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Resumen

Lateoria del estrés oxidativo sobre e envejecimiento postula que los efectos
deletéreos de los radicales libres son |os responsables del proceso de envejecimiento.
Existe evidencia de que una dieta balanceada con el suplemento del ardndano azul (AA)
puede retardar |os procesos del envejecimiento en los roedores. El presente estudio
investigo si el suplemento del AA podia prevenir el decaimiento de lamemoria espacial
y de lamemoria de reconocimiento, asi como la elevacion del nivel de la proteina del
factor de transcripcién factor nuclear-kappa B (NF-xB) en ratas adultas mayores de la
cepa Fischer 344. Se alimentd a 12 ratas con la dieta que contenia el suplemento del AA
por doce semanas antes de la tarea de memoria espacial y por 17 semanas antes de la
tarea de memoria de reconocimiento. Al mismo tiempo se alimento6 a doce ratas adultas
mayoresy adoce ratas jévenes con ladieta control. Lamemoria espacial se estudio
mediante el paradigma de aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada
24 horas. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos durante el ensayo
muestra. Asimismo no hubo una diferencia significativaen el nimero de errores
(entrada alos callg ones sin recompensa) entre |os tres ensayos experimentales o en la
interaccion de ensayos por grupo. Sin embargo, en el promedio del nimero de errores
de los tres ensayos experimental es se encontré una diferencia significativa Unicamente
entre el grupo control de ratas jovenesy € grupo control de ratas adultas mayores. No
hubo una diferencia significativa entre el grupo control de jévenesy € grupo
experimental de adultos mayores, ni entre los dos grupos de adultos mayores. No se
encontraron diferencias significativas entre |os tres grupos en la latencia para encontrar
larecompensa durante el ensayo muestray |os tres ensayos experimentales. Asimismo

en lalatencia para encontrar la recompensa no hubo una diferencia significativa entre



los grupos en el ensayo muestra, en los ensayos experimentales, ni en lainteraccion de
ensayos por grupo. Sin embargo, se revel6 unatendencialineal negativay significativa
en el nimero de errores y lalatencia de |os ensayos experimentales del grupo control de
jovenesy del grupo experimental de adultos mayores. En contraste, esta tendenciano se
mostré en ninguna de los dos variables del grupo control de adultos mayores. También
se utilizo e paradigma de exploracion de objetos novedosos para medir la memoria de
reconocimiento después de un intervalo de 30 sy de uno de una hora entre el ensayo
muestray el ensayo experimental. Durante el ensayo experimental de 30 sno se
encontraron diferencias significativas entre |os tres grupos, pero en e ensayo
experimental con una horadeintervalo, € grupo control de adultos mayoresrealizo la
tareaen un nivel inferior a nivel de azar. El grupo experimental de adultos mayoresy el
grupo control de jévenes gjecutaron latarea de manerasimilar, lacud fue
significativamente diferente ala del grupo control de adultos mayores. El nivel de
expresion del NF-xB se determiné mediante el método de immunotransferencia de
Western. El grupo control de adultos mayores mostrd un nivel de expresiéon del NF-xB
significativamente més alto que el grupo control de jovenes en cuatro de las regiones
estudiadas (corteza frontal, hipocampo, cerebro basal anterior y cerebelo). El nivel de
expresion del NF-xB en cuatro de las regiones (corteza frontal, hipocampo, estriado y
cerebel 0) fue significativamente mas bajo en € grupo experimental de adultos mayores
gue en e grupo control de adultos mayores. Los niveles promedio normalizados de la
proteina del NF-xB en hipocampo, cerebeloy el indice total de expresion se
correlacionaron negativay significativamente con e porcentaje de exploracién del

objeto novedoso.



Abstract

The oxidative stress theory of aging postul ates that the del eterious effects of free
radicals are responsible for the aging process. It has been reported that an antioxidant-
rich, blueberry-supplemented rat diet may retard brain aging in the rat. The present
study determined whether such supplementation could prevent impaired spatial memory
and object recognition memory, as well as elevated levels of the oxidative stress-
responsive protein, nuclear factor-kappa B (NF-«B) in aged Fischer-344 rats. Twelve
aged rats had been fed a 2% blueberry supplemented diet for 12 weeks prior to the
gpatial task and 17 weeks prior to the object recognition testing. At the same time
twelve aged rats and twelve young rats had been fed a control diet. The rats were tested
for spatial reference memory task with the one trial per day reward learning paradigm.
There were no significant differences between the groups during baseline training. Also
there was no significant difference between the groups in the number of errors (entrance
to the alleys without the reward) among the three experimental trials or in the
interaction of trials by group. However, there was a significant difference among the
groups on the averaged trials. This difference was only between the young control
group and the aged control group. In contrast, there was no significant difference
between the young control group and the aged blueberry group. There was no
significant difference between the two aged groups. There was no significant difference
among the three groups during the baseline training or during the three experimental
trialsin latency to reach reward. Also there was no significant effect in latency among
the three experimental trials, or in the interaction of trials by group. However, linear
trend analyses revealed a significant negative linear trend in number of errors and

latency, as afunction of trial in the aged-blueberry group and the young control group,



indicating learning over the course of the experiment. In contrast, the linear trend
analyses of the aged-control group did not reveal a significant linear trend in neither one
of the variables. The rats were also tested for object recognition memory using the novel
object exploration task with 30 sand 1 hour delays, between the training trial and the
experimental trial. With a one-hour delay, aged control diet rats performed no better
than chance. Y oung rats and aged blueberry diet rats performed similarly and
significantly better than the aged control diet group. NF-xB is a protein whose levels
tend to increase as afunction of cellular stress, particularly oxidative stress. Levels of
NF-kB in five brain regions of the above subjects were determined by western blott
assay. Infour regions, (frontal cortex, hippocampus, basal forebrain and cerebellum),
aged control diet rats had significantly higher average NF-xB levels than young animals
on the control diet. In four regions, (frontal cortex, hippocampus, striatum and
cerebellum), aged blueberry diet rats had significantly lower levels of NF-xB than aged
control diet rats. Normalized NF-«xB levels (averaged across regions, the hippocampus
and the cerebellum) correlated negatively and significantly with the object exploration

percentage scores.






INTRODUCCION

El enveecimiento es un proceso gradual y continuo, durante el cual se deteriora
la capacidad de adaptacion del organismo a su medio interno y a su ambiente externo.
Existen varios términos para identificar alas personas de edad avanzada, el Comité de
Derechos Econémicos, Socialesy Culturales de las Naciones Unidas (ONU, 1995)
recomienda €l término de “personas mayores’.

Lavejez posee ciertas caracteristicas propias: es universal entre los seres
humanos, progresiva e irreversible, homogénea entre los seres de la misma especie (ya
gue cada especie tiene una velocidad caracteristica de envejecimiento y una esperanza
de vida especifica), es un proceso intrinseco (ya que la esperanza de vida no esta
regulada por factores ambientales modificables y aln en las mejores condiciones
ambientales tiene un limite), y existe un descenso en la eficiencia bioldgica que llevaa
una pérdida progresiva de tales funciones.

Sin embargo, a pesar de las caracteristicas propias de la senectud, el proceso del
envejecimiento no es uniforme en todos | os seres humanos; lavelocidad del declive
funcional varia enormemente de sujeto a sujeto, y de 6rgano a 6rgano dentro del
organismo de la misma persona. La expectativa de vida es especifica del individuo y es
modificable a diferencia de la esperanza de vida que no lo es. La edad cronoldgica de
las personas mayores no necesariamente coincide con la edad biol6gica de su
organismo, sino que existe una variabilidad considerable entre ambas (Collier y
Coleman, 1991; Craik, 1987; Heaton, Grant, y Mathews, 1986).

No se puede precisar en qué momento terminala edad medianay comienza el
enve ecimiento. Se utilizan pardmetros como la edad cronoldgica, la edad biolégicay la

edad funcional para determinar el comienzo de laveez de una persona (Stuart-



Hamilton, 2000). La mayoria de los gerontdlogos concuerdan que la edad cronol 6gica
del comienzo de la vejez se encuentra entre 1os 60 o 65 afios (por ejemplo, Decker,
1980; Kermis, 1983; Rebok, 1987). Laedad biol6gica es un concepto fisioldgico del
estado de los 6rganos, que implica la determinacion de diferentes parametros
comparados con patrones estandar establecidos para cada edad o grupo de edades, por
gjemplo: las medidas de tipo antropométrico, indice de masa corporal, tension arterial,
capacidad vital, metabolismo basal, tasas de recuperacion, etc. La edad funcional mide
el rendimiento de las personas mayores en relacion con su grupo de edad (Stuart-
Hamilton, 2000). Para determinar la edad funcional de las personas mayores se utilizan
parametros como la capacidad de las personas para mantener su integracion social, sus

roles personalesy el nivel de su calidad de vida.

