenesis in peripheral tissues from HF-fed
mice. The beneficial effects of resveratrol on cognitive impair-
ment are described elsewhere [30, 31] and are nearly, in part,
mediated by the Sirtl-PGC1x-AMPK axis [53]. However,
controversy exists because resveratrol activity appears to be
dependent on experimental system and tissue; for example,
Menzies et al. [54] demonstrated that resveratrol augments
mitochondrial mass and complex V content, increasing
AMPK activation and Sirtl protein levels but without
PGC1ax modification. We did not find changes in the protein
expression of PGCl«, nor in Sirtl, but AMPK activation was
induced in resveratrol-treated animals, as well as changes in
mitochondrial dynamics and accordingly the evident and
strong changes induced by this polyphenol in the behavior
of SAMP8-HF. These molecular and behavior changes found
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Fig. 8 Representative Western A B
blot and quantifications for a
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in our model fostered the beneficial effects of resveratrol in
brain function under metabolic stress.

As is known, impaired energy production by mitochondri-
on is accompanied by an increase in ROS production, and
when a metabolic stress is present, it can be prevented by
using a potent antioxidant such as resveratrol. In fact, gene
expression experiments demonstrate that resveratrol reduced
IL-6 and TNF-« levels in SAMP8-HF treated with resveratrol,
jointly with changes in the protein levels of SODI. Slight,
although not significant, increases in /L-6 and TNF-x were
observed in SAMPS8-HF in reference to SAMP8-ND, indicat-
ing that the metabolic stress induced by HF employed was
moderate but sufficiently sustained, as a hormetic mechanism,
to induce changes in behavior parameters, mitochondrial bio-
genesis, and function.

It is described that TNF-« acts closely with Wnt pathway to
control a number of cellular functions, from bone to hemato-
poiesis [55-57]. Wnt signaling is an important pathway in
neurogenesis and in cancer processes, but also in neuroprotec-
tion [58]. Because TNF-« gene expression levels changed
under HF, we delved deeper into altered cellular processes

after the occurrence of this metabolic stress by performing
screening in the protein levels of different Wnt signaling
elements.

Wnt pathway regulation has been the object of growing
interest, aside from its pivotal role in neurogenesis and cancer
processes, in neuroprotective participation and its possible
importance as a possible target for developing drugs against
neurodegenerative diseases ([27, 58]). The canonical
Whnt/(3-catenin pathway requires a co-receptor from proteins
belonging to the low-density lipoprotein receptor (LDLR)
family, such as LRP5 and LRP6. Upon stimulation with
Wnt, LRP6 is phosphorylated by kinases such as GSK3f3
and subsequently recruitment of axin to the membrane. In
the absence or inhibition of Wnt stimulation, activation of
GSK3f prompted degradation of (3-catenin (for review, see
[597).

Wnt pathway-specific disturbances in SAMPS brain have
been showed [60]. Here, we demonstrated a significant dimi-
nution in active (3-catenin in SAMPS-HF, indicating an effec-
tive inhibition of Wnt pathway in SAMP8 under metabolic
stress. The role of resveratrol in cancer and proliferative cell
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Fig. 9 Electron microscopy images of mitochondria in dentate gyrus of
senescence-accelerated prone mouse (SAMPS) fed with a high-fat diet
(SP8 HF), scale bar 2-pm, or b high-fat diet plus resveratrol (SP8 HF +
RV). Close examination reveals increased numbers of rounded and small
mitochondria in SAMP8 with HF diet. Mitochondria are larger in SAMP8

mechanisms by inhibiting Wnt pathway has been widely de-
scribed [61-64]. In our hands, resveratrol is able to recover
Wnt system by inducing changes in axinl, DvI3, and GSK3f
expression and most important increasing active f3-catenin
levels in SAMP8-HF. The recovery of the (3-catenin active
form in hippocampus by resveratrol demonstrated a new ben-
eficial role of this polyphenol in brain, through Wnt pathway
regulation. Activation of (3-catenin by resveratrol can explain
also the decrease in TNF-o and /L-6 expression; therefore, this
indirect antioxidant effect, through Wnt activation, could play
a key role in mitochondrial functioning and neuronal health,
as demonstrated by the recovery of some cognitive function in
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with HF + RV. Scale bar 2 pm and 500 nm (inset). ¢ Bar chart showing
relative larger mitochondria content. d Representative Western blot and
quantifications for VDACI. Bars represent mean + standard error of the
mean (SEM), and values are adjusted to 100 % for SAMPS8 levels with
ND. *p<0.05

SAMP8-HF + RV. Conversely, resveratrol also slightly in-
creased DKK, a known inhibitor of Wnt; this can be explained
as due to that Wnt signaling can promote the expression of
several Wnt pathway components, including Fz, LRP5/6,
DKK, or axin [65].

The neuroprotective role of resveratrol treatment of
metabolically stressed SAMP8 was also demonstrated by
an inhibition in GSK3f3 kinase activity and reduced tau
hyperphosphorylation and increased total microtubule-
associated protein (MAP). Although APP cascades are
related with OS as well as with tau hyperphosphorylation,
we did not found changes in the amyloid precursor
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Fig. 10 Results of Wnt pathway in senescence-accelerated prone mouse
(SAMP8) in SAMPS fed with normal diet (SP8 ND), high-fat diet (SP8
HF), or high-fat diet plus resveratrol (SP8 HF + RV). Representative
Western blot and quantification for a axinl, b Dvl3, ¢ total GSK3f3, d

protein (APP), a hallmark for SAMPS model, processing
pathway nor with HF nor with resveratrol treatment. In
this manner, we did not observed changes in ADAM-10,

p-Y216-GSK3f3, e DKK, and f (3-catenin ABC. Bars represent mean
+standard error of the mean (SEM), and values are adjusted to 100 %
for SAMPS levels with ND. *p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001

BACEI, or APP gene expression (data not shown), as
occurs in SAMPS8 under pharmacological or not pharma-
cological interventions [32, 66, 67].
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Fig. 11 Representative Western A B
blot and quantification for a Tau Tau total (55 kDa) e s == —T T 1 Taup205 (S5 kDa) s e o S B8
total, b ratio p-Tau (T205)/Tau, ¢ -
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In conclusion, HF induced, as described, metabolic stress ~ References
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Mecanismos implicados en la neurodegeneracion inducida por dieta grasa en modelos de senescencia

RESUMEN

La inflamacion y el estrés oxidativo son procesos que tienen un impacto
negativo en el organismo, afectando las funciones cognitivas y cerebrales, este
efecto es més evidente en la senescencia. El resveratrol es un compuesto que
se ha postulado como un potente antioxidante natural con efectos anti-

inflamatorios y con propiedades rejuvenecedoras.

Para conocer mejor el papel del resveratrol sobre la cognicién, inflamacion y el
estrés oxidativo en el envejecimiento se indujo estrés metabdlico con una
dieta alta en grasas (HF) en ratones de la cepa C57BL/6J envejecidos (24
meses de edad) y se compararon con ratones controles jévenes de 8 semanas.
La dieta grasa produjo alteraciones en la memoria y cognicién de los ratones
en comparacién con los controles viejos y jovenes. Estos cambios fueron
prevenidos por el resveratrol. Los ratones viejos con HF presentaron un
incremento  significativo en la expresién de genes de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, Cxcl10, IL-1, IL-6, Ccl3), las cuales se vieron disminuidas
con el resveratrol. Sin embargo, los marcadores de estrés oxidativo
presentaron cambios muy discretos. Ademas, el resveratrol modulé cambios
en vias metabdlicas implicadas en la senescencia y el rejuvenecimiento,
induciendo incrementos significativos en los complejos CllII-UQCRC2, CIV-
MTCO1 y ClI-SDHB de la cadena OXPHOS y modificando el eje SIRT1-AMPK-
PGC1a, en donde se obtuvieron incrementos en los niveles de expresion de
SIRT1 y se revirtié la fosforilaciéon de AMPK inducida por la HF, actuando el

resveratrol como un activador directo tanto de SIRT1 como de AMPK.
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Ademas, el resveratrol también demostré cambios en las marcas epigenéticas
que dependen del estrés oxidativo, disminuyendo el porcentaje de los niveles
de metilacién global (5mC) y de los niveles de expresiéon de la enzima
metiltransferasa Dnmt3b, el resveratrol también redujo la expresién del gen de

la deacetilasa Hdac2.

En general, los resultados mostraron la importancia del papel integrador de los
diferentes mecanismos celulares en los efectos nocivos de la edad en la
cognicion y el papel beneficioso del resveratrol. Este trabajo muestra una
gamma amplia de procesos modificados en la vejez y por el estrés metabdlico,
ponderando la importancia de cada uno y el papel del resveratrol como una

posible estrategia para contribuir al envejecimiento saludable.
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Abstract

Inflammation and oxidative stress (OS) are key points in age progression. Both processes impact negatively in
cognition and in brain functions. Resveratrol (RV) has been postulated as a potent antioxidant natural com-
pound, with rejuvenating properties. Inducing a metabolic stress by high-fat (HF) diet in aged C56/BL6 (24
months) led to cognitive disturbances compared with control age mated and with young mice. These changes
were prevented by RV. Molecular determinations demonstrated a significant increase in some inflammatory
parameters (TNF-o, Cxcll0, IL-1, IL-6, and Ccl3) in old mice, but slight changes in OS machinery. RV mainly
induced the recovery of the metabolically stressed animals. The study of key markers involved in senescence
and rejuvenation (mitochondrial biogenesis and Sirt1-AMPK-PGC1-«) demonstrated that RV is also able to
modulate the changes in these cellular metabolic pathways. Moreover, changes of epigenetic marks (methyl-
ation and acetylation) that are depending on OS were demonstrated. On the whole, results showed the im-
portance of integrative role of different cellular mechanisms in the deleterious effects of age in cognition and
the beneficial role of RV. The work presented in this study showed a wide range of processes modified in old
age and by metabolic stress, weighting the importance of each one and the role of RV as a possible strategy for
fighting against.

Keywords: aging, neurodegeneration, behavior, cognition, metabolic stress, mitochondrial dynamics, resveratrol

Introduction

N INCREASED AGED population comprises the social
landscape in the XXI century. It is estimated that be-
tween the years 2012 and 2050, the world population aged
60 and over will nearly double from 2015 to 2050, growing
by 56%, reaching nearly 2.1 billion." In addition, “‘oldest-
old”’ persons (people aged 80 years and over) are growing
even faster than the number of old individuals. The expan-
sion in aged population will exert an impact on the economic
burden of the care and treatment of age-related diseases. Thus,
a challenge in facing the aging progress is to reduce the im-
pact of aging on health. In this respect, diet and the many
bioactive substances present in food represent a novel target
for interventions that may promote healthy brain aging.
Emerging evidence suggests that aside from oxidative
stress (OS) and the loss of homeostatic processes with age,
there are several cellular processes that may serve as a po-

tential avenue for reducing the incidence of debilitating
diseases in age and to halt the progression of cognitive de-
cline associated with aging. Identifying these processes and
their weight in the progression of aging is basic knowledge
in considering them as possible targets to act on specific
targets for ameliorating the universally harmful processes as-
sociated with aging, driving strategies toward healthy aging.

OS and inflammation are the basis of aging theories,? and
another key to cell dysfunction in aging lies in the mito-
chondria. Aging cells cope less efficiently with metabolism
deregulations. Metabolic stress is the hypermetabolic cata-
bolic response to severe injury or disease, and the modern
notion of metabolic stress also includes disturbances in
proteostasis and the activation of signaling pathways that
mediate cellular stress.” Metabolic stress has been demon-
strated to induce a number of cellular process impairments
such as mitochondrial changes, reduced metabolic rate,
radical oxygen species (ROS) produced by mitochondria,*
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and finally, the inflammation process, which can impact on
the health of individuals, including the central nervous
system (CNS).5 Feeding mice with a high-fat (HF) diet in-
duced glucose metabolism disturbances with increases in
weight and insulin resistance.® In APP/PS1 mice, in an ex-
tended model of Alzheimer’s disease (AD), HF produced
cognitive disturbances, jointly with changes in the insulin
pathway, an increase in tau kinase activity and tau hyper-
phosphorylation, and changes in amyloid beta production,
demonstrating the role of insulin resistance in AD.” Meta-
bolic stress increases cognitive impairment in SAMPS, a
murine model of senescence. In this model, in addition to
OS and inflammation, the implication of the Wnt pathway
has been related with changes in the hallmarks of AD
characteristics in these animals.®

Diet is an important component of healthy brain aging,
and the consumption of a HF diet is known to increase the
risk of AD. In addition, there is evidence that nutritional
stimuli can modify epigenetic mechanisms, such as DNA
methylation.” DNA methylation/demethylation plays a cru-
cial role in gene regulation and could also be responsible for
the presentation of senescence. For example, being fed a
chronic HF diet mice (from weaning to >15 weeks of age)
altered the patterns of DNA methylation in the brain,'® and
the OS and inflammation that increase by HF diet are
thought to be important contributors of DNA hypermethy-
lation. However, contradicting this is the fact that global
DNA hypomethylation has been found in aging brains.'"'?
Although there are other reports on AD-brain global DNA
methylation changes in the opposite direction, differences
are likely due to that the authors studied different brain re-
gions and used different methylation detection techniques."

NeuroD6 is a member of the neurogenic bHLH NeuroD
family, which are proteins involved in the development and
differentiation of the CNS, mediating neurogenic processes.
Learning and memory processes have been related with
progenitor cell proliferation and hippocampal neurogenesis.
Increasing evidences support the relationshiP between adult
hippocampal neurogenesis and learning.'*'> Moreover, it
is also known that neurogenesis processes are impaired with
physiological aging.'®!'” It is noteworthy that recently, new
role has been described for NeuroD6 as a regulator of ROS
homeostasis through the triggering of an antioxidant re-
sponse coordinated with the expression of key mitochon-
drial regulators, such as PGC-1o and SIRTI, resulting in
low ROS levels."®

Resveratrol is known to extend life span.'® This polyphe-
nol has attracted wide attention because of its antioxidant
and anti-inflammatory effects.”*' Resveratrol increases
AMPK activity and improves insulin sensitivity.”*> AMPK
is an energy sensor that regulates energy homeostasis and
metabolic stress. By affecting glucose and lipid metabolism,
the energy balance is closely related with obesity and type 2
diabetes. Activation of AMPK is responsible for metabolic
changes through phosphorylation of downstream substrates,
such as Acetyl-CoA Carboxylase and Glycogen Synthase
Kinase 3 (GSK-3), which are directly related with fatty acid
oxidation and glycogen synthesis, respectively.*?