Procesos Mentalesy el Envejecimiento

Actualmente se considera que | as consecuencias del envejecimiento son
notablemente sel ectivas, principalmente en el sistema nervioso central (Eichembaum,
2002). El decaimiento de los procesos cognoscitivos en las personas mayores esta
relacionado estrechamente con la disminucién de la eficacia de los sistemas corporales
(Birren, Woods y Williams, 1980). Por ejemplo, el debilitamiento de los sistemas
cardiovascular y respiratorio afecta el aporte de sangre 'y de oxigeno al cerebro y por o
tanto, disminuye la energia de la que dispone este érgano. Birren, et a. (1980)
propusieron que el enlentecimiento de los procesos mental es que se observa en las
personas mayores, se debe alos cambios en el flujo sanguineo y en el oxigeno al
cerebro. El debilitamiento de |os sistemas sensoriales (por g emplo, ladisminucién dela

agudezavisual y auditiva) afecta el contacto de la persona mayor con el medio



ambiente, por lo tanto se privaa cerebro de una experiencia directay completa.
Algunos investigadores han propuesto gue las personas mayores que g ercitan
constantemente sus capacidades mentales (teoria del desuso, Milne, 1956) y mantienen
una condicion fisica saludable, generalmente cambian menos en algunos parametros de
su rendimiento intelectual (Bunce, Barrowclough y Morris, 1996; Hawkins, Kramer y
Capadi, 1992).

Se ha demostrado que dentro del grupo de las personas mayores con una misma
edad cronol 6gica, existen diferencias significativas en varias medidas de destrezas
cognoscitivas (Albert, 2003), y se ha sugerido que esta caracteristicade lavejez se
debe alagran variacion del estado fisiologico y morfoldgico del SNC entre las personas
mayores (Rabbitt, 1984, 1993). Sin embargo, existen ciertos parametros indicativos del
decaimiento cognoscitivo durante el envejecimiento que se observan en lamayoria de
las personas mayores, aungue en diferente magnitud:

e Enlas pruebas de destrezas especializadas como lainteligencia cristalizaday la
inteligenciafluida (Cattell, 1971; Horn, 1978) se observan cambios. En general,
las destrezas cristalizadas (por €jemplo, los conocimientos adquiridosy los
procedimientos habituales) se ven menos afectadas por la edad que |as destrezas
fluidas (por egemplo, la capacidad pararesolver problemas en situaciones
nuevas). Para una descripcion detallada ver las revisiones de Christensen,
Henderson, Griffiths, y Levings, 1999; Rabbit, 1993.

o El coeficiente intelectual (Cl) de las personas no se altera con laedad, en
general, una persona mantiene su Cl en el mismo nivel que las personas de su
edad durante todo su ciclo vital (Stuart-Hamilton, 2000).

¢ Unadelas medidas mas confiables del decaimiento mental son los tiempos de

reaccion, |os cuales se hacen proporcionalmente més lentos con la edad (Birren



y Fisher, 1995; Lindeberger, Mayr y Kliegl, 1993). Los tiempos de reaccion se
correlacionan negativamente con las medidas del rendimiento intel ectual
(Ferraro y Moody, 1996).

Otro indicador del decaimiento mental son los cambios en la capacidad de
atencion. La atencién sostenida no diminuye significativamente (Salthouse,
1982), pero cuando la atencion se dirige a diferentes estimul os (atencion
selectivay atencion dividida) existe un déficit (Lajoie, Teasdale, Bard y Fleury,
1996; Rabbit, 1975; Vaneste y Pouthas, 1999).

El pensamiento abstracto también se ve afectado. Frecuentemente se observaen
las personas mayores un decaimiento de la organizacion conceptual, por
gjemplo, en la categorizacion de palabras complejas mediante varios atributos
(Kramer, Humphrey, Larish y Logan, 1995). Asimismo, el pensamiento
divergente se encuentra disminuido. Esto se observa en la dificultad que tienen
las personas mayores para resolver tareas que requieren creatividad (Stuart-
Hamilton, 2000).

Algunas personas mayores muestran dificultad para realizar tareas piageteanas,
como la de conservacion de la materia (Papalia, 1972), razonamiento moral y

animismo (McDonald y Stuart-Hamilton, 1996, 2000).

Durante el envejecimiento |os procesos mnemaonicos también sufren cambios. A
pesar de que algunos tipos de procesos mnemaonicos se conservan durante el
envejecimiento y de que existe unavariacién individual significativa, €

debilitamiento de los procesos mnemaénicos aumenta con la edad.



LaMemoriay € Envejecimiento

En todos |os procesos mental es de nuestra vida diaria utilizamos informacion
adquirida através de nuestra experiencia pasada. La memoria es una destreza mental
gue nos permite conservar y evocar dichos sucesos e informaciones pasadas. El flujo de
estimul os que se transforman en |os trazos mnemaonicos sigue un proceso secuencial que
se divide en las fases de codificacién, almacenamiento y recuperacion.

En la actualidad, la memoria no se considera un proceso unitario (Mishkin,

1978; Squire, 1986) ni difuso en todo el cerebro, sino un conjunto de sistemas bien

definidos y distintos (Cohen, 1994; Squire, 1987).

Sstemas Mnemonicos

La clasificacion de los multisistemas mnemonicos no se basa en las modalidades
sensoriales (memoria sensorial) o temporales (memoria a corto plazo y memoriaalargo
plazo). Todos los sistemas tienen acceso a todas las modalidades sensorialesy utilizan
rutas multiples paralarecuperacion y expresion de las memorias. Las caracteristicas
gue distinguen a cada sistema mnemaonico son la representacion de lainformacion, su
organizacion y laflexibilidad en la recuperacion de lainformacion (Squire, Bloom,
McConnell, Roberts, Spitzer y Zigmond, 2003).

Diversos estudios han demostrado |a disociacion entre |os sistemas mnemonicos
asi como las estructuras criticas de cada uno (McDonald y White, 1993; Packardy Mc
Gaugh, 1996). Actualmente, se consideran tres sistemas que apoyan diferentes tipos de
memoria: memoria declarativa, memoria no declarativa o de procedimiento y memoria
emocional. (Coheny Eichenbaum, 1993; McDonald y White, 1993; Squire et al., 2003).

Asimismo cada sistema contiene varios tipos de memorias. Todos |os sistemas reciben y



mandan informacion alas diferentes éreas corticales asociativas: cortezas temporal,
parietal, olfativa, prefrontal y € giro cingular (Eichembaum, 2002; Squire et al., 2003;

Squirey Zola-Morgan, 1991).

Memoria Declarativa

Es la capacidad de recordar eventosy sucesos. Lainformacién de lamemoria
declarativa se expresa explicitamente, esta al alcance de la persona en unaforma
consciente y tiene un componente temporal alargo plazo (Squire et a., 2003). La
informacion se recupera através del recuerdo librey el reconocimiento (memoriade
evocacion librey memoria del reconocimiento, respectivamente). La memoria de
evocacion libre se lleva a cabo sin indicios externos en contraste con lamemoria del
reconocimiento que se activa en respuesta a una indicacion externa.

Numerosos investigadores han sugerido que la memoria semanticay episodica
(Tulving, 1972) son componentes de |la memoria declarativa (Cermak, Talbot, Chandler
y Wolbarst, 1985; Cohen, 1994; Schacter y Tulving, 1983; Squire, 1986, 1987, Squire,
Knowltony Musen, 1993; Squirey Zola-Morgan, 1991). La memoria semantica
consiste en el aprendizaje de datos y conocimientos generales y la memoria episodica en
el aprendizaje de informacién personal.

L as estructuras especificas del sistema de la memoria declarativa son €l
hipocampo (la estructura critica en el sistema de lamemoria declarativa) y laregion
parahipocampal (la corteza entorrinal, la corteza peririna y la corteza parahipocampal o
postrrinal). El hipocampo tiene circuitos aferentes y eferentes que lo conectan con la
region parahipocampal y ésta a su vez recibe informacion sensorial de la corteza
asociativa. Por |o tanto esta region es un punto de convergencia entre la corteza

asociativay el hipocampo (Squire et al., 2003).



Memoria No-Declarativa o de Procedimiento

El tipo de memoria de este sistema consiste en la adquisicion de habitosy
habilidades, |os cuales se expresan en forma inconsciente e implicita por medio de una
gran variedad de comportamientos (Eichembaum, 2002). Este tipo de memoriase
utiliza en nuestra vidarutinariay se modifica continuamente con la experienciay la
précticadiaria.

Al contrario del sistema de la memoria declarativa la anatomia de éste sistema es
muy complejay no se ha definido aln claramente (Eichembaum, 2002; Squire et al.,
2003). Los componentes principal es de este sistema que se han identificado son: €
estriado, compuesto por €l nucleo caudado, € putameny el niicleo acumbens; €l
cerebelo y la corteza cerebral, especialmente la corteza motora (Squire et al., 2003;

Thompson y Kim, 1996).

Memoria Emocional

Evoca emociones que estan asociadas con experiencias pasadas y produce un
cambio inconscientemente en e comportamiento, alin antes de que se recuerde dicha
asociacion. Asimismo, lamemoria emocional influye en el desarrollo de las
preferenciasy las aversiones que sentimos hacia un evento y en la adquisicion de juicios
positivos o negativos, creando asi, |0s prejuicios que afectan e comportamiento de las
personas (Mc Donald y White, 1993; Squire et al, 2003).

Lamemoriaemocional esindependiente de lamemoriadeclarativay dela

memoria de procedimiento. Las estructuras principal es implicadas en lamemoria
emocional son laamigdalay € circuito neuronal entre €l hipotdlamo y la hipdfisis

(McDonady White, 1993).



El envegjecimiento y |os procesos mnemaoni cos.