The goal of this work was to pinpoint the importance of
metabolic stress in physiologically aged animals regarding
cognition and determining the molecular changes underly-
ing the loss of cognitive capabilities, disclaiming noncrucial

PALOMERA-AVALOS ET AL

processes in old animals, and focusing on new possibilities
of the beneficial effect of resveratrol in the oldest.

Methods
Animals

Male C57BL/6] mice 22 months of age were random-
ized in four experimental groups and following 8 weeks of
treatment were euthanized under anesthesia. The normal
diet (ND; n=9) group had ad libitum access to a standard
chow diet (2018 Teklad Global 18% Protein Rodent Diet;
Harlan Teklad, Madison, WI) and tap water; Resveratrol
group (RV; n=9) had access to standard chow diet enriched
with the polyphenol (1 g/kg, w/w). The HF (n=11) group
was fed a diet consisting of a (AIN-93G) diet modified to
provide 60% of calories from fat (HF: carbohydrate:pro-
tein:fat ratio of 16:23:61%). Finally an HF diet containing
1 g/kg w/w, resveratrol (HF+RV; n=9). Resveratrol chow
(both ND and HF) was formulated to provide daily doses of
~ 160 mg/kg to the mice. In addition, a fifth group of young
(8 weeks) mice were added (n=12) to have a young co-
hort. Mice were treated according to European Community
Council Directive 86/609/EEC and the procedures estab-
lished by the Department d’ Agricultura, Ramaderia i Pesca
of the Generalitat de Catalunya, Spain. Every effort was
made to minimize animal suffering and to reduce the number
of animals used in this study.

Glucose curve

The intraperitoneal (i.p.) glucose tolerance test was per-
formed following 8 weeks of HF diet feeding, as de-
scribed previously.?* In brief, mice were fasted overnight for
16 hours. The test was performed in a quiet room, preheated
to +30°C. The tip of the mouse’s tail was cut with the
heparin-soaked (Heparina Rovi, 5000IU/mL; Rovi S.A.,
Madrid, Spain) scissors 30 minutes before a 1 g/kg i.p. glu-
cose injection (diluted in H,O). Blood glucose levels were
measured 0, 5, 15, 30, 60, and 120 minutes after the glucose
injection with the Ascensia ELITE blood glucose meter
(Bayer Diagnostics Europe, Ltd., Dublin, Ireland).

Novel object recognition test

The test was conducted in a 90°, 2-arm, 25-cm long 20-
cm high maze.” Light intensity in the middle of the field
was 30 lux. The objects to be discriminated were plastic
figures (object A, 5.25-cm high and object B, 4.75-cm high).
First, the mice were individually habituated to the apparatus
for 10 minutes for 3 days. On day 4, they were submitted to
a 10-minute acquisition trial (first trial) during which they
were placed in the maze in the presence of two identical
novel objects (A+ A or B+B) that was placed at the end of
each arm. A 10-minute retention trial (second trial) occurred
2 hours later. During this second trial, objects A and B were
placed in the maze, and the times that the animal took to
explore the new object (tn) and the old object (to) were
recorded. A discrimination index (DI) was defined as (tn-to)/
(tn+to). To avoid object preference biases, objects A and B
were counterbalanced so that one half of the animals in each
experimental group were first exposed to object A and then
to object B, whereas the remaining one half of the animals
first saw object B, whereupon object A was presented. The
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maze, the surface, and the objects were cleaned with 70°
ethanol between the animals’ trials to eliminate olfactory cues.

Morris water maze test

An open circular pool (100cm in diameter and 50 cm in
height) was filled halfway with water,”® and the water
temperature was maintained at 22°C+1. Two principal
perpendicular axes were defined; thus, the water surface was
divided into four quadrants (NE, SE, SW, and NW), and five
starting points were set (NE, E, SE, S, and SW). Four visual
clues were placed on the walls of the tank (N, E, S, and W).
Nontoxic white latex paint was added to make the water
opaque, and a white escape platform was submerged 1cm
below the water level (approximately in the middle of one of
the quadrants).

The animals’ swimming paths were recorded by a video
camera mounted above the center of the pool, and the data
were analyzed with SMART® version 3.0 statistical soft-
ware. The learning phase consisted of 6 days of trials for
each mouse. The animals were submitted to five trials each
day starting from the positions established (in random order)
and without a resting phase between each trial and the
subsequent one. At each trial, the mouse was placed gently
into the water, facing the wall of the pool, and allowed to
swim for 60 seconds. If not able to locate the platform in the
latter time period, the mouse was guided to the platform by
the investigator. Animals were left on the platform each
time for 30 seconds to allow spatial orientation.

The parameters measured were latency time in finding the
platform, time spent in each quadrant, and distance swum
for each trial; the mean was calculated for each trial day. A
memory test was performed at the end of the learning days,
in which the platform was removed, and the time spent by
each mouse in each quadrant was measured.

Open field test

The open field test (OFT) apparatus was constructed of
white plywood (50 x50 x 25 cm).?” Red lines were drawn to
divide the floor into 25-cm squares. Behavior was scored
with SMART version 3.0 software, and each trial was re-
corded for later analysis, utilizing a camera fixed to the

ceiling at a height of 2.1 m situated above the apparatus.
Mice were placed at the center, or at one of the four corners,
of the open field and allowed to explore the apparatus for 5
minutes. After the 5-minute test, the mice were returned to
their home cages, and the open field was cleaned with 70%
ethyl alcohol and allowed to dry between tests. To assess
the animals’ habituation process to the novelty of the arena,
the mice were exposed to the apparatus for 5 minutes on
2 consecutive days. The behaviors scored included Line
Crossing, Center Entries, Center Stay Duration, Rearing,
Defecation, and Urination. Each animal was then given a
score for total locomotor activity, which was calculated as
the sum of total distance, line crosses, and number of rears.

Brain isolation and Western blot analysis

Mice were euthanized 1 day after the last Morris water
maze (MWM) trial was conducted and brain quickly re-
moved from the skull. Hippocampus was dissected and
frozen in powdered dry ice and maintained at —80°C for
further use. Tissue samples were homogenized in lysis buffer
containing phosphatase and protease inhibitors (Cocktail II;
Sigma), and cytosol and nuclear fractions were obtained as
described elsewhere. Protein concentration was determined
by the Bradford method. Twenty micrograms of protein
was separated by sodium dodecyl sulfate—polyacrylamide
gel electrophoresis (8%—15%) and transferred onto poly-
vinylidene difluoride membranes (Millipore). The mem-
branes were blocked in 5% nonfat milk in Tris-Buffered
Saline solution containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) for
1 hour at room temperature, followed by overnight incu-
bation at 4°C with primary antibodies diluted in TBS-T and
5% Bovine Serum Albumin as follows: OXPHOS cocktail
(1:500; MitoSciences), total GSK-3f (1:1000; Cell Signal-
ing), p-Ser9 GSK-3f (1:1000; Cell Signaling), DvI3
(1:1000; Cell Signaling), Dickkopfl (1:500; Santa Cruz), f3-
catenin ABC (1:1000; Millipore), nuclear factor-kappa beta
(NF-kB) (1:1000; Cell Signaling), Nrfl (1:500; Santa Cruz),
p-AMPK and total AMPK (1:2000; Cell Signaling), PGC-
loe (1:500; Santa Cruz), DRP1 (1:1000; Abcam), OPA1
(1:1000; BD Transduction Laboratories™), Bax (1:1000;
Millipore), Mitofusin 1 (1:1000; Millipore), Catalase (1:1000;

TABLE 1. QRT-PCR PrRIMER SEQUENCES USED WITH SYBR GREEN SUPERMIX

Primers Forward sequence (5-3") Reverse sequence (3’-5')
TNF-o TCGGGGTGATCGGTCCCCAA TGGTTTGCTACGACGTGGGCT
Cxcll0 GGCTAGTCCTAATTGCCCTTGG TTGTCTCAGGACCATGGCTTG
IL-1 ACAGAATATCAACCAACAAGTGATATTCTC GATTCYYYCCTTTGAGGCCCA
IL-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT
Ccl3 ACTGCCTGCTGCTTCTCCTACA AGGAAAATGACACCTGGCTGG
iNOS GGCAGCCTGTGAGACCTTTG GAAGCGTTTCGGGATCTGAA
Cox2 TGACCCCCAAGGCTCAAATA CCCAGGTCCTCGCTTATGATC
Aldh2 GCAGGCGTACACAGAAGTGA TGAGCTTCATCCCCTACCCA
Neurod6 TGCGACACTCAGCCTGAAAA TCTGGGATTCGGGCATTACG
Sirt] AACACACACACAAAATCCAGCA TGCAACCTGCTCCAAGGTAT
Dnmt3b TGCCAGACCTTGGAAACCTC GCTGGCACCCTCTTCTTCAT
Hdacl TCACCGAATCCGCATGACTC TCTGGGCGAATAGAACGCAG
Hdac?2 CTATCCCGCTCTGTGCCCT GAGGCTTCATGGGATGACCC
p-Actin CAACGAGCGGTTCCGAT GCCACAGGTTCCATACCCA

qRT-PCR, quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction.
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Cell Signaling), and GAPDH (1:2000; Millipore). Membranes
were then washed and incubated with secondary antibodies for
1 hour at room temperature. Immunoreactive proteins were
visualized utilizing an Enhanced ChemilLuminescence-
based Detection Kit (ECL Kit; Millipore), and digital
images were acquired using a ChemiDoc XRS+System
(Bio-Rad). Band intensities were quantified by densitomet-
ric analysis using Image Lab software (Bio-Rad), and values
were normalized to GAPDH.

Global DNA methylation quantification

For global DNA, methylation was performed according to
the manufacturer’s instructions, first using the FitAmpTM
Blood and Cultured Cell DNA Extraction Kit, which is de-
signed for rapid isolation of pure genomic DNA from a small
amount of blood or mammalian cells. The second part was
carried out using the MethylFlash Methylated DNA Quantifi-
cation Kit (Epigentek, Farmingdale, NY). Briefly, methylated
DNA was detected utilizing capture and detection antibody to
5-mC and then quantified colorimetrically by reading absor-
bance at 450nm using the Microplate Photometer. The ab-
solute amount of methylated DNA (proportional to the optical
density [OD] intensity) was measured and was quantified
using a standard curve plotting OD values versus five serial
dilutions of control methylated DNA (0.5-10ng).

RNA extraction and gene expression determination

Total RNA isolation was carried out by means of Trizol
reagent following the manufacturer’s instructions. RNA
content in the samples was measured at 260 nm, and sample
purity was determined by the A260/280 ratio in a Nano-
Drop™ ND-1000 (Thermo Scientific). Samples were also
tested in an Agilent 2100B Bioanalyzer (Agilent Technol-
ogies) to determine the RNA integrity number. Reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was
performed as follows: 2 ug of messenger RNA (mRNA) was
reverse-transcribed using the High Capacity (comple-
mentary DNA) cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Real-time quantitative PCR (qPCR) was uti-
lized to quantify the mRNA expression of inflammatory
genes interleukin 6 and 1 (IL-6 and IL-1), tumor necrosis
factor alpha (TNF-u), C-X-C motif chemokine (Cxcl10), C-
C motif ligand 3 (Ccl3), Aldehyde dehydrogenase 2 (Aldh2),
inducible Nitric Oxide Synthase (iNOS), Cyclooxygenase 2
(Cox2), and aldehyde oxidase 1 (Aox/) and epigenetic en-
zyme genes DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha
(Dnmt3a), DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta
(Dnmt3b), Histone deacetylase 1 (Hdacl), Histone deace-
tylase 2 (Hdac2), Sirtuin 1 (Sirtl), and Neuronal differen-
tiation 6 (Neurod6). Normalization of expression levels was
performed with actin for SYBR Green and TATA-binding
protein (Tbp) for TagMan.

TABLE 2. QRT-PCR PRIMER SEQUENCES
USED WITH TAQMAN PROBE

Primers Probes
Dnmt3a Mm00432881_m1
Tbp MmO00446971_m1

gRT-PCR, quantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction.
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The primers used are presented in Tables 1 and 2. Real-
time PCR was performed on the StepOnePlus Detection
System (Applied Biosystems) using the SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Each reaction mixture
contained 7.5 uL. of cDNA, whose concentration was 2 ug,
0.75 pLL of each primer (whose concentration was 100 nM),
and 7.5 uL of SYBR Green PCR Master Mix (2X).

Data were analyzed utilizing the comparative Cycle
threshold method (AACt), where the actin transcript
level was used to normalize differences in sample loading
and preparation. Each sample (n=4-5) was analyzed in
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FIG. 1. Results of body weight, caloric intake, and glu-

cose test in C57BL/6J mice. (A) Body weights of mice fed
with normal diet (ND young n=12 and ND old n=9), re-
sveratrol (RV old n=9), high-fat diet (HF old n=11), or
high-fat diet plus resveratrol (HF+RV old n=9). (B) Plasma
levels of glucose 1g/kg i.p. administration. (C) Glucose
AUC after 2 hours glucose injection. Data represented ob-
served mean = SEM. For compared groups, we did ANOVA
One way. AUC, area under the curve; HF, high fat; i.p.,
intraperitoneal; ND, normal diet; RV, resveratrol; SEM,
standard error of the mean.
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triplicate, and results represented the n-fold difference of
transcript levels among different samples.

Statistical analysis

Data are expressed as mean * standard error of the mean.
The trapezoidal rule was used to determine area under the
curve. Means were compared with two-way analysis of
variance and post hoc analysis. Comparisons were per-
formed for young/ND old/RV old and ND old/HF old/
HF+RV old. Statistical significance was considered when
p-values were <0.05. Statistical outliers were performed out
with the Grubbs test and were removed from analysis.

Results
Weight evolution and glucose tolerance test

Mouse groups under HF diet exhibited exponential in-
crease in body weight (BW) for up to 8 weeks (Fig. 1A).
This gain was absent in ND old animals and was slightly
present in young animals (Fig. 1A). Persistent high-blood
glucose levels between 20 and 90 minutes of glucose tol-
erance test at 8 weeks post HF diet treatment in mice in-
dicated systemic failure to reduce blood glucose, implying
sustained insulin resistance induced by HF diet during
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8 weeks (Fig. 1B). When RV was added to diet (ND and
HF), no changes were observed in BW.