El envejecimiento no afecta de manera uniforme atodos |os sistemas
mneménicos (por emplo, Albert, 2003; Kramer et al., 1995; Markowska et al., 1989).
Una investigacion reciente con individuos entre las edades de 35 y 90 afios (los adultos
mayores que participaron gozaban de un estado de salud 6ptimo), utilizé unatarea de
recuerdo libre y demostré dos puntos muy importantes: una declinacién de lamemoria
declarativa con laedad y una gran variabilidad de este efecto entre las personas
mayores, ya que hubo individuos mayores que realizaron la tarea tan bien como los
jovenes (Albert, 2003).

Lamayor diferencia entre los adultos mayoresy los jovenes se observaen la
capacidad para formar memorias nuevas. L os adultos mayores muestran una
disminucion en esta capacidad y se piensa que puede deberse a problemas en la
consolidacién y en latransferencia de lainformacion de lamemoria a corto plazo ala
memoriaalargo plazo (Albert, 1994). También se ha propuesto que esta incapacidad
puede deberse alafalta de estrategias de |as personas mayores para aprender la
informacion que se les presenta. Por gjemplo, se encontré que la mayoriade las
personas mayores no usaban estrategias de asociacion para aprender una lista de
pal abras apareadas; y por |o tanto, necesitaban un nimero mayor de ensayos para
aprender los pares (Ardillay Rosselli, 1989).

Ladificultad para formar memorias nuevas se presenta tanto en la modalidad
verbal como lano verbal (Crook et al., 1986). Sin embargo, se ha encontrado que la
memoria Vviso espacial suele estar mas af ectada que lamemoriaverbal (Eslinger, Pepin
y Benton, 1988). Este hecho se ha demostrado a través del menor desempefio de las

personas mayores en las subescalas de gjecucion de la Prueba de Inteligencia para



Adultos de Weschler Revisada (WAIS-R) (1945) en comparacion con los jovenes;
mientras que su desempefio es normal en la subescala de vocabulario (Botwinick y
Storandt, 1973). Asimismo, existe un déficit mayor en los adultos mayores cuando se
les pide que reproduzcan unafigura previamente vista por medio del recuerdo libre que
cuando la copian directamente (Ardillay Rosselli, 1989).

Del mismo modo, existe una disminucién en la velocidad del proceso de
codificacion (Cerella, Poon y Fozard, 1982), que se muestra en el aumento de los
tiempos de reaccion en distintas pruebas neuropsicol 6gicas (Ardillay Roselli, 1989;
Ferris, Crook, Sathananthan y Gershon, 1976). La diferencia entre los jévenes y adultos
mayores en |os tiempos de reaccion aumenta conforme incrementa la rapidez de la
presentacion de lainformacion. Esta diferencia se vuelve insignificante cuando
disminuye lavelocidad de |a presentacion de lainformacion (Arenberg, 1980).

L os procesos de recuperacién mediante el recuerdo librey el reconocimiento se
ven afectados de manera diferente. L os sujetos mayores g ecutan mas pobremente las
pruebas de recuerdo libre que | as pruebas de reconocimiento (Craik, 1987). Incluso,
algunos autores sugieren gue las pruebas de recuerdo facilitado o reconocimiento
tienden a ser normales en las personas mayores (Petersen, Smith, Kokmen, Ivnik y
Tangalos, 1992). Sin embargo, otros autores han encontrado que lamemoria de
reconocimiento declina con laedad y de forma muy variable (Squire et al., 2003)
durante el envejecimiento normal de los seres humanos (Joyce, Paller, Mclsaac, y
Kutas, 1998; Minamoto, Tachibana, Sugitay Okita, 2001; PFilotti, Meade y Gallo, 2003;
Rabbitt y Lowe, 2000; Verhaeghen, Vandenbroucke y Dierckx, 1998) primates (M oss,
Killiany, Rosene y Herndon, 1997), roedores (Bartolini, Casamenti y Pepeu, 1996;
Dellu, Mayo, Vallee, Le Moal y Simon, 1994; Dellu, Mayo, Cherkaoui, Le Moal y

Simon, 1992; Scali, Giovannini, Bartolini, Prosperi, Hinz, Schmidt y Pepeu, 1997), y en



enfermedades neurodegenerativas (Chen, Ratcliff, Belle, Cauley y DeKosky, 2001,
Fleischman, Gabrieli, Reminger, Rinaldi, Morrell y Wilson, 1995; Gill y Josman 2001;
Lee, Rahman, Hodge, Sahakian y Graham, 2003; Lekeu et al., 2003; Pilotti et al., 2003).

La memoria semantica se mantiene relativamente estable con la edad (Huppert,
1991). Especialmente cuando lainformacion tiene un aspecto emocional o cultural
importante en lavida de la persona (LaRue, 1992). Algunos autores sugieren que la
memoria semantica presenta un aumento conforme avanza la edad (Eustache et al.,
1995).

Existe un decremento notable en los procesos centrales de la memoria episddica
en las personas mayores (Allen et al 2002; Mitchell, 1989). L os adultos jovenes son por
lo general mas rapidos en la produccion de recuerdos y pueden narrar 1os eventos con
mayor precision de detalles que | as personas mayores (Rabbit y Winthorpe, 1988). El
adulto mayor recuerda los puntos principalesy la esencia de las historias de su vida pero
la evocacion de los detalles tiende adisminuir (Field, 1981). Algunos autores sugieren
gue lamayoria de |os recuerdos autobi ogréficos proceden de |os acontecimientos claves
en lavidade las personas (Rubin y Schulkind, 1997) y lanitidez del recuerdo depende
delaintensidad de los sentimientos del evento (Damasio, 1994; Allen, Kaut, Lord, Hall,
Grabbe y Bowie, 2005) y la frecuencia con que se hayan recordado los mismos (Cohen
y Faulkner, 1988). Posiblemente estas variables, la nitidez del recuerdo y laintensidad

de los sentimientos disminuyen durante el enveecimiento.



Teoriasdel enveecimiento bioldgico

Existen muchas teorias sobre los cambios biol 6gicos que suceden durante el
enveecimiento. Sin embargo, existe un consenso general que el enveecimiento
biol 6gico tiene una naturaleza multicausal y compleja (Kowald y Kirkwood, 1996). Por
lo tanto una sola teoria no puede explicar el proceso del envejecimiento y lamayoriade
las teorias no son independientes entre si. Las teorias principales del envejecimiento
biol 6gico se pueden dividir en tres categorias: teorias moleculares, teorias celulares y

teorias sistémicas (Sharma, 1994):

Teorias Moleculares

Toda lainformacidn genética se guarda en el acido desoxirribonucleico (DNA)
de las células de un organismo. Los genes son |os segmentos nucleétidos que se
encuentraen el DNA y son las unidades genéticas. La informacion genética se
transcribe ala molécula de acido ribonucleico (RNA) y posteriormente seinicia el
proceso de traducciodn o sintesis de |as proteinas. Estas proteinas, ya sea estructural o
funcionalmente, gobiernan laformay las funciones del organismo. De acuerdo alas
teorias moleculares, lalongevidad (Ia duracién de vida de un organismo
independientemente de |a esperanza de vida segln su especie) de cualquier especie
depende de lainteraccion de los genes'y |os factores ambientales. Estas teorias parten de
dos conceptos basicos: todos |os organismos dentro de una especie poseen la capacidad
de unalongevidad muy similar y entre las diferentes especies se denota una longevidad
diferente. Por g emplo, las cachipollas viven Unicamente un dia, las moscas 30 dias, las
ratas 3 afnos, los perros 12 afios, los caballos 25 afios (Comfort, 1979) y los seres

humanos 122 afios (http:// en, widipedia.org/ wiki/ Jeanne_Calment). Se cree que existe



un programa genético que determina lalongevidad méaxima para cada especie. Otro
argumento a favor de estateoria esla herencia genética, por g emplo, los individuos més
longevos suelen tener descendientes con una longevidad més larga que |os que nacen de
padres con una longevidad mediana (Dublin, 1949; Murphy, 1978). Asimismo, €
promedio de vida de las mujeres es generalmente més alto que € de los hombres, y esta
diferencia entre |os sexos también se observa en miembros de otras especies (Rockstein,
1974). Un estudio reciente haidentificado genes en & cromosoma 4 que promueven
unalongevidad mas larga, apoyando asi la hipdtesis que las longevidad tiene un
componente genético (Pucaet a., 2001). Sin embargo, la expresion de la programacion
genética que regulalalongevidad puede ser alterada por varios factores ambientales,
como las radiaciones ionizantes, ladieta, € gercicio, etc.

Brevemente, entre |as principal es teorias moleculares del envejecimiento se

encuentran:

Envejecimiento programado: las células se pueden reproducir un nimero
programado de veces (el fenémeno de Hayflick) (Hayflick y Moorhead (1961). Las
I nvestigaciones con células tomadas de organismos vivos y cultivadasin vitro han
demostrado que éstas se duplican solamente un nimero determinado de vecesy después
se mueren (ver revision: Hayflick, 1997). El nimero de duplicaciones disminuye
conforme aumenta la edad del organismo (Martin, Spregue y Epsteins, 1970).