Cognitive studies: learning and memory

Results obtained in the OFT indicated that the HF groups
exhibited a significant increase in time spent in the center
zone with respect to ND group old (Fig. 2A), paralleling the
time spent in border zone (Fig. 2B); RV increased, in a no-
significant manner, the time spent in center open field
compared with ND old (Fig. 2A); and no differences were
observed in locomotor activity (Fig. 2C). In the novel object
recognition test (NORT), we found that mice fed with HF
diet had a lower DI with respect to ND old (Fig. 2D),
demonstrating that SAMPS fed with HF diet exhibited im-
paired memory capabilities compared with old SAMPS fed
with ND or HF-RV.

The results obtained in spatial learning acquisition and
retention in the MWM test are illustrated in Figure 3A and
Table 3. All mouse groups were able to learn along the trial
days, although young animals accomplished this faster than
old animals. Results obtained in MWM memory test were
very variable across the different parameters studied, prob-
ably because the advanced age in addition to the weight gain
in HF animals reduced the reliability of this test under our
experimental condition. Therefore, despite a trend to lower
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FIG. 2. Results of OFT and the NORT in C57BL/6J young and old fed with normal diet (ND young n=12 and ND old
n=9), resveratrol (RV old n=9), high-fat diet (HF old n=11), or high-fat diet plus resveratrol (HF+RV old n=9). (A) Time
spent in center zone in the OFT. (B) Time spent in border zone in the OFT. (C) Locomotor activity in the OFT. (D)
Discrimination index in the NORT. Data represented observed mean+ SEM. For compared groups, we did ANOVA One

way. *Significant differences between ND old groups versus ND young and RV groups, p <0.05.

5B’Signiﬁcant differences

between ND old groups versus HF and HF+RV groups, p <0.05. NORT, novel object recognition test; OFT, open field test.
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FIG. 3. Results of spatial learning and memory in the
Morris water maze in C57BL/6J young and old fed with
normal diet (ND young n=12 and ND old n=9), resveratrol
(RV old n=9), high-fat diet (HF old n=11), or high-fat diet
plus resveratrol (HF+RV old n=9). (A) Escape latency
time to reach the hidden platform during training days. (B)
Velocity. Data represented observed mean+SEM. For
compared groups we did ANOVA One way. *Significant
differences between ND old groups versus ND young and
RV groups, p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. $Signiﬁcant
differences between ND old groups versus HF and HF+RV
groups, p <0.05.

performance by HF old, no significant memory differ-
ences were obtained (from 20% to 24%-27% time in
platform; Table 3). The most robust result was swimming
velocity (Fig. 3B). This parameter revealed a significant
decrease in swim velocity in old animals with respect to
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young mice and also demonstrated global amelioration in
RV-fed animals.

Molecular and biochemical changes induced
by HF in old mice: effects of resveratrol

HF induces a significant increase in the gene expression
of inflammatory cytokines TNF-o, Cxcll0, IL-1, IL-6, and
Ccl3 in old mice in reference to ND. RV induced significant
reduction in the expression of these cytokines in HF-fed
animals, but no change was determined in ND-fed old mice
after RV administration (Fig. 4A-E). Thus, the preventive
effect of RV appears only under metabolic stress induced by
HF, but not under ND conditions. It is noteworthy that only
TNF-o and Ccl3 were increased in ND old animals, whereas
the remaining cytokines determined did not change in old
compared with young animals.

We found statistical differences in iNOS gene expression
between ND and HF (Fig. SA). However, RV administration
did not modify iNOS gene expression in any experimental
groups, although a nonsignificant decrease can be observed
in HF-RV animals (Fig. 5SA). Aox! (data not shown), Cox2,
or Aldh2 gene expression did not demonstrate significant
changes in young, ND, or HF mice. RV was able to increase
in Aldh2 ND old mice in a significant manner (Fig. 5B). NF-
kB is a protein complex that is involved in cellular re-
sponses to OS in cytokines, among others. Subsequently,
gene expression as an OS effector was studied. We did not
find statistical differences between ND and HF, but RV was
able to reduce the active subunit of this transcriptional factor
significantly in ND-RV, and there was a nonsignificant trend
to diminish this in HF-RV in comparison with HF (Fig. 5C).
In contrast, catalase (CAT) levels were studied; we found
statistical differences between ND and HF, and a marginal
reversion was observed in RV-fed animals (Fig. 5D). These
results reinforced those obtained with iNOS, indicating weak
changes in the level of OS induced by HF in old compared
with young animals. Finally, cytoplasmic and nuclear pro-
tein levels for nuclear factor erythroid 2-related factor 1
(Nrfl) were determined, but no significant changes were
observed (Fig. SE-F).

To determine whether HF affects mitochondrial respira-
tory chain protein elements, OXPHOS was performed by
Western blot (Fig. 6A). Analysis revealed that no significant
changes in OXPHOS components took place in the HF
group; however, a significant increase in CIII-UQCRC?2,
CIV-MTCOIl, and CII-SDHB complexes was found in
RV-treated animals (Fig. 6C-E). Accordingly, with slight

TABLE 3. PARAMETERS MEASURED IN THE MORRIS WATER MAZE IN C57BL/6]J YOUNG AND OLD FED
WITH NORMAL DIET (ND YOUNG N=12 AND ND OLD N=9), RESVERATROL (RV OLD N=9),
HiGgH-FAT DIET (HF OLD ~N=11), OR HIGH-FAT DIET PLUS RESVERATROL (HF+RV OLD N=9)

ND young ND old HF old HF+RV old RV old
Latency to platform (first day) 43.81+1.11 47.53+1.37 48.17+0.94 46.67+1.67 42.46%1.59
Latency to platform (last day) 23.17+1.00 28.07+1.30 30.71+0.64 29.03+0.98 29.60+0.85
Distance in zone platform (%) 27+1.48 27%1.65 21t1.44 24 +£3.30 26%3.15
Time in zone platform (%) 26+2.16 25+2.74 20+1.59 25+4.05 25+3.22
Entries in zone platform 5+0.67 4+0.68 3+0.48 4+0.5 3+0.31
Velocity (cm/s) 17.27+0.48 14.59+0.29 13.16+0.32 11.99+0.40 14.851+0.41

Results are expressed as a mean * standard error of the mean.
HF, high fat; ND, normal diet; RV, resveratrol.
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FIG. 4. Pro-inflammatory gene expression for (A) TNF-a; (B) Cxcll0; (C) IL-1; (D) IL-6; and (E) Ccl3 in C57BL/6J
young and old fed with normal diet (ND young n=12 and ND old n=9), resveratrol (RV old n=09), high-fat diet (HF old
n=11), or high-fat diet plus resveratrol (HF+RV old n=9). Gene expression levels were determined by reverse transcription
PCR. Mean + SEM performed in triplicate is represented. For compared groups, we did ANOVA One way. *Significant
differences between ND old groups versus ND young and RV groups p <0.05, **p<0.01. Slgmﬁcant differences between

ND old groups versus HF and HF+RV groups, p <0.05,

changes in mitochondrial function, no changes were deter-
mined in fission or fusion processes through OPA1, DRPI,
and Mitofusin 1 proteins (Fig. 6G-I).

NeuroD6 expression demonstrated a diminution in old
animals, and RV recovered the expression of this enzyme to
young mice levels (Fig. 7A). In addition, Sirt/ gene expres-
sion levels presented significant increase in ND-RV in rela-
tion to ND, but this profile did not occur under HF diet
(Fig. 7B). In contrast, PGC-1« increased in HF with reference
to ND, while RV dietary supplementation recovered PGC-1a
protein levels in ND, but not in HF-fed animals (Fig. 7C).

$,<0.01, $

35 <0.001.

In reference to AMPK signaling, we found an increase in
pAMPK levels in old animals. The increase in phosphory-
lation levels was higher in HF group in reference to ND. RV
administration decreased pAMPK levels, achieving a profile
similar to that of ND mice (Fig. 7D). Moreover, the proa-
poptotic protein Bax was analyzed; no changes were ob-
served in protein levels by RV treatment (Fig. 7E),

Wnt pathway can be modulated by metabolic stress.
GSK-3p is one of the effectors of this pathway. RV was
able to increase the inactive form of GSK-3f (pSer9) pro-
tein levels, which reached significance in HF-fed animals
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FIG. 5. Oxidative stress markers in young and old mice C57BL/6J. Gene expression levels were determined by reverse
transcription PCR. (A) iNOS, (B) Aldh2, (C) Cox2, representative Western blot and quantification for (D) NFkB, (E)
Catalase, (F) Nrfl nucleus, and (G) Nrfl cytoplasm. Mean + SEM performed in triplicate is represented in PCR; for Western
blot the values are adjusted to 100% for levels C57BL/6J old with Normal Diet. For compared groups, we did ANOVA One
way. *Significant differences between ND old groups versus ND young and RV groups, p<0.05. S1gn1ﬁcant differences
between ND old groups versus HF and HF+RV groups, p <0.05.
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CIV-MTCOL, (E) CII-SDHB, (F) CI-NDUFBS, (G) OPA1, (H) Mitofusinl, and (I) DRP1 in C57BL/6J young and old fed
with normal diet (ND young n=12 and ND old n=9), resveratrol (RV old n=9), high-fat diet (HF old n=11), or high-fat
diet plus resveratrol (HF+RV old n=9). Bars represent mean + SEM, and values are adjusted to 100% for levels C57BL/6J
old with Normal Diet. For compared groups, we did ANOVA One way. *Significant differences between ND old groups
versus ND young and RV groups, p<0.05, **p<0.01. $Signiﬁcant differences between ND old groups versus HF and

HF+RYV groups, p<0.05.

(Fig. 8A). f-catenin, a target of this kinase through Wnt
pathway, was activated in RV-fed animals (both ND and HF
diet) (Fig. 8B). In contrast, no changes were observed in
DKK or DvI3 protein levels in the experimental groups of
interest (Fig. 8C, D).

Aging and HF were described to induce changes in epi-
genetic hallmarks. The levels of DNA methylation, DNA
MethyTtransferases (DNMT), histone demethylases, and
Histone DeACetylases (HDAC), were determined by RT-
PCR in all groups (Fig. 9A-E). Global methylation was
studied measuring 5 mC levels; we observed that RV re-
duced 5 mC levels in ND mice (Fig. 9A). DNMT did not
exhibit changes with age or diet (Fig. 9B, C). Only a re-
duction in Dnmt3b in the RV group with respect to the ND
group was shown in Figure 9C. In Hdacl expression levels,

there were no significant results (Fig. 9D). Conversely,
Hdac2 showed an increase in gene expression in old ND
animals in reference to young mice, and RV was able to
revert gene expression to young mouse levels (Fig. 9E).

Discussion

Reductions in specific cognitive abilities, such as mental
speed, executive function, and episodic memory, are com-
monly experienced in aging.”® The excessive production of
ROS is associated with inﬂammation,29 and aged rodents
exhibited exaggerated neuroinflammation and memory
deficits in response to 0S.*° We found a clear inflammatory
landscape in hippocampus in old in comparison with young
mice, which could be the consequence of the OS condition
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in aged animals, finally rendering cognitive impairment.
Furthermore, old mice showed a decrease in Neurod6 and
PGC-1alpha, which are described as physiological energetic
Sensors.

In reference to behavior parameters, in the NORT test, a
drop was demonstrated in DI values obtained in HF-fed
mice after NORT in comparison with young and old ani-
mals. RV was able to prevent cognition impairment in HF-
fed mice. MWM results reinforced the effect of RV, but did
not evidence significant changes among untreated animals,
probably due to the physical condition of aged animals. OFT
evaluates motor activity, but also assesses disinhibition be-
havior based on the aversion of mice to open spaces. HF
induced disinhibition behavior in reference to ND-fed mice
that was reversed by RV. Dementia can be gated to this
disinhibition, and AD models have shown increased disin-
hibition.>'** Thus metabolic stress induced by HF led to
behavior and cognitive disturbances in C57BL/6J old mice
that were prevented by RV.

However, enzymes related with OS (iNOS, CAT, COX2)
did not exhibit significant differences between young and
old animals, although in a number of parameters measured,
distinct tendencies can be observed, indicating that at older
ages, a standby point in oxidative markers appears to be

achieved in this strain. Accordingly, no significant changes
were found in Nrfl described as a transcription factor that
controls the basal and induced expression, regulating the phys-
iological and pathophysiological outcomes of oxidant exposure.

Because we studied aged animals, based on an impaired
condition, it should be feasible to hypothesize that aging
reduced the possibility that HF delivered a high degree of
metabolic-stress impairment, consequently high OS, as re-
ported by several authors in different animal models at
younger ages.”*?

Inducing metabolic stress in the 24-month-old C57BL/6]
strategy exhibited significant changes in several oxidative
markers, including iNOS and CAT, but none were found in
Aox1, Aldh2, Cox2, or Nrfl. RV did not induce effective
changes in oxidant parameters, except for Aldh2, an enzyme
implicated in detoxifying aldehydes that accumulate through
metabolism.*~* It is suggested that Aldh2 dysfunction may
contribute to a variety of human diseases, including car-
diovascular diseases, diabetes, neurodegenerative diseases,
stroke, and cancer. The high degree of dispersion did not
allow us to determine changes in iNOS or CAT expression
in RV-fed mice.

Despite the weak OS process present in our model, pro-
inflammatory activity, a process tightly bound to 0S,* was
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HF+RV groups, p<0.05.

demonstrated in aged animals. Inflammation comprises a
defensive response to a number of insults, including an
oxidative environment.>> Therefore, the presence of an in-
flammatory response confirmed an oxidative process in the
hippocampus of HF-fed mice. Moreover, the inflammatory

process determined might be based on the cognitive decline
demonstrated by NORT test in old animals and to a higher
degree in metabolically stressed C57BL/6J with respect to
young ND mice. This supports that inflammation was in-
duced by OS. RV, an antioxidant that is a well-known and
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well-characterized compound,36 was able to prevent in-
creases in the majority of the inflammation markers evalu-
ated in this study. Therefore, the effect of RV on the
inflammation process was demonstrated by a reduction in
the gene expression of a number of pro-inflammatory cy-
tokines (TNF-a, Cxcl-10, IL-1, IL-6, and Ccl3).

Metabolic stress induced by HF has been descrlbed
as affecting the mitochondrial respiratory chain.®** When
OXPHOS chain protein elements were studied, we did not
find changes in the HF compared with the ND group.
However, we found changes in CII-SDHB, CIHI-UQCRC2,
and CIV-MTCOI1 complexes in RV treatment. These results
agree with those obtained in previous works®?” and dem-
onstrated that RV exerts consistent action on mitochondrial
function.