Acortamiento de los telémeros: en cada division celular se pierden los
teldmeros, los fragmentos finales de los cromosomas (Olovnikov, 1996). El telémero
(del griego telos: final y meros: parte) se acorta cada vez que una célula se duplica,
hasta que ya no se puede acortar mas, por lo tanto la célula no puede seguir

duplicandose y muere (Greider y Blackburn, 1996). Se ha demostrado que al reactivar



los teldmerosin vitro se prolonga considerablemente lavida celular, més aladel los
limites natural es especificados por Hayflick (Johnson, Marciniak y Guarente, 1998).
Sin embargo, otros investigadores (Johnson et al. 1998) sugieren que, por si solos, |os
mecanismos del tel dmero, no son |os responsables del proceso del envejecimiento, sSino
gue forman parte de las multiples anormalidades del material genético que se observan
durante el envejecimiento.

Restriccion de los codones: lainformacion genética para las proteinas esta
codificada en unidades independientes de tres bases |lamadas codones o tripletes de
bases. Lalectura exacta de los codones la realizan dos moléculas: € RNA de
transferencia (tRNA) y la sintetasa de aminoacil-tRNA. Lateoria de larestriccion de los
codones sugiere que la exactitud del proceso de traduccién del RNA mensajero
(mRNA) se deteriora durante la vejez. Las moléculas de tRNA y la aminoécido-tRNA -
ligasa no pueden descifrar las unidades de codones en las moléculas de mRNA y por lo
tanto se producen ateraciones criticas en e mMRNA (Strehler, 1977). Existe evidencia
experimental en varias especies, como la mosca de la fruta Drosophila melanogaster
(Hosbach y Kubli, 1979), los roedores (Y ang, 1971), las plantas (Bick y Strehler, 1972),
los congjos (Efstratiadis, Kafatosy Maniatis, 1977) y los seres humanos (Agris, Boak,
Bader, Voorn, Smith y Reichin, 1985), de que la eficaciay la actividad de las moléculas
de tRNA disminuyen durante el envejecimiento. Por lo tanto se alteralavelocidad del
proceso de traduccién y la habilidad de las células para traducir lainformacidn genética.

Mutacion somatica: fue propuesta por Szilard (1959) y sostiene que €l
envejecimiento es el resultado de la acumulacion de mutaciones en el DNA nuclear de
las células sométicas debido a su exposicion aradiaciones. Como consecuencia, las
células hijas no se duplican de manera exacta sino que su DNA contiene errores. Por |o

tanto, se elevan laincidencia de mutacionesy la pérdida de genes funcionales, y como



consecuencia lavida de las personas se acorta (Curtis, 1964; Failla, 1960; Szilard.

1959). Sin embargo, se ha demostrado gue ciertas mutaciones sométi cas causadas por
|as radiaciones tienen una incidencia muy baja durante el envejecimiento (Maynard-
Smith, 1996). Algunos investigadores (Evans, 1990; Vijg y Gossen, 1993) sostienen que
la acumulacion de mutaciones sométi cas es una consecuencia en lugar de una causa del
envej ecimiento.

Error catastrofico: el proceso del envejecimiento se debe ala duplicacion
defectuosa de | as proteinas debida a errores en lainformacion transferida del DNA alas
proteinas (Medvedev, 1961; Orgel, 1963, 1970). Dicha duplicacion defectuosa contintia
hasta llegar a una pérdida catastrofica de la homeostasis celular que lleva ala muerte
celular. Existen evidencias que muestran inconsistencias con esta hipétesis y que
sugieren que los errores en la duplicacion proteica no ocurren Unicamente como
consecuencia de la edad (Goldstein, Wojtyk, Harley, Pollard, Chamberlain y Stanners,
1985; Kanungo y Gandi, 1972). Las alteraciones en la replicacion de algunas proteinas
se deben a proceso de oxidacion (Fleming, Meinikoff, Latter, Chandray Bensch,
1986).

Regulacion genética: la senectud es €l resultado del cambio en la expresion
genética después de | os afios reproductores del organismo. El periodo de vidade un
organismo esta dividido en tres etapas (el desarrollo, lareproducciony €l
envejecimiento) y existe laactivacion y la supresion especifica de diferentes genes de
acuerdo a cada etapa (Kanungo, 1975).

Soma desechable: Kirkwood (1988) sugiere que la prioridad de un organismo es
reproducirse cuantas veces le sea posible. Sostiene que lamejor estrategia evolutiva es
utilizar toda la energiay recursos para el mantenimiento de los 6rganos reproductores

gue son los responsables de |a supervivencia de la especie. Lo mas importante es que



los genes del organismo sobrevivan, la supervivencia personal es secundaria, por 1o que
se considera a envejecimiento un subproducto accidental de una necesidad de mantener
los 6rganos reproductores en lamejor condicion (Kirkwood, 1988). En estudios de
laboratorio se ha demostrado que los animales cuya reproduccion es retardada, tienden a
Vivir mas afios en comparacion con animales de su misma especie que tienen
descendientes a una edad més temprana, y que existe una correlacion entre el tiempo
gue un organismo tarda en alcanzar la edad reproductoray su longevidad (Segall,
Timirasy Watson, 1983).

Dafio al genoma mitocondrial (DNAmt): esta hipétesis sugiere que los radicales
libres causan unainestabilidad del DNAmt, lo que conlleva al envejecimiento celular
(Miquel, Economos, Fleming y Johnson, 1980). Con la edad disminuye el nimero de
mitocondrias con un funcionamiento adecuado, y por lo tanto, se afectan |os procesos
necesarios paralaregeneracion de las poblaciones mitocondriales, la produccion de la
energiacelular y lasintesis de las proteinas. Posteriormente, la hipétesis de la muta
génesis mitocondrial intrinseca (Fleming, Miquel, Cottrell, Y engoyay Economos,
1982) afirmo que las alteraciones en laDNAmt causan los dafios irreversibles que se
observan durante el envejecimiento. Las mutaciones del DNAmt ocurren con mayor
rapidez que las que suceden en el DNAN y su proceso de reparacion es mas lento

(Berneburg, 1999).

Teorias Sstémicas

Estas teorias argumentan que el envejecimiento se debe a alteraciones en los
sistemas claves que ocasionan un deterioro general en el funcionamiento del
organismo; este decai miento puede ser programado genéticamente durante |os primeras

fases del desarrollo o puede ser la consecuencia de dafios ambientales (Sharma, 1994).



Entre las teorias sistémicas principal es se encuentran:

Control neuroendocrinolégico: Dilman y Dean propusieron en 1960 que €l
envejecimiento era el resultado de un programa regulado por sefiales neuronalesy
hormonales. Este programa comienza desde la fertilizacion y termina con la muerte
(Walker y Timiras, 1982). Estos periodos estan regulado por € circuito neuronal entre
el hipotdlamo y la hipdfisis, € cual es considerado €l regulador central y su funcion
principal es mantener la homeostasis del organismo (Cannon, 1932). La disminucién de
los gjustes homeostéticos genera fallas de |os mecanismos de adaptacion, [o que
conllevaalaveez y finamente ala muerte (Frolkis, 1982). Recientemente esta teoria
ha sido apoyada por investigaciones en el laboratorio que han demostrado la existencia
de un circuito neuronal gque controla, entre otras funciones, lalongevidad del nematodo
Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Kawano, Ito, Ishiguro, Takuwa, Nakgjimay
Kimura, 2000).

Sstema Inmunol égico: la respuesta inmune disminuye con la edad, no puede
combatir las infecciones eficientemente e identifica incorrectamente las células del
propio cuerpo como agentes infecciososy las ataca (Stenberg, 1998). Lo cual llevaaun
incremento marcado de enfermedades autoimmunol égicas y un decremento en los
mecanismos de defensas del organismo. (Ginaldi y Stenberg, 2003; Franceschi, Monti,
Sansoni y Cossarizza, 1995; Makinodan y Kay, 1983; Schmoll, Tewesy Plotnikoff,
1992). Estos cambios en |os mecanismos inmunol égicos producen el decaimiento
varios sistemas del organismo que conllevan alavejez y alamuerte. Por gemplo, se
ha demostrado claramente que con la edad disminuye la capacidad de proliferacion de
las células T (Timo) ante estimulos extrafios (George y Ritter, 1996). Se ha mostrado
gue en las personas centenarias con buena salud se conserva un nivel normal de las

actividades de variostipos de linfocitos (Franceschi et al., 1995). Asimismo en €l



laboratorio se demostrd que ratones con una dieta de calorias reducidas desde €l
momento de su nacimiento, vivieron mas alla de la expectativa de su vida, y

mantuvieron un nivel alto decélulas T (Miller y Harrison, 1995).

Teorias Celulares

Estas teorias proponen que los cambios que se observan en la estructuray en los
elementos funcionales de las células ocurren con €l paso del tiempo y bajo lainfluencia
de ciertos factores ambientales, como por gjemplo lanutricién y €l estrés. Entre las

principales teorias celulares se encuentran:

Uso: esta teoria fue introducida por August Weismann en 1882, y comparalos
organismos con maquinas 'y sostiene que con €l uso, las células del organismo se
desgastan y funcionan defectuosamente (Sacher, 1977). Lahipétesis de estateoria se
basa en |as observaciones de que lalongevidad de ciertas especies es proporciona mente
inversa al ritmo de su metabolismo basal (Sohal, 1976).