The influence of metabolic stress and the effect of the
polyphenol RV, inducing significant changes in mitochon-
drial function, were reinforced through Sirtl1-AMPK-PGC-
lo. axis alteration. AMPK is a sensor key that controls

PGC-1o activity. Results in these cellular components ex-
hibited significant changes among young animals, old mice,
and HF-fed mice. Thus, we can conclude that, although no
changes in OXPHOS protein content were determined, there
was mitochondrial dysfunction in aged animals. These
changes were more marked in HF diet animals than in ND
mice. RV was able to revert AMPK phosphorylation and
achieve young animal phosphorylation levels. It was dem-
onstrated that RV can act as a direct activator of AMPK.*>3®
In our hands, apart from the antioxidant role of RV, we also
demonstrated the ability of RV to act on AMPK-PGC-1u«
axis activation and on its correlation with improvement in
cognition.

SIRT1 plays a role in metabolic rate; it may be impli-
cated in the regulation of neuronal survival®® and its over-
expression in the extended life span® induced general
cognitive enhancement and protected against AD pathology
in mice.*! Sirtuins are a family of nicotinamide adenine
dinucleotide-dependent deacetylases that are implicated in a

128


128


COGNITION, INFLAMMATION, AGING, AND RESVERATROL 13
A B Dnmt3a
4 dox
1.5
3- s $
X o 1.0 T
Q - g
3 g
= 0.54
1+ S
[
o
0- 0.0-
S \b \b > \b ) \b > \b \b
N o o » o & o » o o
o o R 3
IR R & & &
S X S X
C Dnmt3b Hdac1
1.5+ 1.5+
8 . 8
% 1.0- 2 401
Q o o
: = .
s >
] [+
2 0.5 2 0.54
5 =
3 &
0.0~
& & N & Q) © S O N
N o Q o@ ') o\ o' ')
& & K & Q o 2 X o
‘\0 Qg éo* > < st
E Hdac2
1.5+
c dedeke
K<) -
7] b
3 1.0-
g e
[}
2 0.5-
=
[]
o
0.0~
& RS > N O
S o o o 9
. L \;O Q:\ < ‘4
S &

FIG. 9.

(A) Global 5-methylated cytosine and gene expression for (B) Dnmt3a; (C) Dnmt3b; (D) Hdacl; and (E) Hdac2

in C57BL/6J young and old fed with normal diet (ND young n=12 and ND old n=9), resveratrol (RV old n=9), high-fat
diet (HF old n=11), or high-fat diet plus resveratrol (HF+RV old n=9). Gene expression levels were determined by reverse
transcription PCR. Mean + SEM performed in triplicate are represented. For compared groups, we did ANOVA One way.
*Significant differences between ND old groups versus ND young and RV groups, p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

number of physiological and pathological processes, as the
control of glucose and in lipid metabolism, cancer, genomic
stability, and DNA repair. In reference to the third pillar of
the metabolic sensor, Sirtl-AMPK-PGC-1¢, we found an
increase in the protein levels of SIRT1 solely in RV-fed
aged animals, but not in the remainder of the experimental
groups. This uniquely indicates that there were no alter-
ations in protein expression, but does not discard changes in
its activity, as will be expected by changes in AMPK
phosphorylation levels, which indicate the activation levels
of this kinase through LKB deacetylation.**** In this re-

spect, RV is also described as an activator of SIRT1 and
as being able to modify cellular response through AMPK
activation.*?

Consequently, optimal control of OS and the action on
SIRT1 and AMPK tandem by RV produced a significant
reduction in inflammation processes in old and in meta-
bolically stressed old mice.

Recently, workers at the Chiaramello laboratory have
launched the idea of the concept of NeuroD6-PGC-1o-
SIRT1 as a neuroprotective axis that may be critical in co-
ordinating mitochondrial functioning and the antioxidant
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reserve, affording cellular resilience to OS. In their work,
these authors demonstrated that NeuroD6 is implicated in
maintaining mitochondrial mass, intracellular ATP levels,
and the expression of specific subunits of respiratory com-
plexes under conditions of 0S.'® NeuroD6 is able to
maintain PGC-1a and also Sirtl expression, among other
mitochondrial factors implicated in proliferation and OS.
Moreover, NeuroD6 plays an intracellular ROS scavenger
role in cells. In old animals, there was a diminution of
NeuroD6 gene expression that RV is able to prevent, and
this correlated with the effects observed for mitochondrial
functioning, such as PGC-1a and AMPK levels, oxidative
markers (Mcpl), Wnt pathway (catenin), and Bax.

Recent studies have suggested that epigenetic mecha-
nisms play an important role in the initiation and develop-
ment of senescence. The methylation of DNA comprises one
of the end points for epigenetic effectors and was commonly
related with OS and inflammation processes in aging.'® It
was recently reported that Dnmt3b plays a role in cognitive
decline in subjects with mild cognitive impairment.'$%*4> In
this study, methylation levels in old animals were increased
and normalized to young animal values by RV. In contrast,
we found weak changes in DNA methylation enzymes
that achieved a spurious significance among experimen-
tal groups. Histone deacetylases have been implicated in
memory and cognition, and concretely, HDAC2 plays a
central role in coupling lysine acetylation with synaptic
plasticity.*® Results demonstrated an increase in Hdac2 gene
expression in old animals compared with younger ones, and
notably, RV was able to reduce this deacetylase expression
in both groups of old mice. In addition to cytosolic deace-
tylase activity, as we previously pointed out, SIRT1 is also
an enzyme participating in histone deacetylation and then in
the epigenetic control of gene expression,’’ and RV was
able to increase Sirtl expression in RV-fed old mice.

Therefore, epigenetic markers strongly depend on the
inflammatory response, which was present in the C57BL/6J
cohorts studied herein. RV was able to modify 5 mC and
Dnmt3b levels in ND old animals, indicating that an anti-
oxidant intervention, such as RV, produces an anti-
inflammatory effect and could modify epigenetic patterns as
described by other authors.**~>°

Because several findings suggested that OS resulted in an
imbalance between DNA methylation and demethylation
and histone acetylation and deacetylation associated with
the activation of transcription factors when RV modifies OS
may modify the expression of antioxidant enzymes, ren-
dering a low oxidative level, and the expression of pro-
inflammatory cytokines, controlling inflammatory processes
under specific experimental conditions such as those dem-
onstrated in the present work. Taking into account the ef-
fects on several cellular mechanisms for fighting against
aging, the effect of RV on senescence and on metabolic
stress during aging might be explained by a diminution in
OS, which rebounds in the improvement of the inflammation
process, energetic imbalance control, and finally, in epige-
netic changes.

In conclusion, we demonstrated how RV induced a co-
ordinated network of defense mechanisms against metabolic
stress in the older animals, namely, it protects against old
age frailty, promoting neuronal rejuvenation. Therefore, it is
warranted to pursue on the study of RV brain neuroprotec-

PALOMERA-AVALOS ET AL

tive mechanisms to identify a feasible target to be addressed
for healthy aging.
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RESUMEN

Con la edad, la capacidad del organismo para luchar contra estimulos nocivos
disminuye y éste se vuelve mas susceptible a infecciones y enfermedades.
Durante el proceso de envejecimiento hay un cambio en el cerebro hacia un
estado pro-inflamatorio que conduce a un aumento crénico en la activacién de
las células microgliales. El objetivo de este trabajo fue demostrar el efecto del
resveratrol en ratones viejos haciendo que aumentaran las defensas en el

cerebro contra el lipopolisacarido (LPS).

Los resultados mostraron que la inyeccién aguda de LPS indujo un efecto
fuerte pro-inflamatorio en el hipocampo de ratones C57BL/6J de 24 meses de
edad, aumentando la expresién génica de Interleucina-6 (IL-6), el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-1B, la quimiocina 10 con motivo CXC (Cxcl10)
y el interferébn gamma (IFN-y). Las proteinas estudiadas en el estrés oxidativo
no mostraron cambios importantes, aunque el factor de transcripcion NRF2 se
incremento de manera significativa en los ratones controles con resveratrol,
ademas se observo un incremento en la expresion del gen mt1 que es
controlado por el factor de transcripcion NRF1 en animales tratados con LPS.
Por otro lado, los marcadores de estrés del Reticulo Endoplasmatico (ER)
mostraron cambios significativos en ratones tratados con resveratrol, tanto en
el control como después del tratamiento con LPS, especificamente en la
fosforilacion de la proteina de factor de iniciacién eucariotica 2 alfa (elF2a), la
proteina de unién chaperona (BiP) y el factor de transcripcién activador 4

(ATF4).
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Ademads, el resveratrol inhibié la ruta de diana de la rapamicina (mTOR)
reduciendo también los niveles de fosforilacion de la proteina p70S6K1, este
efecto podria estar relacionado con la fosforilacion de elF2a y el aumento en la
expresion de los genes pro-inflamatorios mencionados anteriormente como
respuesta a la dosis aguda con LPS en ratones viejos. En conclusién, el
tratamiento con resveratrol indujo un mayor mecanismo de resiliencia en

animales envejecidos cuando se enfrentaron a un estimulo inflamatorio agudo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

With upcoming age, the capability to fight against harmful stimuli decreases and the organism becomes more
susceptible to infections and diseases. Here, the objective was to demonstrate the effect of dietary resveratrol in

Section Editor: Christian Humpel

Keywords:

mg:/mmation aged mice in potentiating brain defenses against LipoPolySaccharide (LPS). Acute LPS injection induced a strong
Cytokines proinflammatory effect in 24-months-old C57/BL6 mice hippocampi, increasing InterLeukin (ID-6, Tumor
eukaryotic Initiation Factor 2 (eIF2) Necrosis Factor-alpha (Tnf-a), Il-1f, and C-X-C motif chemokine (Cxcl10) gene expression levels. Resveratrol
mTOR induced higher expression in those cytokines regarding to LPS. Oxidative Stress (OS) markers showed not sig-
i\lg?nsg nificant changes after LPS or resveratrol, although for resveratrol treated groups a slight increment in most of the

parameters studies was observed, reaching signification for NF-kB protein levels and iNOS expression. However,
Endoplasmic Reticulum (ER) stress markers demonstrated significant changes in resveratrol-treated mice after
LPS treatment, specifically in elF2a, BIP, and ATF4. Moreover, as described, resveratrol is able to inhibit the
mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) pathway and this effect could be linked to (eIF2a) phosphorylation
and the increase in the expression of the previously mentioned proinflammatory genes as a response to LPS
treatment in aged animals. In conclusion, resveratrol treatment induced a different cellular response in aged
animals when they encountered acute inflammatory stimuli.

1. Introduction

Aging is a progressive process that is strongly associated with acti-
vation of inflammatory mechanisms. With upcoming age, the orga-
nism's capability to fight against harmful stimuli decreases, becomes
more susceptible to infections and diseases. Chronic low-grade in-
flammation is present in aged organisms and is related to the loss in
efficacy of homeostatic mechanisms and with as decrease in resilience
(Mattsson et al., 2016; Faye et al., 2017; Sampedro-Piquero et al.,
2017). Age-related changes in immune homeostasis are characterized
by the activation of several key inflammatory mediators, including
Nuclear Factor-kappa Beta (NF-kB) and cytokines, among others. This
inflammatory landscape, which characterizes advanced age, is termed
inflammaging (Franceschi et al., 2000a,b; Cevenini et al., 2013). This
phenomenon is caused by a continuous antigenic load and stress. In-
flammaging has been also related to changes associated with age, such
as genotoxic and oxidative events and gut microbiota composition (Kim
et al., 2016). In addition to inflammation, aging is strongly associated

* Corresponding author.
E-mail address: pallas@ub.edu (M. Pallas).
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with Oxidative Stress (OS) in general and with Endoplasmic Reticulum
(ER) stress in particular.

It is accepted that the main traits of the harmful event gated to aging
include the incapacity to confront this event with a variety of stressors
and with the inflammaging characteristics defined previously
(Franceschi et al., 2000a,b; Leon et al., 2017). The persistence of in-
flammatory stimuli over time, as occurs in old individuals, favors sus-
ceptibility to age-related diseases. This means that with upcoming age,
there is a higher probability of developing an inflammatory pathogen-
esis, such as atherosclerosis, Alzheimer Disease (AD), and diabetes
(Negash et al., 2013; Mattsson et al., 2016). In line with this perspec-
tive, several paradoxes of healthy centenarians, such as increased levels
in plasma cytokines, are illustrative and explain longevity in the ab-
sence of disease (Franceschi et al., 2000a,b; Paolisso et al., 2000).

Resveratrol (3,5,4’-trihydroxystilbene) is a polyphenol contained in
plant species and it is especially enriched in red fruits (Pallas et al.,
2013). Resveratrol possesses known antioxidant, anti-inflammatory,
and other beneficial effects in several systems, including the brain. The
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pleiotropic action is recognized of resveratrol in cardiovascular and
neurodegenerative diseases and other inflammatory conditions
(Abraham and Johnson, 2009). Calabrese et al. (2010) also classified
resveratrol as a hormetic modulator in disease conditions, including
inflammation, infection, or neurodegenerative processes.

Resveratrol is of particular interest in the modulation of diseases
with an inflammatory component because several studies found it to
inhibit the production of Reactive Oxygen Species (ROS) by neu-
trophils, monocytes, and macrophages (Rotondo et al., 1998; Abraham
and Johnson, 2009), as well as the activation of several transcription
factors including NF-xB and Activator Protein-1 (AP-1).

However, little is known about the preconditioning effects of re-
sveratrol against acute insults (Calabrese et al., 2010). The endotoxin
LipoPolySaccharide (LPS) is a major component of the outer mem-
branes of Gram-negative bacteria and a chief member of pathogen-as-
sociated molecular patterns (Kallapura et al., 2014), which are largely
responsible for the majority of the toxic inflammatory reactions de-
scribed by means of ROS and Reactive Nitrogen Species (RNS); it is also
widely used as an immunostimulatory tool to induce systemic in-
flammation and sepsis. LPS, through a cascade mechanism, stimulates
Toll-Like Receptor 4 (TLR4) which acts on NF-kB, leading to cytokine
and interferon activation pathways, which are the main inflammation
mediators (Lu et al., 2008). Moreover, LPS through activation of TLR4
is reported to activate ER stress (Masson et al., 2015) that, at the same
time, regulates the translation and transcription of proteins related with
inflammation and OS, such as eukaryotic Initiation Factor 2a (eIlF2a)
(Toshchakov et al., 2016).