Acumulacion de productos de desecho: € envejecimiento celular es € resultado
de laacumulacion de la ruptura de productos citopldsmicos perjudiciales parala célula,
por ejemplo, el pigmento de lipofuscina se acumula causando deficiencias anivel
celular, las cudles producen complicaciones fisiopatol 6gicas (Sheldrake, 1974). Por
gjemplo, existe un aumento de la lipofuscina, esta toxina se observa principamente en
las neuronas, pulmones, y en el tgjido cardiaco. Existe un aumento de lipofuscinaen las
neuronas de pacientes con la enfermedad de Alzheimer (Keller, 2006). La cantidad de
lipofuscina se ha correl acionada positivamente con la muerte de las neuronas durante €l
enveecimiento. Se ha sugerido que € estrés oxidativo promueve laformacion de

lipofuscina. Esto se demuestra por el alto contenido de metal es que se encuentran en



este pigmento y por lareduccion del mismo con el tratamiento de antioxidantes (Kato,
Maruyama, Naoi, Hashizume y Osawa, 1998).

Teoria de la reticulacion del envejecimiento: se presenta con la edad un aumento
de entrecruzamientos entre moléculas (proteinas o cadenas de &cidos nucleicos) que
alteran las propiedades quimicas y fisicas de dichas moléculas (Brownlee, 1991; Verzar,
1964). Por ejemplo, con e entrecruzamiento las fibras de coldgena se vuelven menos
elasticas y mas quebradizas (Verzar), y aumentalarigidez en lamembrana celular y en
los tejidos musculares (Zs-Nagy, 1988). Se ha sugerido que la hipitesis de los radicales
libresy €l entrecruzamiento de ciertas moléculas son componentes de los mismos
procesos bioguimicos, ya que los productos generados por ambos procesos aumentan de
formasimilar con laedad (Kristal y Yu, 1992).

Teoria del envejecimiento de los radicales libres: Commoner y sus
colaboradores mostraron por primeravez evidencias de laexistenciade los RL en los
sistemas biol 6gicos (Commoner, Towsend y Pake, 1954). Dennis Harman en 1956,
postul 6 lateoriade los radicales libres del envejecimiento sugiriendo que € dafio
celular ocasionado por los RL erala causa principal del proceso del envejecimiento
(Harman, 1956). Esta teoria recibié mucha atencion por dos eventos claves, €
descubrimiento de la enzima superdxido dismutasa en el organismo (McCord y
Fridovich, 1969) y la demostracién de que la acumulacién de proteinas oxidadas en
varios tejidos dependia de la edad del organismo (Stadman, 1992). En la tltima década,
lateoria de Harman ha recibido numerosas confirmaciones experimentales, y eslade
mayor aceptacion. Posiblemente por que la hipdtesis basica de esta teoria puede explicar
numerosos cambios que se observan durante €l envejecimiento anivel tisular, celular y
molecular, y por la posibilidad de emplear mecanismos de intervencion durante la

senescencia, por eiemplo, el uso de antioxidantes. Se ha establecido claramente la



existenciain vivo de los compuestos conocidos como especies reactivas de oxigeno
(ERO) y las especies reactivas de nitrégeno (ERN) y el dafio que causan alas células
(Beyer, Imlay, y Fridovich, 191; Chance, Siess, y Boveris, 1979, Davies, 1995;

Fridovich, 1995; Halliwell, 1989).

Teoriadelos RadicalesLibres

Las reacciones de |os radical es libres con otras moléculas han sido implicadas en
varias de lasteorias del envejecimiento mencionadas anteriormente (por femplo: e
error catastrofico, el dafio al genoma mitocondrial, el entrecruzamiento de moléculas, la
mutacion somética). Los radicales libres (RL) son atomos o moléculas que contienen a
menos un electrén impar en su Ultimo orbital (Ames, Shigenagay Hagen, 1993). Esta
composicidn quimicalos hace extremadamente reactivos, y tienden aformar enlaces
covalentes con otros atomos 0 mol éculas que les transfieren un electrén, apareando asi
el electron libre. Este mecanismo crea una cadena de reacciones altamente toxicas que
producen alteraciones anivel molecular, celular y tisular en los organismos (Ames et
al., 1993). Diariamente, e organismo humano durante |os procesos metabolicos
normales produce unos diez billones de radicales libres que son eliminados
generalmente por |os mecanismos naturales de defensa del organismo (Ameset al.,
1993). Las reacciones multiples de oxidacion-reduccién crean un equilibrio conocido
como REDOX, el cual es esencia parael funcionamiento homeostético del organismo
(Sohal, 1993).

L os organismos aerdbicos utilizan una gran cantidad de oxigeno en el
metabolismo de sus funciones fisiol 6gicas basicas. Durante este proceso el oxigeno

forma las especies reactivas de oxigeno (ERO) y las cuales son en su mayoria RL



(Halliwell y Gutteridge, 1985). Existen otras fuentes de compuestos oxidantes, por
gjemplo las reacciones de | as especies reactivas de nitrogeno (ERN). LasEROVy las
ERN pueden ser inducidas por una gran variedad de eventos enddgenosy exégenos. La
bioquimica de estas moléculas y sus reacciones es muy compleja. Para una descripcion
detallada sobre este tema, se recomiendan, entre otros, 10s siguientes documentos:
Beckmany Ames, 1998; Halliwell, 1991; Knight, 2001.

Laacumulacién excesivade los RL produce lesionesy un deterioro en €l
organismo que se conoce como €l estrés oxidativo (EO). El EO (Floyd, 1984; Hayflick,
1994) se define como € desequilibrio entre las moléculas ERO y ERN 'y los sistemas
antioxidantes (sistemas de defensa que se oponen ala accion toxicade los radicales
libres) y determina el envejecimiento biol égico a que un organismo se encuentra
sometido. Las ERO y ERN que producen mayor toxicidad se encuentran el anion
superéxido ((O,—), hidroxilo (OH —), peréxido de hidrégeno (H20.), peroxinitrito (
ONOO —) , 6xido nitrico (NO) y diéxido de nitrogeno (NO,) (Halliwell, 1991). Las
ERO/ERN se pueden generar por fuentes enddgenas o exdgenas. L as fuentes enddgenas
son el resultado de procesos fisiol6gicos normales en €l interior de la célula, como por
gjemplo larespiracion celular de lamitocondria. Miquel et al. (1980) postularon que la
mitocondria es una fuente continua de RL, ya que consume el 90 por ciento del oxigeno
total celular. Ejemplos de las fuentes exdgenas de ERO/ERN son contaminantes en el
medio ambiente, radiaciones ionizantesy ultravioletas, los téxicos como € alcohol, €l
humo del tabaco, y medicamentos (Halliwell y Gutteridge, 1985). La exposicion del
organismo adichas fuentes aumentala formacién de las ERO/ERN en |os mismos
(Hoidal, Fox, LeMarbre, Perri y Repine, 1981). Por jemplo, entre |os oxidantes que se
encuentran en el humo del tabaco estan el acido nitrico y el peroxinitrito (Pryor y Stone,

1993).



Antioxidantes

El organismo cuenta con diferentes niveles y sistemas de proteccion celular en
contradel estrés oxidativo. La primera defensa del organismo es bloquear laformacién
de los radicales libres como una medida preventiva; el siguiente nivel es disminuir o
eliminar los radicales libres, cuando éstos ya estédn formados, por medio de mecanismos
antioxidantes (Halliwell, 1991; Halliwell y Guttridge, 1985). Cuando la accion de los
antioxidantes no es suficiente, entraen juego el Ultimo nivel de proteccidn que consiste
en reparar las lesiones o destruir |as proteinas severamente dafiadas mediante el
mecanismo de apoptosis. muerte celular programada (Anderson, 1996). El proceso por
el cual los antioxidantes gjercen sus efectos es complejo. Brevemente, la célula posee
mecanismos anti oxidantes de defensa. L os antioxidantes son compuestos quimicos que
reducen el indice de reacciones oxidantes en un contexto especifico. La estructurade los
antioxidantes les permiten capturar radicales libres y reducir los productos de las
oxidaciones en cadena. Por jemplo, la enzima antioxidante del glutation peroxidasa
convierte e radical H,O, en agua (Beckman y Ames, 1998). L os antioxidantes se
pueden dividir en dos tipos: 10s enziméticos y 10s ho enziméticos.

L os antioxidantes enziméticos son producidos en el organismo 'y tienen
funciones importantes en la homeostasis del organismo (Beckman y Ames, 1998).
Entre los sistemas enzimaticos se encuentran el sistema de superoxido dismutasas
(SOD), queincluyen el superéxido de dismutasa (SOD) en la matriz extracelular, la
enzima de manganeso superoxido dismutasa (MnSOD) en lamitocondriay laenzimade
superéxido dismutasa de cobre y zinc (Cu-ZnSOD) en €l citosol; catalasa (CAT);
glutation peroxidasa (GPx); y glutation reductasa (GR). Recientemente se reconocié un

sistema nuevo, e heme-heme-oxigenasa (HO), que es un potente antioxidante (Maines,



1997). Entre los antioxidantes no enziméticos se encuentran: el glutation (Shan, As, y
Jones, 1990). las vitaminas como € &cido ascorbico o vitamina C (Niki, Y amamoto,
Komury y Sato, 1991), los tocoferoles incluyendo tocoferol o o vitamina E y tocoferol
gamma (Bunker, 1992; Halliwell, 1991); los carotenoides como el B-caroteno, € o-
caroteno, €l licopeno, y laluteina (Bunker, 1992; Odin, 1997; Niki, Noguche,
Tsuchihashi y Gotoh, 1995), minerales (por emplo, zinc, selenio, niacina, manganeso,
fosforo), L-carnisine, CO-enzima Q 10, v los fitoquimicos como los polifenoles y
flavonoides. (Halliwell, 1997; Joseph et a., 1996). L os antioxidantes no-enziméticos
necesitan ser ingeridos através de dietas ricas en frutas y verduras o suplementos

vitaminicos para mantener un nivel adecuado de los mismos en el organismo.

Estrés oxidativo, antioxidantes y el envejecimiento

Investigadores han mostrado constantemente que el EO se eleva durante e
envejecimiento normal, a pesar de que |os mecani smos causantes de este fendmeno no
se han establecido claramente (Harman, 1956, 1992; Joseph et al., 1996; Mattson et al.,
2000; Sohal et a., 1995). Por ejemplo, roedores de 22 meses de edad mostraron mayor
sensibilidad a EO que los roedores de 3 meses de edad (Argawal y Sohal, 1996). Un
estudio comparativo entre cinco especies diferentes, mostraron una correlacién inversa
entre lalongevidad de los organismos y su susceptibilidad al EO (Argawa y Sohal,
1996; Sohal, Sohal y Brunk, 1990).

El dafio inducido por €l EO durante en envejecimiento incluyen: peroxidacion
lipidica de lamembranacelular y de las proteinas (Chevion, Berenstein, y Stadman,
2000; Dubey, Fosrster y Sohal, 1995; Paolisso, Tagliamonte, Rizzo, Manzella,
Gambardellay Varricchio, 1998), oxidacion del DNA nuclear y de la mitocondria

(Ameset al., 1993; Chung et a., 1992; Fleming et al., 1982) aumento en la actividad de



ciertos factores de transcripcién (Lavrovsky, Chatterjee, Clark, y Roy, 2000), y
alteraciones en los mecanismos del funcionamiento del calcio (Joseph, Strain, Jimenez y
Fisher, 1997). L os dafios mencionados anteriormente causan un declive de la capacidad
funcional de las células que es caracteristico del envejecimiento y en situaciones
crénicas puede producir necrosis o apoptosis celular (Halliwell, 1991). El 6rgano mas
vulnerable en el organismo durante el envejecimiento es el cerebro, yaque utilizala
mayor cantidad de oxigeno de todos |os 6rganos; contiene una cantidad abundante de
lipidos; y su habilidad para neutralizar |os efectos del EO declina(Ameset a., 1993;
Benzi y Moretti, 1995; Harman, 1994).

L os organismos jovenes producen més radicales libres que los enve ecidos, pero
poseen sistemas antioxidantes mas eficientes, y por |o tanto pueden reducir la expresion
del EO (Argawal y Sohal, 1996). M ediante mecanismos aln no bien establecidos, en la
senectud se produce un deterioro de |os sistemas antioxidantes, y por lo tanto un
incremento del estrés oxidativo (Harman, 1992; Joseph, Villalobos-Molina, Denisova,
Erat, Jimenez y Strain, 1996; Mattson, Duan, Lee 'y Guo, 2000; Sohal, Agarwal,
Agarwal y Orr, 1995). Se ha demostrado que |os sistemas de antioxidantes enddgenos
son dependientes de la edad del organismo. En un estudio de laboratorio, se aumento la
longevidad de la mosca de |a fruta Drosophila melanogaster con el tratamiento de dos
enzimas antioxidantes, lacatalasay el Cu-ZnSOD (Sohal et al., 1995).

Larelacion entre estrés oxidativo, antioxidantes, envejecimiento y longevidad ha
sido el foco de numerosas investigaciones (por ejemplo, Joseph et al., 1998a; Meydani
et a., 1998; Siess, 1991). Sus resultados han demostrado que laingesta de antioxidantes

puede prevenir o reducir €l estrés oxidativo.



Sin embargo, numerosas investigaciones recientes han sugerido que la defensa
en contra del estrés oxidativo y la neurodegeneracion durante la senectud se obtiene a
través de una dieta baja en grasas saturadas y ricaen verdurasy frutas con una ata

capacidad antioxidante (Joseph, Denisova, Bielinski, Fisher y Shukitt-Hale, 2000).

Dieta y antioxidantes

Laenorme heterogeneidad que caracteriza a los seres humanos, y la complejidad
de las experiencias individuales del entorno en que viven, crean variaciones
cuantitativas 'y cualitativas durante la senectud. El régimen alimenticio de las personas
mayores, tanto su alimentacion actual como la que han Ilevado toda su vida, es
definitivamente uno de los factores con mayor influenciaen la calidad del proceso del
envejecimiento. En el laboratorio, hastala fecha, 1a Gnicaforma de incrementar la
longevidad de los organismos, como los insectos (Sohal y Weindruch, 1996), los
roedores (Weindruch y Walford, 1998), y los primates (Roth, Ingram y Lane, 1999), ha
sido através de las dietas con restriccion calérica (Masoro, 1990; Mattson et al., 2000;
McCay, Crowell y Maynard, 1935; Y u, Masoro y McMahan, 1985). Los mecanismos de
accion de éste régimen alimenticio aln no se encuentran claramente establecidos.
I nvestigaciones intensas han producido evidencia de que |os efectos benéficos sobre la
longevidad se deban a sus acciones antioxidantes. Entre los mecanismos que se
desencadenan durante larestriccion calérica (RC) se encuentra un aumento en las
defensas antioxidantes en el sistema nervioso y por lo tanto una disminucién del EO
(Lee, Weindruch y Prolla, 2000; Mattson, Chan'y Duan, 2002; Reddy-Avulay
Fernandez, 2002; Sohal y Weindruch). Por gjemplo, Koisumi et al. (1997) encontraron
un aumento en la actividad de la enzima antioxidante catalasay una disminucién de

peroxidacion de lipidos en €l higado de ratones que recibieron por un tiempo



prolongado un régimen alimenticio bajo en calorias. Ladieta de RC también suprime la
produccion de ERO en diferentes tejidos. Roedores que recibieron una dieta de RC por
18 meses, mostraron un aumento de las enzimas antioxidantes SOD, GPx y e del GHS
en el tgjido cardiaco de estos roedores (Kim et a., 1996). En otrainvestigacion, dafios al
DNA nuclear y de la mitocondria disminuyeron significativamente en roedores que
recibieron una dieta de RC, en comparacion con el grupo control que se alimento ab
libitum (Chung et al., 1992).

Se hamostrado |os efectos de la RC en numerosas investigaciones en el
laboratorio, pero no existen datos experimentales en |os seres humanos, sino Unicamente
evidenciasindirectas. En laisla de Okinawa, Japén, se hareportado €l mayor nimero de
centenarios de la poblacién japonesa, quienes, al parecer consumen alrededor del 30%
menos de calorias, que los demés habitantes del Japén (Kagawa, 1978). Sin embargo, se
ha sugerido que laingesta de antioxidantes también hatenido un efecto benéfico en
centenarios que ho consumieron una dieta de restriccion caldrica. Un estudio reciente
mostré lamisma correlacion de los niveles de lavitamina A y lavitaminaE, enun
grupo de sujetos centenarios que tenian buena salud con un grupo de sujetos jévenes,
pero esta correlacion no se encontrd en el grupo control de centenarios que no gozaban
de buena salud. Los investigadores sugieren que la diferenciaen el estado de salud entre
los centenarios se debe a los niveles de antioxidantes en sus organismos (Basile et al.,
2003). L as defensas antioxidantes exdgenas se pueden obtener através de las vitaminas
(Alessio, Goldfarb y Cao, 1997; Socci, Crandall y Arendash, 1995; Sram et al., 1993),
los extractos naturales (Kanowski, Herrmann, Stephan, Wierich y Horr, 1996) o por
medio de una dietarica en antioxidantes (Bickford et al., 2000; Joseph et al., 19983;

Joseph et al., 1999).



Hace tiempo se demostraron |los efectos benéficos de la dieta en la prevencién de
enfermedades cardiovasculares (Hughes, 1995; Mayne, 1996; Muldoon y Kritchevsky,
1996) y cancerosas (Willet, 1994). Actualmente, numerosas investigaciones han
abordado la posibilidad del uso terapéutico de las dietas en |os mecanismos cerebrales
durante el envejecimiento especialmente el uso de alimentos o suplementos vitaminicos
con capacidad antioxidante (Joseph et al, 1998, 1999, 2003; O’ Donnell y Lynch, 1998;
Y oudim y Joseph, 2001). Sin embargo, se han reportado conclusiones contradictorias
acercade los efectos de laingesta de suplementos vitaminicos. Se han reportado
efectos benéficos de laingesta de vitaminas antioxidantes, como lavitamina C
(Enstrom, Kanim y Klein, 1992), la vitamina E (Guerrero-Lechuga, Dorado-Martinez,
Rodriguez, Pedroza-Rios, Borgonio-Pérez, G. y Rivas-Arancibia, 1999), vitaminaE y
beta-caroteno. Pero, también se ha demostrado que algunos antioxidantes tienen efectos
pro-oxidantes indeseados cuando la dosis no es la adecuada, o cuando se ingieren junto
con otros compuestos. Por gjemplo, € estudio epidemiol 6gico, Muestreo de la
Eficienciadel Alfa-Beta-Caroteno y Retinol (Ommen, Goodman y Thornquist, 1996)
demostré que ciertas combinaciones de suplementos antioxidantes como |os 3-carotenos
y € retinol aumentaban laincidencia de cancer pulmonar. El estudio conocido como el
Estudio de Arteriosclerosisy Colesterol (Hodis et al., 1995) demostro efectos benéficos
dependientes de ladosis de la vitamina E (alpha-tocoferol). Asimismo el Estudio de
Antioxidantesy el Corazén de Cambridge (Stephens, Parsonsy Schofield, 1996),
mostré mejores resultados en |os pacientes que recibieron diariamente una dosis de 400
Ul de vitamina E (a pha-tocoferol) que en los pacientes que recibieron 800 Ul dela
misma vitamina.