In this study, we investigated changes in cellular response related to
dietary resveratrol with respect to acute LPS insult by measuring the
protein expression levels of inflammaging markers such as cytokines,
NF-kB, levels of OS, and ER stress markers in aged mice.

2. Animals and treatment

Male C57BL/6J mice 22 months of age were randomized in two
experimental groups and, following 8 weeks of treatment, were eu-
thanized under anesthesia. The normal diet (ND; n = 9) group had ad
libitum access to a standard chow diet (2018 Teklad Global 18%
Protein Rodent Diet; Harlan Teklad, Madison, WI, USA) and tap water;
ResVeratrol group (RV; n = 9) had access to standard chow diet en-
riched with the polyphenol (1 g/kg, W/W). Resveratrol chow was for-
mulated to provide daily doses of approximately 160 mg/kg to the
mice.

The mice were treated according to European Community Council
(ECC) Directive 86/609/EEC and the procedures established by the
Department d'Agricultura, Ramaderia i Pesca of the Generalitat de
Catalunya, Spain. Every effort was made to minimize animal suffering
and to reduce the number of animals used in this study.

LPS extracted from Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, USA)
was dissolved in distilled water. The LPS solution was injected in-
traperitoneally (i.p.) at a dose of 100 ug/kg. After treatment with RV
and ND, the mice were separated in four groups: ND-saline solution;
RV-saline solution; ND-LPS; and RV-LPS. Immediately after the injec-
tions, the mice were placed in their home cages, where they remained
during 3 h until euthanize.

3. Brain isolation and Western blot analysis

Mice were euthanized 3 h after the LPS or saline solution injection
and the brain was quickly removed from the skull. Hippocampus was
dissected and frozen in powdered dry ice and maintained at — 80 °C for
further use. Tissue samples were homogenized in lysis buffer containing
phosphatase and protease inhibitors (Cocktail II; Sigma), and cytosol
and nuclear fractions were obtained as described elsewhere. Protein
concentration was determined by the Bradford method. Twenty mi-
crograms of protein were separated by Sodium Dodecyl Sulfate-
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Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) (8-15%) and trans-
ferred onto PolyVinylidene DiFlouride (PVDF) membranes (Millipore).
The membranes were blocked in 5% non-fat milk in Tris-Buffered Saline
solution containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) for 1 h at room tempera-
ture, followed by overnight incubation at 4 °C with primary antibodies
diluted in TBS-T and 5% Bovine Serum Albumin (BSA) as follows: NF-
kB (1:1000; Cell Signaling); NRF1 (1:500; Santa Cruz); NRF2 (1:1000;
Cell Signaling), CATalase (1:1000; Cell Signaling); SOD1 (1:1000;
Novus Biologicals); GPX1 (1:1000; Novus Biologicals); IRF3 (1:1000;
Novus Biological); BIP (1:1000; Cell Signaling); ATF4 (1:1000; Cell
Signaling); phospho-elF2a (Ser51) (1:1000, Cell Signaling); total elF2a
(1:1000; Cell Signaling); mTOR (1:1000; Cell Signaling); total p70S6K1
(1:500; Santa Cruz); phospho-p70S6K1 (1:500; Santa Cruz), Tubulina
(1:5000; Cell Signaling) and GAPDH (1:5000; Millipore). Membranes
were then washed and incubated with secondary antibodies for 1 h at
room temperature. Immunoreactive proteins were visualized utilizing
an Enhanced ChemiLuminescence-based detection kit (ECL Kit;
Millipore) and digital images were acquired employing a ChemiDoc
XRS + System (Bio-Rad). Band intensities were quantified by densito-
metric analysis using Image Lab software (Bio-Rad) and values were
normalized to Tubulina and GAPDH.

4. RNA extraction and gene expression determination

Total RNA isolation was carried out by means of Trizol reagent
following the manufacturer's instructions. RNA content in the samples
was measured at 260 nm, and sample purity was determined by the
A260/280 ratio in a NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Scientific). Samples
were also tested in an Agilent 2100B Bioanalyzer (Agilent
Technologies) to determine the RNA integrity number. Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) was performed as
follows: 2 ug of messenger RNA (mRNA) was reverse-transcribed using
the High Capacity (complementary DNA) cDNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems). Real-time quantitative PCR (qPCR) was uti-
lized to quantify the messenger RNA (mRNA) expression of in-
flammatory genes InterLeukin 6 and 1 (II-6 and II-1f), Tumor Necrosis
Factor alpha (Tnf-a), InterFeroN (INF) gamma (Ifn-y), C-X-C motif
chemokine (Cxcl10), Aldehyde dehydrogenase 2 (Aldh2), inducible
Nitric Oxide Synthase (iNOS), Cyclooxygenase 2 (Cox2), and Hemo-
oxygenase 1 (Hmox1), Toll-Like Receptor (TIr4), MetalloThionein-1
(Mt1), Quinone oxidoreductase-1 (Ngol), and Glutathione S-trans-
ferase-1 (Gstp1). Normalization of expression levels was performed with
actin for SYBR Green and TATA-binding protein (Tbp) and Gapdh for
TagMan.

The primers used are presented in Table 1. Real-time PCR was
performed on the Step One Plus Detection System (Applied Biosystems)
employing the SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Each
reaction mixture contained 7.5 puL of complementary DNA (cDNA),
containing 2 pg, 0.75pL of each primer (whose concentration was
100 nM), and 7.5 uL of SYBR Green PCR Master Mix (2 X).

Data were analyzed utilizing the comparative Cycle threshold (Ct)
method (AACt), where the actin transcript level was employed to nor-
malize differences in sample loading and preparation. Each sample
(n = 4-5) was analyzed in triplicate, and results represented the n-fold
difference of transcript levels among different samples.

5. Statistical analysis

Data are expressed as means * Standard error of the mean (SEM).
Means were compared with two-way ANalysis Of VAriance (ANOVA)
and post-hoc analysis. Statistical significance was considered when p
values were < 0.05. Statistical outliers were carried out with the
Grubbs' test and were removed from analysis.
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Table 1
Primers and probes used in qPCR studies.

Experimental Gerontology 102 (2018) 3-11

Target SYBER Green

Forward primer (5%-3")

Reverse primer (5’-3")

I-6 ATCCAGTTGCCTTCTTGGGACTGA TAAGCCTCCGACTTGTGAAGTGGT
I-18 ACAGAATATCAACCAACAAGTGATATTCTC GATTCYYYCCTTTGAGGCCCA
Tnf-a TCGGGGTGATCGGTCCCCAA TGGTTTGCTACGACGTGGGCT
Ifn-y CCTTCTTCAGCAACAGCAAGGCG CTTGGCGCTGGACCTGTGGG
Cxcl10 GGCTAGTCCTAATTGCCCTTGG TTGTCTCAGGACCATGGCTTG
Aldh2 GCAGGCGTACACAGAAGTGA TGAGCTTCATCCCCTACCCA

iNOS GGCAGCCTGTGAGACCTTTG GAAGCGTTTCGGGATCTGAA

Cox2 TGACCCCCAAGGCTCAAATA CCCAGGTCCTCGCTTATGATC

Tir4 GGGTCAAGGAACAGAAGCAG AGCCTTCCTGGATGATGTTG
Target Tagman Reference

Hmox1 Mm00516005_m1
Mtl Mm00496660_g1
Ngol Mm01253561_m1
Gstpl Mm04213618 gH
Tbp MmO00446971_m1
Gapdh Mm99999915_g1
6. Results 6.3. Effect of LPS on endoplasmic reticulum stress on aged mice

6.1. LPS inflammatory pathway and resveratrol effects on aged mice
hippocampi

In part, LPS acts by stimulating Toll-Like Receptor 4 (TLR4), indu-
cing the release of critical proinflammatory cytokines that are necessary
to activate potent immune responses (Lu et al., 2008). Short-term ex-
posure to LPS (3 h) induced a significant decrease in TIr4 gene ex-
pression in resveratrol-treated mice hippocampi (Fig. 1A).

Moreover, short-term LPS induced an increase in the gene expres-
sion of inflammatory cytokines II-6, Tnf-a, Cxcl-10, and II-1f3 in aged
mice hippocampus fed with resveratrol (Fig. 1B-E). Only Tnf-a and
Cxcl-10 presented a significant increase after LPS injection without
resveratrol fed old mice. Ifn-y expression exhibited statistically sig-
nificant changes after LPS in RV fed group (Fig. 1F). Increased NF-kB
protein levels were determined in LPS-RV mice in reference to RV, but
no changes were found in ND groups (Fig. 1G). We also evaluated IRF3,
a transcription factor gated to IFN-y signaling, but its levels were not
modified among experimental groups (Fig. 1H).

6.2. LPS oxidative stress and resveratrol effects on aged mice hippocampi

We observed slightly increased gene expression in iNOS, Cox2,
Hmox1, and Aldh2 in the ND-LPS and RV-LPS groups (Fig. 2A-D); these
increases reached significance only in iNOS determination (Fig. 2A).
However, we did not find statistical differences in the protein levels of
oxidative enzymes SOD1, CATalase (CAT), and Glutathione PeroXidase-
1 (GPX-1) in RV fed animals or 3 h after LPS injection (Fig. 2E-G).

On the other hand, we studied NRF1 and NRF2 as transcription
factors implicated in OS signaling (Fig. 3A and B). We observed sig-
nificant changes for NRF2 protein levels between saline and RV-saline
group, but not in LPS treated mice groups. By contrast, NRF1 did not
exhibit significant changes in saline animals, but a significant increase
in NRF1 levels in RV-LPS-treated in reference to RV mice was found.
Gene expression of antioxidant enzymes activated by NRF1 and NRF2
were studied. We observed increased expression in mt1 (Fig. 3C), con-
trolled by NRF1 in ND animals treated with LPS, but not for nqol and
gstp1 (data not shown).

hippocampi. Role of resveratrol treatment

To determine whether LPS affects ER stress, phospho-elF2a, BIP and
ATF4 protein levels were performed by Western blot (Fig. 4). Analysis
revealed a significant increase for phospho-elF2a protein levels in the
RV-LPS group in comparison with LPS (Fig. 4A and B). BIP demon-
strated a significant increase in RV diet in LPS-treated animals, whereas
ATF-4 expression was significantly reduced in RV-treated mice under
both saline and LPS conditions (Fig. 4C and D). (See Fig. 5.)

We determined the state of the mechanistic Target of Rapamycin
mTOR pathway that can be modified by resveratrol. Polyphenol-treated
groups showed a significant diminution in mTOR levels after LPS
treatment, which corresponds to a significant reduction in phospho-
p70S6K (Fig. 4E and F).

7. Discussion

The present assessment was undertaken to evaluate the effect of
dietary resveratrol in aged mice, how this effect might potentiate brain
defenses against inflammatory insults, and the preventive/therapeutic
implications of resveratrol in senescence.

It is known that with upcoming age, individuals have been exposed
to stress stimuli, activating stress response-induced gene expression,
while the related pathways of maintenance and repair are enhanced,
this phenomena denominated hormesis (Rattan, 2001; Calabrese et al.,
2015). The hypothesis that we present here is that the presence of re-
sveratrol may condition the acute response to a harmful stimuli by
enhancing these defense mechanisms in aged mice.

Endotoxins (LPS) derive from Gram-negative bacteria and comprise
the basis for developing Gram-negative shock (Galanos and
Freudenberg, 1993). LPS binds the CD14/TLR4/MD2 receptor complex
in monocytes, dendritic cells, and macrophages, among others, and is
able to deliver an inflammatory response in the brain (Kallapura et al.,
2014; Dominiak et al., 2017). Receptor activation promotes the secre-
tion of proinflammatory cytokines, such as TNF-a or several IL, Nitric
Oxide (NO), and eicosanoids. As part of the cellular stress response,
superoxide is one of the major ROS species induced by LPS in various
TLR-expressing cell types (Kaneko et al., 2012).

As expected, LPS injection induces a rapid and strong proin-
flammatory effect in 24-months-old C57/BL6 mice hippocampi, with an
increase in II-6, Tnf-a, II-1, and Cxcl10 expression levels. Tateda et al.,
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Fig. 1. Gene expression for A, Trl4 B, II-6 Cxcl10; C, Tnf-a; D, Cxcl-10 and E, IL-18 F, Ifn-; and representative Western blot and quantification for G, NF-kB and H, IRF3 in 24-month old
C57BL/6J under normal diet (ND) or Resveratrol (RV) and treated with saline or LPS. Gene expression levels were determined by real-time PCR and protein levels by standard for Western
blot methodology. Mean * Standard error of the mean (SEM) performed in triplicate are represented. *p < 0.05; **p < 0.01, ***p < 0.001; ****p < 0.0001.

1996 observed differences in the levels of proinflammatory cytokines
(Tnf-a, If-1B, If-6, and Ifn-y) after i.p. injection of 100 pg per mouse of
LPS in younger (6-7-weeks-old) and aged (98-102-weeks-old) mice.
Cytokine peak values were significantly higher in older than younger
mice. Age-related differences in levels of TNF-a after LPS exposure have
also been described by Campbell et al. (2014), these differences prob-
ably are due to major sensitivity to inflammatory stimuli due to the age

(Escames et al., 2006). These results indicate that aged mice are more
sensitive to high doses of LPS than younger mice. On the other hand,
Utsuyama and Hirokawa (2002) studied the effect of LPS on the levels
of various cytokine receptors (IL-1RI, IL-6R, TNF-a, IFN-y) in the brain
and compared younger and older mice. Theses authors found that the
magnitude and pattern of cytokine receptor mRNA after LPS stimula-
tion (30 pug or 300 pg) also varied according to the receptor site type,
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iNOS, B, Cox2, C, Hmox1, D, Aldh2. Representative Western blot and quantification for E, CAT, F, SOD1, G, GPX1. Mean

represented. *p < 0.05.

and observed that mRNA for some cytokine receptors were higher in
older than in younger mice after LPS stimulation.

In this regard, results in II-1f expression were different from those
obtained by Abraham and Johnson (2009), who found a diminution on
this cytokine after LPS-injected mice were treated with resveratrol; this
could be explained by the different mouse strain (BALB/c mice) and the
LPS dose, 1 pug vs. the 100 pg used here. Moreover, these authors only
explored one of the cytokines, whereas we studied additional
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+

Standard error of the mean (SEM) performed in triplicate are

proinflammatory cytokines; here, the results were consistent with an
increase in the inflammaging response obtained in resveratrol-treated
mice after LPS administration.

In reference to the neuroprotective role of resveratrol under a
proinflammatory stimulus such as LPS, we found that 4-weeks resver-
atrol-treated old mice revealed an increase in the expression levels for
all of the previously mentioned cytokines compared to ND group, in-
dicating a possible preconditioning response induced by chronic dietary
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resveratrol administration on repair mechanisms activated by LPS in
mice. This was a surprising finding that merited deep analytical focus
on some of the pathways associated with the pharmacological activities
described for resveratrol and related with LPS activities that we de-
veloped in specific determinations on OS and ER stress markers and the
mTOR pathway.

Little is known about OS induced by LPS (Dominiak et al., 2017; Le
Sage et al., 2017) and, in this regard, results demonstrated that OS
produced by acute LPS injection is not significant in the hippocampi of
aged mice; subsequently, resveratrol did not exhibit significant effects.
Campbell et al. (2014) did not find significant changes in the indices of
oxidative or nitrosylative damage in proteins studies induced by LPS
treatment 3 h prior to sacrifice. The authors indicated that these indices
would not be expected to be rapidly responsive to acute inflammation,
and that progressive overall damage to proteins should be expected.

Following OS phenomena, transcriptional regulatory factor NF-kB, a
central participant in modulating the expression of many of the im-
munoregulatory mediators involved in OS, therefore in sepsis, and
NRF1, a transcription factor implicated in the expression of genes en-
coding antioxidant enzymes, demonstrated to be increased in resvera-
trol treated animals after LPS injection. Accordingly, as mentioned,
discrete changes in oxidative markers, such as Cox2, Hmox1, Aldh2,
CAT, SOD, and GPX, were determined in our model but, although the
tendencies were consistent, none reached significance after LPS treat-
ment. Not with standing this, NRF2 increased expression in resveratrol-
treated mice, but not after LPS treatment. Therefore, according to the
results of our study, it cannot be discarded that acute LPS will induce
OS at the long term and resveratrol can exert beneficial activity.

Of note, LPS induced a significant increase iNOS gene expression in
resveratrol-treated mice which is under NF-kB transcription factor. It is
commonly accepted that elevation of NO" can mediate kinase activation
that phosphorylates the alpha subunit of elF2a, which plays a critical
role in regulating gene expression (Tong et al., 2011). Phosphorylation

of elF2a reduces protein synthesis, but increases the transcription of
specific genes in response to stressors (Liu et al., 2007; Woo et al., 2009;
Nakayama et al., 2010). Accordingly, phopho-elF2a levels were found
increased in resveratrol-fed animals after LPS injection. It is noteworthy
that eIF2a is also related to the activation pathway for LPS, through the
TLR4 receptor (Toshchakov et al., 2016). Moreover, the activation of
elF2a kinases, such as PKR-like ER Kinase (PERK), can be initiated by
mitogens or stressors (Donnelly et al., 2013). In a recent work, it was
demonstrated that eIF2 signaling is required for the infection-specific
activation of NF-kB and for proinflammatory gene expression. Shrestha
et al. (2012) found a clear link between this factor and the increase in
cytokine gene transcription, considering cytokines as defense mechan-
isms, as well as other genes expressed under elF2a control after OS,
osmotic stress, or ER stress.

Phospho-70S6K and elF4E-Binding Protein (4E-BP) are two major
substrates of mTOR and are key regulators of protein synthesis by tar-
geting elF4B, elF4E, and eukaryotic translation Elongation Factor 4
(eEF4). Results showed slightly reduced mTOR level, which are in
concordance with a decrease in S6K phosphorylation, demonstrating a
regulation of resveratrol in mTOR pathways that can be potentiated by
its activity on fine-tuning the cellular response vs. stressor such as LPS.

Phospho-elF2 signaling is linked to infection-induced cytokine ex-
pression (Shrestha et al.,, 2012), and pretreatment with resveratrol
potentiates the phosphorylation of this factor, increasing the defense
response against LPS in old mice that, as already described, possess less
capability to face stress conditions. It can be suggested that in the se-
nescence environment, resveratrol acts by means of activating pleio-
tropic cascades, favoring higher responses against harmful stimuli in
mice. This could comprise the key point for the resveratrol-induced
response to LPS in the brains of aged mice.

On the other hand, it was demonstrated that resveratrol is able to
act on mTOR pathway, inhibiting the phosphorylation of mTOR targets
S6K1 and eIF4E-BP1 (Villa-Cuesta et al., 2011). In this manner, it was
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described that resveratrol is able to reduce downstream mTOR sig-
naling. We found diminution in the phosphorylation of S6K1, an mTOR
target, induced by resveratrol both in LPS and control groups, demon-
strating the feasibility of the treatment to inhibit mTOR signaling.

Because mTOR decreases the translation of mRNA that are upre-
gulated by phospho-elF2a (Gandin et al., 2016), resveratrol treatment
was able to reduce mTOR signaling, improving the specific translation
induced by phospho-elF2a, as demonstrated by the increased tran-
scription of cytokines after the inflammatory LPS stimuli. These find-
ings support the inhibitory effect of resveratrol on mTOR kinase activity
and point to this kinase as the cornerstone of proactive response with
regard to LPS treatment in resveratrol-treated animals vs. control. In
this way, resveratrol induced changes in mTOR pathway which pre-
disposes mice to possess best cellular defense performance when con-
fronted with acute inflammatory insults, this occurring in mice that,
due to the age, exhibited a reduced capability to face cellular damage.

Taking into account that the inflammatory response is delivered to
face an infection, resveratrol increases this response in a hormetic
mechanism described for this polyphenol under other circumstances
(Oliva et al.,, 2013; Blagosklonny, 2011; Martins et al., 2011;
Chirumbolo, 2011). The neuroprotective effect of resveratrol vs. LPS
treatment has also been analyzed by other authors. They found that
resveratrol mitigates LPS-mediated microglial inflammation (Capiralla
et al., 2012; Dragone et al., 2014), reduced depressive-like behavior (Ge
et al., 2015), and attenuated LPS-induced cognitive impairment (Chen
et al., 2017). However, this issue merits more studies in brain.

Here, we focused on the role of long-term resveratrol treatment as a
tool to increase brain defenses in aged animals against acute LPS
proinflammatory stimuli. Results indicated an improvement of cellular
response against LPS injury cellular modulation response in aged brain.
The beneficial effects induced by resveratrol against LPS insult, which
can be useful in infection or in any other situation that requires an
activation of inflammatory defenses to fight against a possibly harmful
stimulus. Because loss of cellular response against injuries is one of the
signs of senescence (Sampedro-Piquero et al., 2017) results supported
the acquisition of broad knowledge on the anti-aging properties of re-
sveratrol.
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DISCUSION

Debido al aumento en la esperanza de vida en los dltimos afos, la poblacién
mundial estd siendo mas longeva provocando a su vez aumento de
enfermedades  neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento
patolégico, como por ejemplo, la Enfermedad de Alzheimer. Estas se han
convertido en un problema de salud publica y en una carga econdmica
importante para la sociedad. Por este motivo, la investigaciéon sobre el
envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas se ha ido
incrementando con el tiempo. Aln asi, actualmente no hay terapias efectivas
para la prevencién o el manejo de estas patologias. Por tanto, es importante
encontrar estrategias que conlleven beneficios terapéuticos para los pacientes.
Dado que el envejecimiento es el principal factor de riesgo para los trastornos
neurodegenerativos relacionados con la edad, interferir en los mecanismos o
vias moleculares relacionadas con dicho proceso, puede ser una via para
desarrollar nuevas terapias. Asimismo, es importante destacar que se han
presentado diferentes hipdtesis que han relacionado la EA con factores
ambiental que incrementan su riesgo, algunos de ellos pueden actuar desde

etapas tempranas de la vida o interactuar con otros factores genéticos.

La obesidad y el consumo de una dieta alta en grasas son factores de riesgo
que estan estrechamente ligados a varios trastornos como la diabetes tipo Il el
sindrome metabdlico, enfermedades del corazén y contribuyen a los procesos
neurodegenerativos como la EA, ademas aumentan el deterioro cognitivo. El
consumo de dietas ricas en grasa como las dietas occidentales “Western diets”
estd aumentando en todo el mundo y contribuye a una poblacién con
sobrepeso y obesidad. La obesidad que se define por un aumento en el tejido
adiposo, se asocia con efectos sobre la funcién cognitiva incluyendo el

deterioro de la memoria (Elias y col., 2005; Waldstein y Katzel, 2006; Bruce-
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Keller y col., 2009; Kanoski y Davidson, 2011). Ser obeso también se considera
un factor de riesgo para desarrollar demencia mas tarde en la vida y aumenta
el riesgo de EA (Beydoun y col., 2008; Fitzpatrick y col., 2009; Hassing y col.,
2009; Naderali y col.,, 2009; Xu y col., 2011; Gustafson, 2012). Estudios
experimentales muestran que las dietas ricas en grasa perjudican el
aprendizaje y la memoria en roedores (Kanoski y Davidson, 2011; Valladolid-
Acebes y col., 2011; Heyward y col., 2012; Arnold y col., 2014; Boitard y col.,
2014; Tucsek y col., 2014; Sobesky y col., 2014; Freeman y col., 2014) y
empeoran los déficit de memoria en los modelos murinos de EA (Maesako y
col., 2012; Barron y col., 2013; Knight y col., 2014, Vandal y col., 2014, Dimitri
y col., 2015; Khotari col., 2016; Martins col., 2017). Estos datos sugieren una

fuerte asociacién entre la obesidad y la disfuncién cognitiva.

Con la alta prevalencia de obesidad, y el aumento de las enfermedades
neurodegenerativas se ha incrementado el estudio de biomoléculas activas
presentes en plantas para proponerlas como nuevas alternativas que
contribuyan a disminuir los efectos del envejecimiento y obtener una mejor
calidad de vida. Uno de los compuestos mas ampliamente estudiados por sus
efectos beneficiosos para la salud es el resveratrol, el cual estd presente en
varias plantas como la vid que produce el fruto de la uva (Baur y col., 2006;
Fernandez-Quintela y col., 2016). Se ha demostrado que el resveratrol tiene un
efecto antidiabético (Oyenihi y col., 2016) y mejora la funcién mitocondrial,
ademas de que protege frente a diversas enfermedades metabdlicas como la

diabetes tipo 2 (Lagouge y col., 2006; de Oliveira col., 2016).
Esta tesis se llevé a cabo con el objetivo principal de investigar los diferentes

mecanismos que estan implicados en la neurodegeneraciéon inducidos por una

dieta alta en grasas en dos modelos de ratén; el primero es el modelo SAMPS8
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que presenta senescencia acelerada y marcadores similares a la EA, y el
segundo ratones C57BL/6J de 24 meses, por tanto envejecidos
fisiolégicamente normal. Ademas, se evalué cémo el resveratrol ejerce un
efecto neuroprotector en el cerebro de estos ratones. Para este fin se
analizaron diferentes mecanismos moleculares relacionados con la
neurodegeneracion y el envejecimiento y también se analizaron los estados

conductuales y cognitivos de los ratones.

Para llevar a cabo el estudio se han utilizado ratones macho de la cepa SAMP8

de 9 meses de edad y ratones machos C57BL/6J envejecidos con 22 meses de

edad.

Resveratrol como protector del cerebro de ratones SAMP8 bajo
estrés metabélico

Se ha establecido que la obesidad resultante del consumo de una dieta alta en
grasas esta relacionada con el deterioro cognitivo (Elias, 2003). En particular las
funciones de aprendizaje y memoria que dependen de la integridad del
hipocampo son las que se ven mas afectadas (Grundy, 2005; Kothari, 2016).
Estudios previos mostraron que el resveratrol consumido a una dosis de 160
mg/kg/dia por ratones SAMP8 tuvo efectos beneficiosos mejorando los
parametros cognitivos y reduciendo los marcadores de envejecimiento y EA

(Porquet y col., 2013).

En este sentido, se planted para la primera parte del proyecto realizar 3 grupos
experimentales con dieta grasa y resveratrol suplementados en el pienso de
los animales durante 15 semanas. Los grupos fueron los siguientes: el primero
fue alimentado con dieta normal (ND: carbohidratos:proteinas:grasas; ratio:

64:19:17%), el segundo con dieta alta en grasa (HF:
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carbohidratos:proteina:grasa; ratio de 16:23:61%) que contenia 61% de grasas
y en el tercer grupo fue anadido resveratrol (1 g/kg) a la dieta grasa
(HF+resveratrol). Durante el tratamiento el grupo de SAMP8-HF presentd un
incremento de peso progresivo en comparaciéon con los de dieta normal, sin
embargo, no hubo diferencia con el grupo SAMP8-HF+resveratrol. Estos
resultados fueron similares a los de otros autores donde se administré HF y
resveratrol en la dieta y tampoco observaron reduccién en el peso de los
ratones tratados con resveratrol (Baur y col.,, 2006; Ohara y col.,, 2015;
Ferndndez-Quintela y col., 2016). SAMP8 es una cepa de ratéon que ademas
de presentar una deficiencia cognitiva relacionada con la senescencia se ha
comprobado que presenta alteraciones en los procesos metabdlicos (Wang y
col., 2014; Ohta y col., 1996). Por ejemplo, Mehla y col (2014) demostraron la
relacion entre el deterioro del metabolismo de la glucosa y los déficits de
aprendizaje en SAMP8 que fueron alimentados con dieta grasa. En nuestro
modelo los resultados mostraron niveles altos de glucosa entre el minuto 20 y
90 de la curva de tolerancia a la glucosa en los tres grupos, y se observé una
reversion parcial de tolerancia a la glucosa en el grupo con resveratrol a la

dieta grasa.