L as vitaminas antioxidantes pueden convertirse en pro-oxidantes cuando se

encuentran en compafiia de metales como el cobrey el hierro (Campbell, Smith,



Lawrence, Bondy y Perry, 2001). Sin embargo, estas reacciones pro-oxidantes no se
observaron cuando las frutas o las verduras se utilizaron en conjunto con estos metales
(Havsteen, 1983), sino que se ha demostrado que |os compuestos fitoquimicos, como
los flavonoides, contienen propiedades de quelacién del hierro y otros metales de
transicion, por lo que se les atribuye una excel ente capacidad antioxidante (Havsteen,
1983).

Ademés de las vitaminas las frutas y verduras contienen otros fitonutrientes que
contribuyen significativamente a su capacidad antioxidante ( Cao, Sofic, y Prior, 1996;
Prior et a., 1998; Velioglu, Mazza, Cao y Oomah, 1998; Wang et a., 1996). Por
gjemplo,
los polifenoles y los flavonoides son antioxidantes muy potentes (Ahemey O’ Brian,
2002; Kinsella, Frankel, German y Kanner, 1993; Rice-Evansy Packer, 1998). Su
estructura quimica les permite bloquear la accién nociva de los radicales libres en las
células (Havsteen, 1993; Saskia, van Accker y Bast, 1998). Ademas sus efectos
citoprotectores, estos compuestos también proveen una variedad de efectos benéficos,
gue incluyen acciones antivirales (Vrijsen, Everaert y Boete, 1988), antial érgicas
(Swies, Robak, Dabrowski, Duniec, Michalska, y Gryglewski, 1984) y antiinflamatorias
(Krischer, Eiseman, Bock, y Mueller, 1997; Alcazar y Jiménez, 1988). En apoyo alo
anterior, varios estudios epidemioldgicos y clinicos han encontrado que €l consumo de
alimentos con un alto contenido de flavonoides y polifenoles disminuyeron el indice de
enfermedades coronarias mortales (por ejemplo, Hertog, Feskens, Hollman, Katan y
Kromhout, 1993; Knekt, Jarvinen, Reunanen y Maatela, 1996).

Lasfrutasy verduras contienen varios nutrientes y por lo tanto estos alimentos
poseen una capacidad antioxidante muy diversa (Cao, Sofic y Prior, 1996; Joseph et al.,

1998; Meydani et al., 1998; Prior y Cao, 2000). Por jemplo, las antocianinas, 1os



flavonoidesy el acido fendlico se encuentran abundantemente en frutas pequefias como
los ardndanos azules, fresas, zarzamoras, frambuesas moras, y arandanos rojos
(Heinonen, Meyer, y Frankel, 1998; Rice-Evansy Miller, 1996; Wang y Lin, 2000).
Estos compuestos han demostrado una capacidad antioxidante muy potente para
nulificar los efectos de las ERO (Wang y Lin, 2000). La capacidad antioxidante total de
las frutas y verduras se puede medir através del indice de la capacidad de absorcion de
los radicales libres de oxigeno (ORAC), y éste es € resultado de la combinacion de las
acciones de los fitonutrientes (Cao et al 1995; Wang et a., 1995). El ORAC predice la
habilidad de frutas y verduras para neutralizar |os oxidantes (Joseph et al., 1998; Rice-
Evansy Miller, 1996). Sin embargo, a pesar de que las frutasy verduras tengan el
mismo nivel del ORAC, sus efectos biol 6gicos pueden ser diferentes. Por jemplo,
Joseph y sus colegas (1998, 1999) mantuvieron constante el ORAC de varios
suplementos de frutas y verduras, y los efectos en las neuronas y pruebas de
comportamiento de las ratas adultas mayores fueron diversos. Estos resultados sugieren
que los fitonutrientes activos en cada frutay verdura actdan de manera diferentey la
ingesta conjunta de diferentes fitonutrientes resulta en un efecto sinérgico. Los
fitonutrientes que se encuentran en mayor abundancia en la dieta humana son los
polifenolesy los flavonoides (Ahemey O Brian, 2002; Kinsella, Frankel, German 'y
Kanner, 1993; Rice-Evansy Packer, 1998).

Dentro de los alimentos ricos en flavonoides se encuentra el ardndano azul (AA).

El arandano azul
El aréandano azul (AA), pertenece a género Vacciniumde lafamiliade la
Ericéceas, esuno delos alimentos con mayor capacidad antioxidante de acuerdo a

método de ORAC (Cao, Verdon, We, Wang y Prior, 1995) y numerosas investigaciones



lo han confirmado (por ejemplo, Kalt, Forney, Martin y Prior, 2000; Prior et a., 1998;
Wang, Cao y Prior, 1996). Entre los nutrientes que contiene el AA se encuentran
vitamina C, minerales, fibrasy fitonutrientes. Los fitonutrientes son |os que le confieren
lamayor capacidad antioxidante al AA (Prior et al., 1998; Wang et al., 1996).
Aparentemente existen mas de 40 tipos de fitonutrientes en el AA, entre los que se
encuentran los polifenoles, las antocianinas (flavonoides) y el acido hidroxicinamico
(Mazza, Kay, Cottrell, y Holub, 2002). La cantidad de estos compuestos se correlaciona
positivamente con la capacidad antioxidante del AA, de acuerdo al ORAC (Ehlenfeldt y
Prior, 2000; Mazza et a., 2002.; Prior et al., 1998). Sin embargo, las antocianinas
mostraron la correlacion més robusta (Wang y Mazza, 2002).

Hay una gran variedad en la cantidad de antocianinas, polifenolesy vitamina C
en através de los diferentes especies del AA (Ehlenfeldt y Prior, 2000; Gao y Mazza,
1995; Mazzay Maniati, 1993). Por € emplo, la especie del ardndano ojo de congjo
(Vaccinium ashel Raede) tiene un contenido de antocianinas de 210mg/100g y la
especie Tif-Blue tiene 272/100qg, (Ballinger, Galletta, y Maness, 1979; Gao y Mazza,
1994). En contraste, la especie del arandano alto (Vaccinium corymbosum L) tiene
100mg/100g y el arandano bajo (Vaccinium angustifolium) tiene 138mg/200mg (Gao y
Mazza 1994; Kalt y McDonald, 1996). Las antocianinas se concentran en la cascara del
arédndano azul y son las gque le confieren su color azulado al AA (Mazzay Maniati,
1993). La concentracion de las antocianinas aumenta con la maduracion del AA (Prior
et al., 1998). Por gemplo, la especie Tif-Blue mostré un nivel méas alto de antocianinas
cuando se cosech6 al final de latemporada (Prior et a., 1998). Por |o tanto, la especiey
lamadurez del AA pueden influenciar la capacidad antioxidante del mismo.

Losfitonutrientes en e AA tienen propiedades que permiten gjercer su

capacidad antioxidante en una variedad de células, incluyendo las neuronas. Por



gjemplo, ambos antocianinasy e acido hidroxicinamico proveen proteccion intracelular
y alamembranadelas células (Youdim et al., 2002). El AA tiene unagran
biodisponibilidad con propiedades hidrofilicasy lipofilicas que |le permiten una alta
absorcion intestinal y vascular (Pagangay Rice Evans, 1997; Mazza et al., 2002;
Miyazawa, Nakagawa, Kudo, Muraishi y Someya, 1999; Y oudim, Shukitt-Hale,
MacKinnon, Kalt y Joseph, 2000). Las antocianinas penetran con facilidad la membrana
celular de diferente tipos de cdlulas (Galli, Shukitt-Hale, Y oudim y Joseph, 2002;
Ishige, Schubert y Sagara, 2001) y pueden atravesar |a barrera hematoencefalica
(Youdim, Dobbie, Kuhnle, Proteggente, Abbott, y Rice-Evans, 2003). Se ha mostrado
una correlacion significativa entre las antocianinas y la concentracion antioxidante
plasmatica de sujetos que recibieron un suplemento alimenticio con AA (Mazzaet al.,
2002). Se especula que también contiene propiedades anticarcinogénicas (Miyazawa et
al., 1999) y antiinflamatorias (Galli et a., 2002; Y oudim, McDonald, Kalt y Joseph,
2002). La€ficacia de las propiedades antioxidantes del AA se demostré en diferentes
estudios in vitro (Bickford et a., 2000; Galli et a., 2002; Joseph et al., 1999; Joseph et
al., 2000; Youdim et al., 2000), in vivo en animales del laboratorio (Cao, Shukitt-Hale,
Bickford, Joseph, McEwen'y Prior, 1999; Galli et al., 2002; Joseph et a. 1999) y en
seres humanos (Mazza et a., 2002).