El andlisis del estado conductual y cognitivo realizado con las pruebas (NORT,
Novel Object Recognition Test y MWM, Morris Water Maze) demostraron un
deterioro cognitivo en SAMP8-HF, resultados que también fueron similares a
otros trabajos (Mehla y col.,, 2014). Ademas, el aumento del Indice de
Discriminacion en la prueba NORT vy los pardametros evaluados en la prueba
MWM demostraron una mejora en las capacidades cognitivas relacionadas con
el hipocampo cuando los SAMP8-HF fueron tratados también con resveratrol,
mejorando el aprendizaje y la memoria, datos que fueron apoyados con las

pruebas de comportamiento (EPM, Elevated Plus Maze y OF, Open Field).
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El envejecimiento y el estrés metabdlico se asocian con una disminucién de la
funcién mitocondrial y una acumulaciéon de mitocondrias aberrantes (Lépez-
Otin y col., 2013; Sebastian y col., 2017). Por tanto, la disfuncién mitocondrial
tiene un papel importante en los trastornos neurodegenerativos como la EA
(Federico y col., 2012; Wang y col., 2009). Se ha demostrado que la regulacién
de los componentes de la dindmica mitocondrial como la fusion y fisién asi
como la biogénesis tienen un papel importante en la funciéon neuronal y la
supervivencia. Se habia descrito al resveratrol como un compuesto que mejora
la funcién mitocondrial (Price y col., 2012), por ello evaluamos dos importantes
proteinas mediadoras de fusion OPA1 y MFN2, ademés de la proteina de
fision DRP1. Encontramos que el estrés metabdlico ocasionado por la dieta
grasa cambié los niveles proteicos de OPAT y MFN2, pero no indujo cambios
en el marcador de fision DRP1. El resveratrol, en nuestras condiciones,
aumentd la expresion de OPA1 y MFN2 respecto a los SAMP8-HF, esto indica
un aumento en el proceso de fusién. Por otro lado, la disminucion de los
niveles proteicos de OPAT en SAMP8-HF es similar a lo que sucede en la EA,
ya que se han visto niveles significativamente disminuidos de esta proteina en

cerebros de pacientes con la EA (Wang y col., 2009; Wang y col., 2014).

La microscopia electrénica de las mitocondrias en el hipocampo mostrd
diferencias significativas en el nimero y la morfologia mitocondrial entre los
SAMP8-HF y SAMP8-HF+resveratrol. Las mitocondrias de los ratones SAMP8-
HF+resveratrol fueron mas grandes con una morfologia y crestas mejor
definidas. Estos resultados son consistentes con el trabajo de Martins y col
(2017) en ratones 3xTgAD, donde se demostré una reducciéon en nimero y
cambios en la longitud mitocondrial en el hipocampo después de la

alimentacién con una dieta alta en grasa. Otros estudios experimentales en los
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que se utilizé una alimentacién con alto contenido en grasa observaron
mitocondrias hinchadas con una matriz densa y la pérdida de la integridad de
las crestas en las neuronas y otros tejidos (Bonnard y col., 2008; Du y col.,
2012; Pipatpiboon y col., 2012). Se ha propuesto que dicho dafio mitocondrial
ocasionado como respuesta a una dieta alta en grasa es debido al EO y a la
produccién de ROS (Bonnard y col., 2008; Du y col., 2012). En consecuencia
con lo anterior, se encontraron incrementos significativos en ratones tratados
con resveratrol en los complejos I-NDUFB8, [I-SDNB, III-UQCRC2, y V-ATPasa
de la fosforilacién oxidativa (OXPHOS) destacando el papel protector del
resveratrol en el funcionamiento mitocondrial. Ademés, observamos una
disminucién de la proteina VDCA1 en SAMP8-HF lo que indica una reduccién
en la biogénesis mitocondrial, ya que VDCAT1 se considera junto con PGC1-a

un marcador de biogénesis mitocondrial (Pulliam y col., 2004).

Nuestros resultados confirman que los efectos de la dieta grasa provocan un
deterioro en la morfologia mitocondrial (Martins y col., 2017), ademas alteran
los procesos de fusién de las mitocondrias en el hipocampo de ratones
SAMP8. Sin embargo, el resveratrol mejora estos dafos mitocondriales
causados por la dieta grasa incrementando los niveles de proteinas de fusién y

fosforilacion oxidativa, y por consiguiente se generan mitocondrias mas sanas.

Se han descrito los efectos beneficiosos del resveratrol sobre el deterioro
cognitivo, (Pallas y col., 2013; Vingtdeux y col., 2008), estos efectos estan
mediados en parte por el eje SIRT1 - PGC1-a - AMPK (Fullerton y Steinberg,
2010; Price y col., 2012). Sin embargo, aun existe controversia acerca de la
actividad del resveratrol sobre el eje ya que se ha visto que depende del
sistema y de los tejidos experimentales. Menzies y col (2013) demostraron que

el resveratrol aumenta la masa mitocondrial y el contenido del complejo V,
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mediante el aumento de AMPK y de SIRT1 pero no de PGC1-a. Nuestros
resultados no mostraron modificaciones en los niveles proteicos de SIRT1 ni de
PGC1-a pero si observamos un incremento significativo en la expresion de
AMPK, lo cual esta ligado a la mejora cognitiva que mostraron los ratones con

resveratrol en la dieta.

Como ya se conoce, cuando hay un dafio mitocondrial se genera en el
organismo un aumento en la produccién de RONS y el uso de un compuesto
como el resveratrol el cual es antioxidante y anti-inflamatorio puede prevenir el
dafio. Los resultados de la expresiéon génica de las citocinas pro-inflamatoria /I-
6 y Tnf-a disminuyé en el grupo SAMP8 tratado con resveratrol, junto con

cambios en los niveles de la enzima antioxidante SOD1.

Estd descrito que TNF-a actia de manera estrecha con la via de la Wnt para
controlar una serie de funciones celulares, desde el desarrollo de hueso hasta
la hematopoyesis (Almeida y col., 2011; Hiyama y col., 2013; Stock y col.,
2013). La via de sefalizacion Wnt ademas de ser una via importante para la
neurogénesis y los procesos cancerigenos, también estd implicada en la
neurodegeneracién (Arrazola y col.,, 2015). Debido a la disminucién de la
expresion génica de TNF-o en SAMP8-HF y teniendo en cuenta estudios
previos que demuestran alteraciones especificas en la via Wnt en el cerebro
del modelo SAMP8 (Bayod y col., 2014) decidimos profundizar en la deteccién
de los niveles de proteinas implicadas en la via de sefalizacion de Wnt.
Centramos el estudio en la via candnica de Wnt/B-catenina y encontramos una
disminucién significativa de la B-catenina activa en SAMP8-HF, lo que indica
una inhibicién efectiva de la via Wnt en SAMP8 bajo estrés metabdlico.
Cuando los ratones se alimentaron con HF+resveratrol la via de Wnt se

recuperd induciendo cambios en la expresién de Axinal, DvI3, y GSK-3B, pero
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sobre todo aumenté los niveles de B-catenina activa. La recuperacién de la B-
catenina activa en el hipocampo de SAMP8 por el resveratrol demuestra una
nueva funcién benéfica del polifenol en el cerebro, a través de la regulacion de
la via de la Wnt. El papel neuroprotector del tratamiento con resveratrol en
SAMP8 estresados metabdlicamente también se demostré mediante una
inhibiciéon de la actividad de la cinasa GSK-3B y la reduccién de la

hiperfosforilacion de tau.

Los resultados obtenidos en esta primera parte mostraron que el estrés
metabdlico en SAMP8 que es ocasionado por la dieta grasa (Mehla y col.,
2014) conlleva a un declive cognitivo y una disfuncién mitocondrial, incluyendo
los procesos de la dindmica mitocondrial. Ademas, el estrés metabdlico afecta
a la via de la Wnt en el hipocampo y aumenta la hiperfosforilaciéon de tau, el
cual es un marcador de neurodegeneracién. Asimismo, se determiné que el
resveratrol, administrado a través de la dieta es capaz de prevenir las
alteraciones cognitivas y moleculares que se producen durante el estrés

metabdlico.

Efectos del resveratrol en el envejecimiento de ratones C57BL/6J
bajo estrés metabdlico

Como se ha descrito envejecer comporta para el organismo un conjunto de
modificaciones morfoldgicas y fisioldgicas, las cuales suponen una disminucién
de la capacidad de adaptacion frente a los agentes perturbadores o a
situaciones y estados adversos. Esta disminucién en la respuesta (denominada
en determinados campos resiliencia) se refleja sobre todo en la pérdida de
memoria y de la capacidad de aprendizaje durante la senectud, fenémenos

que se relacionan, a su vez, con el EO y la inflamaciéon que experimenta el
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cerebro a esas edades. Por otro lado, se sabe que la alimentacién es un factor

importante para tener un envejecimiento saludable.

Por lo anterior, en esta segunda parte del proyecto determinamos la
importancia del estrés metabdlico en animales fisiolégicamente envejecidos
con respecto a la cognicién. Ademas, determinamos los cambios moleculares
subyacentes a la pérdida de las capacidades cognitivas, centrdndonos en

nuevas posibilidades del efecto beneficioso del resveratrol en ratones viejos.

Para este fin utilizamos ratones de la cepa C57BL/6J con 22 meses de edad y
los separamos en cuatro grupos experimentales: el primer grupo fue
alimentado con dieta normal (ND), el segundo grupo fue alimentado con
resveratrol (RV) con una concentracion del polifenol de 1g/kg, el tercer grupo
fue alimentado con dieta grasa (HF) que contenia 61% de grasas, y el cuarto
grupo tenia dieta grasa mas resveratrol (HD+resveratrol). Ademas, utilizamos
un quinto grupo de ratones jévenes de 8 semanas de edad como controles los
cuales fueron alimentados con dieta normal (ND). Los ratones permanecieron

con el tratamiento durante 8 semanas.

Al final del tratamiento se realizé una curva de tolerancia a la glucosa. Al igual
que en SAMPS8, los ratones envejecidos C57BL/6J alimentados con HF
mostraron un aumento exponencial en el peso corporal durante las 8 semanas.
Esta ganancia de peso estuvo ausente en los animales viejos con ND y fue muy
ligera en animales jovenes. Cuando se afiadié resveratrol a la dieta (ND y HF)
no se observaron cambios en el peso corporal respecto a los viejos y jovenes
con ND. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por los experimentos

de Jeon y col (2012), donde observaron un incremento en el peso corporal de
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ratones C57 alimentados con HF pero no en ratones alimentados con
resveratrol.

Los niveles elevados persistentes de glucosa en sangre entre los minutos 20 y
90 de la curva de tolerancia después de las 8 semanas de tratamiento de
ratones que comieron HF, no disminuyeron, lo que implica una resistencia a la

insulina sostenida por la dieta grasa.

En referencia a los pardmetros de comportamiento, se observaron mejoras en
la cognicién con la prueba de NORT en ratones alimentados con
ND+resveratrol en comparaciéon con los alimentados con HF quienes
presentaron un deterioro cognitivo. Los resultados de la prueba MWM
reforzaron el efecto del resveratrol; sin embargo, no se evidenciaron cambios
significativos entre los animales no tratados debido, posiblemente, a la
condicion fisica de los animales de edad avanzada. También se evalud la
actividad motora y la ansiedad de los ratones mediante la prueba del campo
abierto, aunque no observamos diferencias en la actividad locomotora, si
obtuvimos una diferencia en la ansiedad de los animales que fueron
alimentados con HF en comparacién a los alimentados con ND y ademas el
grupo con resveratrol revirtié los efectos ocasionados por HF. Los modelos de
EA han mostrado una mayor ansiedad, por lo que la demencia puede estar
relacionada estrechamente con este problema (Prior y col., 2014; Currais y col.,

2015).

A nivel molecular, primero se analizaron marcadores relacionados con el EO y
la neuroinflamacioén; las enzimas iINOS, CAT y COX2 que estan relacionadas
con el EO no mostraron diferencias de expresién entre los animales jovenes y
viejos, aunque en una serie de pardmetros medidos se puede observar una

tendencia, lo que indica que a edades muy avanzadas hay un punto en que
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parece que se detiene la progresion de los marcadores de EO en esta cepa.
En consecuencia, tampoco se encontraron cambios significativos en la
expresion génica de Nrfl, descrito como un factor de transcripcion que
controla la expresién basal e inducida, regulando resultados fisiolégicos de la
exposicion a los oxidantes (Ohtsuji y col., 2008). Debido a que los animales
estudiados presentan una condiciéon deteriorada por la edad, podria ser
factible plantear la hipotesis de que el envejecimiento redujo la posibilidad de
que la HF produjera un alto grado de estrés metabdlico, y por consecuencia
alto EO, que si sucede en diferentes modelos animales a edades mas
tempranas (Petrov y cols., 2015; Price y col., 2012). El resveratrol no indujo
cambios importantes en parametros oxidativos, excepto en la expresion génica
de Aldh2, la cual es una enzima implicada en la desintoxicacion de los
aldehidos que se acumulan a través del metabolismo, por tanto, funciona
como un protector ante EO (Ohta y col., 2004; Chen y col., 2014; Galer y
Grace, 2015). Experimentos en ratas han demostrado que la capacidad de
eliminacion de 4-HNE (producto aldehidico de peroxidacion lipidica que
provoca citotoxicidad y su acumulacién promueve la muerte celular) por la
enzima ALDH2 mitocondrial disminuye con el envejecimiento (Chen y Yu,
1996) por lo tanto la activacién de ALDH2 puede hacer més lento, al menos
hasta cierto punto, el proceso de envejecimiento (Chen y col., 2014). Ademas,
se ha sugerido que la disfuncién de ALDH2 puede contribuir a una variedad de
enfermedades humanas incluidas las enfermedades cardiovasculares, diabetes,
enfermedades neurodegenerativas, accidentes cerebrovasculares y cancer

(Cheny col., 2014).
A pesar del débil proceso del EO presente en nuestro modelo, si se ha

observado actividad pro-inflamatoria, un proceso que se encuentra

estrechamente ligado al EO en animales de edad avanzada (Jeon y col., 2012).
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La inflamacién comprende una respuesta defensiva a insultos, incluido un
entorno oxidativo (Kriz, 2006). Por lo tanto, la presencia de una respuesta
inflamatoria confirmé un proceso oxidativo en el hipocampo de ratones
alimentados con HF. Ademas, en este proceso inflamatorio podria basarse en
el deterioro cognitivo que fue demostrado por la prueba NORT en animales
viejos y en un mayor grado en animales con un estrés metabdlico. El
resveratrol debido a su papel anti-oxidante y anti-inflamatorio (Tung y col.,
2015), evité el aumento en la mayoria de los marcadores de pro-inflamatorios

en este estudio mediante una reduccion de la expresién génica de las citocinas

Tnf-a, Cxcl10, II-18, Il-6 y Ccl3.

Como ya se ha mencionado, el EO puede producir dafio mitocondrial y afectar
a la cadena respiratoria mitocondrial (OXPHQOS). Cuando se estudiaron los
elementos de OXPHQOS en animales de 24 meses, no se encontraron cambios
en HF en comparacién con ND. Sin embargo, si se encontraron diferencias en
los complejos CII-SDHB, ClII-UQCRC2 y CIV-MTCO1 con el tratamiento con
resveratrol. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en trabajos previos
(De Oliveira y col., 2016) y demuestra que el resveratrol ejerce una accién
consistente sobre la funcién mitocondrial. El efecto anterior del resveratrol
sobre la funcién mitocondrial fue reforzado mediante la alteracién del eje
SIRT1-AMPK-PGC1-a. Como ya se menciond el resveratrol es un activador de
SIRT1 (Howits, 2003) que es una sirtuina que estad implicada en la resistencia al
estrés, el metabolismo energético, la supervivencia neuronal (Cardinale y col.,
2015) y en la extensién de vida (Boily y col., 2008). Sirt1 promueve la
biogénesis mitocondrial mediante la desacetilacion y la activacion de PGC1-a
(Gerhart-Hines, 2007; Rogers y col., 2005). PGC1-a también es activado por
AMPK, otro sensor metabdlico importante (Jager y col., 2007). Hay estudios in

vivo que sugieren que el resveratrol puede activar primero a SIRT1, lo que
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conlleva a la activacién de AMPK mediante la desacetilacion y activacién de la
cinasa LKB1 (Price y col., 2012). Nosotros encontramos un aumento en la
expresion génica de SIRT1 en animales que consumieron resveratrol, pero no
en el resto de los grupos experimentales. También, el resveratrol revirtié la
fosforilacion de AMPK, hasta casi alcanzar los niveles de fosforilacion de los
animales jévenes, Demostrando que el resveratrol funciona como un activador
directo de AMPK (Fullerton col., 2010; Baur col., 2006). El efecto del
resveratrol en SIRT1 y AMPK puede explicar también la reducciéon en los

procesos de inflamacién en ratones viejos y estresados metabdlicamente.

Por otro lado, en trabajos realizados por Uittenbogaard y col (2010)
propusieron la idea de un nuevo concepto NeuroDé6-PGC1-a-SIRT1 como un
nuevo eje neuroprotector. NeuroDé desempefia un papel importante en la
eliminacion de ROS intracelular. Los autores demostraron que NeuroD6
conserva la masa mitocondrial, niveles de ATP intracelular y la expresién de
subunidades especificas de los complejos respiratorios bajo condiciones de
EO. NeuroDé también mantiene la expresiéon génica de Pgcl-a, Sirt1, Tfamy
Nrf1. La expresion de NeuroDé fue menor en animales viejos con ND, mientras
que los que consumieron resveratrol recuperaron los niveles de NeuroDé.
Estos resultados se correlacionan con los efectos observados en el
funcionamiento mitocondrial, marcadores oxidativos y la via de la Wnt, del

trabajo anterior en SAMPS8 y dieta grasa (Palomera-Avalos y col., 2016).

Finalmente estudiamos marcadores epigenéticos, ya que se ha descrito que la
epigenética estd implicada en la iniciacién y desarrollo de la senescencia
(Fraga y Esteller, 2007; McGowan y col., 2008). Ademas, se ha descrito que la
obesidad inducida por la dieta alta en grasa modifica los patrones de

metilacion del DNA de genes asociados a la memoria (Heyward y col., 2015).
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Especificamente se ha sugerido que la metiltransferasa DNMT3B desempefia
un papel importante en el deterioro cognitivo en sujetos con un deterioro
cognitivo leve (Chouliaras y col., 2015; Cérdova-Palomera y col., 2015). En
nuestro estudio los niveles de metilacién global se incrementaron en los
animales viejos respecto a los jévenes, y al consumir resveratrol los niveles de
metilaciéon se normalizaron. Se ha descrito que las modificaciones de la
cromatina, especialmente la acetilacion de la cola de histonas inducida por los
inhibidores de las histonas deacetilasas (HDACs) facilita el aprendizaje y la
memoria tanto en ratones silvestres como en modelos neurodegenerativos
(Guan y col., 2009; Penny y Tsai, 2014), especificamente se ha demostrado que
la deficiencia de la HDAC2 da como resultado un aumento en el nimero de
sinapsis y facilita la memoria. En nuestros experimentos se observd un
incremento de la HDAC2 en los animales viejos respecto a los jévenes,
recuperando los niveles normales con el resveratrol en los animales viejos.
Como se sefalo anteriormente, SIRT1 es también una deacetilasa de histonas y
estd descrita como un regulador epigenético (Heyward y col., 2016) y, de
acuerdo con ello, observamos un aumento en la expresiéon génica de Sirt1 con

el resveratrol en ratones viejos.

Como podemos observar el resveratrol es capaz de modificar los niveles de la
metilacion global y de la metiltransferasa DNMT3B en ratones C57BL/6J
envejecidos, ademéds de regular la expresion génica de Hdac2, estos
marcadores epigenéticos estdn estrechamente relacionados con el deterioro
de la memoria y por consiguiente del EO y la inflamacién, apoyando la idea de

que el resveratrol tiene un efecto anti-inflamatorio.
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El resveratrol aumenta la respuesta en ratones C57BL/6J
envejecidos frente a un estimulo inflamatorio agudo

Con la edad, la capacidad de responder de manera eficaz a estimulos nocivos
disminuye y el organismo se vuelve mas susceptible a infecciones vy
enfermedades. Durante el proceso de envejecimiento, hay un cambio en el
cerebro hacia un estado pro-inflamatorio que conduce a un aumento crénico
en la activacion de las células microgliales. Varios estudios han informado
sobre niveles elevados de TNF-q, IL-1B e IL-6 en el tejido cerebral y el suero de
humanos en ancianos, asi como en modelos animales (Uranga y col., 2010; Ye
y Johnson, 1999; Terao y col., 2002). Se ha propuesto que la neuroinflamacién
estd en el centro de las alteraciones patoldgicas que ocurren casi en todas las
enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad, como la EA o el
EP, asi como el envejecimiento normal (Mattson y col., 2002; Streit, 2004,

Tuppo y Arias, 2005).

Como ya hemos mencionado, el resveratrol es de particular interés en la
modulacién de enfermedades que conllevan la inflamacién, varios estudios han
encontrado que inhibe la produccién de ROS (Rotondo y col., 1998; Abraham
y Johnson, 2009) y activa varios factores de transcripcién como NF-xB. Sin
embargo, se conoce muy poco sobre los efectos de pre-condicionamiento del

resveratrol frente a dafios agudos (Calabrese y col., 2010).

Por lo anterior, nos planteamos estudiar el efecto del resveratrol en ratones
ancianos en la potenciacion de las defensas cerebrales frente a LPS, que es un
lipopolisacarido que se encuentra en la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas y un principal componente molecular asociado a patégenos
(Kallapura y col., 2014) responsables de la mayoria de las reacciones

inflamatorias tdxicas por RONS.
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Para llevar a cabo el estudio un grupo de ratones fue alimentado con
resveratrol durante 8 semanas y otro grupo con ND, al término del tratamiento
se hicieron 4 grupos experimentales que consistieron en ratones con
ND+solucién salina, ND+LPS, RV+solucién salina y RV+LPS. La concentracién
utilizada de LPS fue de 100 pg/kg y fue inyectado intra-peritonealmente, para

sacrificar a los ratones 3 h después de su administracion.

Como se esperaba la administracién del LPS indujo un efecto pro-inflamatorio
muy intenso en el hipocampo de los ratones C57BL/6J de 24 meses de edad,
con un aumento en los niveles de expresiéon de las citocinas I1-6, Tnf-a, II-18'y
Cxcl10. Tateda y col (1996) observé un incremento en citocinas pro-
inflamatorias en ratones viejos respecto a ratones jovenes después de
administrar LPS a 100 pg por ratén. Otros autores como Campbell y col (2014)
observaron diferencias en los niveles de TNF-a después de la exposicion al
LPS; posiblemente las diferencias encontradas se deban a una mayor
sensibilidad a los estimulos inflamatorios debido a la edad (Escames y col.,
2006). Por otro lado, también se han estudiado los niveles en la expresion de
varios receptores de citocinas (IL-1R, IL-6R, TNF-a, IFN-y) en el cerebro,
después de la administracién de LPS, los cuales variaron dependiendo de la
edad de los ratones, encontrdndose mas expresados en ratones viejos

(Utsuyama e Hirokawa, 2002).

Los resultados obtenidos en este estudio fueron concluyentes con un aumento
en la respuesta inflamatoria obtenida después de la administracién de LPS. El
aumento en los niveles de expresion de las citocinas en los animales con
resveratrol indica una posible respuesta de pre-acondicionamiento inducida
por la administracién del polifenol en la dieta sobre los mecanismos activados

por LPS en ratones envejecidos. Con la respuesta inflamatoria obtenida por el
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resveratrol, nos planteamos determinar marcadores especificos de EO, estrés
del reticulo endoplasmatico y la via mTOR, todos éstos relacionados con vias

en las que se ha descrito que interviene el resveratrol.

Los marcadores de EO mostraron cambios discretos en el hipocampo,
obteniendo una mayor expresion en el grupo de resveratrol con LPS, sin
embargo, estas diferencias no fueron significativas. Otro estudio llevado a
cabo por Campbell y col (2014) tampoco encontré diferencias después de la
administracién de LPS, sugiriendo que no se esperaria que estos indices
respondieran rapidamente a la inflamacién aguda. Por otro lado, se observaron
cambios en la expresion proteica del factor de transcripcién NF-kB, el cual
estd implicado en la expresiéon de una amplia gama de genes que regulan la
inflamacion, la proliferacién celular, la migracién y la supervivencia celular y el
EO (Sharif y col.,, 2007), como se esperaba NF-kB se incrementé en los
animales con resveratrol y LPS, ademas el LPS indujo un aumento significativo
en la expresion génica de iINOS en animales que consumieron resveratrol,
iNOS estd estrechamente ligado a NF-kB que generalmente se asocia con las
células del sistema inmune y produce NOe durante periodos de tiempo
prolongado (Kallapura y col., 2014) también observamos un incremento en la
expresion del factor de transcripcion NRF1 que estd implicado en la expresién
de varias enzimas antioxidantes (Ohtsuji y col., 2008) en el grupo de resveratrol
y LPS. Con los cambios discretos obtenidos en los marcadores de EO vy
apoyados por los resultados de Campbell y col (2014) no se puede descartar la
idea de que la exposicién aguda del LPS induzca a largo plazo EO y que el
resveratrol pueda ejercer una actividad beneficiosa. Como consecuencia del
EO se ve afectado el reticulo endoplasmatico encargado de controlar la
cantidad y calidad de las proteinas. En nuestro estudio vimos afectados

algunos componentes del reticulo endoplasmatico, entre ellos cambios en la
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fosforilacion de elF2a. La activacion de cinasas de elF2a, como PERK, puede
ser iniciada por factores de estrés (Donnelly y col., 2013). Se ha descrito que la
generacién de NOe puede inducir a la expresién de cinasas que fosforilan a
elF2a (Tong y col.,, 2011). La fosforilacién de elF2a reduce la sintesis de
proteinas pero aumenta la transcripcién de genes especificos en respuesta a
los factores estresantes (Liu y col., 2007; Woo y col., 2009; Nakayama y col.,
2010). Nuestros resultados mostraron niveles de fosforilacién elF2a mayor en
animales con resveratrol y LPS, determinando una mayor respuesta al estimulo

inflamatorio en los ratones alimentados con resveratrol.

Otra proteina que se vio afectada fue p-70S6K1 que junto con la proteina de
union elF4E son dos sustratos de la via mTOR. Los resultados mostraron
niveles de mTOR reducidos igual que la fosforilaciéon de p-70S6K1 en los
animales que se inyectaron con LPS y consumieron resveratrol, ello refuerza
publicaciones previas que describen que el resveratrol regula la via mTOR,
reduciendo la sefalizacion de mMTOR; nuestro modelo demuestra que
resveratrol estd ajustando la respuesta celular frente a factores estresantes

como LPS, a través de la modificacién de la via mTOR.

Para finalizar, indicar que la fosforilaciéon de elF2a estd relacionada con la
expresion de citocinas inducidas por infeccién (Shrestha y col., 2011); como
hemos discutido previamente, se observaron niveles muy altos de la
fosforilacion de elF2a con el resveratrol y el LPS, activando la produccion de
citocinas después de la inyeccién aguda de LPS. Asi el resveratrol actia
estimulado la produccién de citocinas y la modificacion de la via mTOR para
hacer frente a estimulos agudos pro-inflamatorios y predispone a los ratones a

tener una mayor eficacia de defensa celular en caso de edad muy avanzada.
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CONCLUSIONES

La conclusién general de los estudios realizados en esta tesis doctoral es que
el resveratrol promueve el envejecimiento saludable mediante la modulacién
de diferentes vias metabdlicas implicadas en la neurodegeneracion afectadas

por el estrés metabdlico.

De manera especifica, las principales conclusiones son las siguientes:

1. El estrés metabdlico inducido por la dieta grasa en ratones SAMP8
provoca un deterioro de las capacidades cognitivas, aumentando el EO y
la  disfuncion mitocondrial (biogénesis, fusién/fision y fosforilacién
oxidativa).

2. El resveratrol previene la disfuncién mitocondrial, reduciendo el EO y los
marcadores neurodegenerativos como la hiperfosforilacion de tau en
ratones SAMP8 estresados metabdlicamente.

3. El resveratrol ejerce un efecto neuroprotector en el cerebro de ratones
SAMPS8 alimentados con dieta grasa, a través de la modulacién de la via de
la Wnt, debido al incremento de actividad de B-catenina.

4. El estrés metabdlico inducido por la dieta grasa en ratones envejecidos
C57BL/6J conduce a alteraciones cognitivas que fueron reducidas por el
resveratrol.

5. El resveratrol disminuye los marcadores inflamatorios (TNF-a, CXCL10, IL-
1B, IL-6 y CCL3) y marcadores implicados en la senescencia vy
rejuvenecimiento (SIRT1-AMPK-PGC1-0) en el hipocampo de ratones

C57BL6J envejecidos y metabdlicamente estresados.
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6. El resveratrol modifica los niveles de metilacién global (5-mC) de DNAy la
expresion génica de las enzimas epigenéticas metiltransferasa Dnmt3b y
deacetilasa Hdac2 que son moduladas por los niveles de EO en el
hipocampo de ratones C57BL/6J envejecidos y alimentados con dieta
grasa.

7. El tratamiento agudo con LPS en ratones C57BL/6J envejecidos produce
un incremento de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, CXCL10, IL-1p e IL-6)
que fue significativamente mayor en el grupo tratado con resveratrol.

8. El tratamiento con resveratrol modifica los marcadores del RE (elF2a, BiP y
ATF4) e inhibe la via mTOR en el hipocampo de ratones envejecidos

después de la administracién de LPS.
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