Joseph et al. (1998a) mostraron que varios parametros, indicadores del estrés
oxidativo, disminuyeron en ratas adultas de |a cepa Fischer 344 (F344) que recibieron
dietas con suplementos alimenticios de espinacas o fresas, en comparacién con ratas que
recibieron unadieta que contenia e suplemento de vitamina E. Posteriormente, Joseph
et a. (1999) realizaron otrainvestigacion en la que administraron aratas adultas (F344)
suplementos alimenticios de fresas, espinacasy AA por dos meses. Al mismo tiempo

otro grupo unicamente recibi6 la dieta control. Su objetivo fue mostrar si estas dietas



podian regenerar €l déficit ocasionado por EO en varios indicadores neuroguimicos
(como larecuperacion de la homeostasis del calcio), locomotores (el sistema de rotacion
con aceleracion constante y €l sistemade rotacion) y cognoscitivos (el laberinto de
agua de Morris). El grupo experimental que recibié ladietadel AA obtuvo los

resultados siguientes:

e Enlos efectos neuroquimicos, en relacion al grupo control, € grupo del AA no
exhibié ningun déficit en lahomeostasis del calcio y mostré una recuperacion de la
misma después de que | os tejidos fueron expuestos a H,O,; |0s grupos con dietas de
espinacas y fresas no mostraron una recuperacion rapida de la homeostasis.

e Enlas pruebas|locomotoras no se encontraron diferencias significativas entre el
grupo control y los grupos con dietas de espinacas y fresas. Mientras que el grupo
gue recibio AA no mostro déficit en ambas pruebas locomotoras y su desempefio
fue estadisticamente diferente a de los otros grupos. Los investigadores
concluyeron que las ratas del grupo con ladietadel AA habian recuperado las
destrezas necesarias para el desarrollo de ambas tareas |ocomotoras, basados en los
resultados de una investigacién anterior en laque yaque en un estudio anterior,
Shukitt-Hale, Mouzakis y Joseph (1998), reportaron que ratas de la cepa F344 de
19 meses de edad mostraron un déficit importante en las mismas tareas locomotoras.

e Enlaspruebas cognoscitivas: en el laberinto de Morris, los tres grupos de dietas
(espinacas, fresas y arandano azul) se comportaron estadisticamente diferente al
grupo control y no mostraron diferencia entre ellos.

Posteriormente, Y oudim et al. (2000) utilizaron la dieta base NIH-31 (dieta
balanceaday fortificada con vitamina E) del Instituto Nacional de la Salud, Bethesda,

Massachussets, EE.UU. para elaborar las dietas NIH-31 con el suplemento del AA



(NIH-31-AA) y su dieta control (NIH-31-Control). Un estudio longitudinal demostro
gue laingesta de la dieta base NIH-31 suministra los nutrientes necesarios para un
desarrollo adecuado de los roedores (Sumien, Forster y Sohal, 2003). Algunos autores
la consideran equivalente a una dieta balanceada'y compl eta para los seres humanos
(Youdim et a., 2000). Para preparar ladieta NIH-31-AA, se agreg6 aladieta NIH-31
el suplemento del AA de acuerdo a método de Y oudim et al. (2000). El objetivo de
su investigacion fue ver si 1os efectos antioxidantes del AA se sumaban alos
beneficios antioxidantes de la vitamina E y alos nutrientes de una dieta balanceada.
El grupo que recibié la dieta experimental con el suplemento del AA de la especie Tif
Blue comparado con el grupo control, mostré un mejor desempefio en pruebas
motoras, en €l laberinto de agua de Morris (en lavelocidad para encontrar la
plataforma), asi como mejores resultados en |os parametros de estrés oxidativo como

laliberacion de dopamina en las neuronas del estriado.

Indicador es del estrés oxidativo durante el envejecimiento

Actualmente no existe consenso sobre si existe un marcador ideal del estrés
oxidativo (EO). Hay varios indicadores del EO en el cerebro senil que incluyen,
alteraciones en e nivel de antioxidantes, dafios al DNA nuclear y mitocondrial,
biomarcadores de la peroxidacion lipidica, € aumento de las especies reactivas de
oxigeno (ERO) y las especies reactivas de nitrégeno (ENO), aumento de carbonilos,
alteraciones en los niveles de proteinas y factores de transcripcion. Entre los indicadores

del EO se encuentran:



Los niveles de defensa antioxidante: se ha establecido claramente que existen
alteraciones en las actividades de | os antioxidantes enddgenos durante lavejez. Se
considera que hay un aumento en el nivel de antioxidantes endégenos en respuestaala
acumulacion excesiva de radicales libres. Al mismo tiempo existe una disminucion de
algunos de éstos sistemas, debido a que |os mecanismos celulares durante el
enve ecimiento no pueden mantener un nivel adecuado de antioxidantes enddgenos para
proteger las células. Durante la senectud ocurre, por ggemplo, un aumento dela
actividad de las enzimas SOD y Cu-ZnSOD y unadisminucion de la actividad de CAT,
GSH y GPx (Alviray Villalba, 1988; Sohal et a., 1995). A pesar de que hay acuerdo
sobre el hecho de que los niveles de | os sistemas antioxidantes intrinsecos cambian,
existen posiciones contradictorias sobre |os cambios que ocurren. Por gjemplo, algunos
investigadores encontraron un aumento en la actividad de la superoxido dismutasa
(SOD) (Choi, 1995; Wagner, 1994) mientras que otros unadisminucion en lamisma
(Vanellaet a., 1982). Paolisso y sus colegas (1998) utilizaron las concentraciones de la
vitamina C, vitamina E y glutation en € plasma como marcadores del estrés oxidativo.
Encontraron una disminucion importante de estos indicadores en sujetos mayores,
comparados con un grupo de centenarios que gozaban de una buena salud. Se ha
mostrado que ladisminuciéon del GSH es un indicador de que se ha perdido € equilibrio
de REDOX en lacélula(Benzi y Moreti, 1995; Meister, 1988; Sohal et al., 1990).

Las lesiones oxidativas del DNA mitocondrial y celular: existe un aumento en
estas lesiones paralelo alaedad del organismo, ocurre por gjemplo, la fragmentacion
del DNA (Chung, Kasai, Nishimuray Yu, 1992). Estas lesiones se pueden medir a
través del incremento de indicadores como la formacion del 8-hidroxiguanosinaen el
DNA nuclear y mitocondrial (Hamilton et al., 2001; 1zzotti, Cartiglia, Taningher, De

Floray Balansky, 1999).



Productos de la peroxidacion lipidica: una de las consecuencias de la
exposicion cronicaa EO son cambios en la composicion de los lipidos de la membrana
celular (Zs-Nagy, 1994). Por gjemplo, existen evidencias in vitro de que la
concentracion de lipoperéxidos aumento paral elamente con la edad del organismo (por
giemplo, Chevion, Berenstein y Stadtman, 2000, Floyd y Hensley, 2002, Hamilton et
a., 2001, Zhang et a., 1993). L os lipopéroxidos se consideran como un exponente
directo del dafio causado por las ERO alacélula (Benzi y Moretti, 1995; Floyd, 1984;
Joseph, Denisova, Villalobos-Molina, 1996; Sohal, 1993).Durante la peroxidacién
lipidica se producen compuestos como el malondialdehido (MDA) y lamedicion
plasmaticadel MDA es un buen marcador indirecto del nivel de lipoperoxidacion
(Ohkawa, Ohishi y Yagi, 1979). Otros productos de |a degradacién metabdlica de los
lipoperdxidos son |os isoprostanos (Robert y Morrow, 2000; Vassae, Botto, Andreassi,
Berti, y Biagini, 2003; Wang et al., 1995). Se producen in vivo en los organismos, por 1o
cual se han considerado en |os Ultimos afios como uno de |os marcadores mas confiables
del estrés oxidativo (Montuschi, Barnesy Robers, 2004). Otro indicador de la
peroxidacion lipidica es la acumulacion de lipofuscina, la cual se mantiene dentro del
citoplasma durante el envejecimiento (Kato et al., 1998)

La cuantificacion de las ERO: los niveles de las ERO muestran un aumento con
la edad (Driver, Kodavanti, y Mundy, 2000). Por jemplo los niveles de los radicales de
hidroxilo (Zhang et a., 1993) y del anidn superdxido (Trolliet, Rudd y Loscalzo, 2001)
dependen de laedad del organismo.

La pérdida de la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO): ésta es causada por la
interaccion del NO con los radicales libres, principalmente cuando hay un aumento del
anién de superdxido. El NO es un factor vasodilatador que tiene un papel fundamental

en el endotelio y la pérdida de su biodisponibilidad indica un incremento del EO (van



der Loo et a., 2000).

Formacion de carbonilos proteicos: las ERO/ENO inducen laformacion de
carbonilos proteicos (la oxidacion de |os residuos de los aminoécidos produce estos
compuestos que contienen metal combinado con mondxido de carbono). Durante el
envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas | os niveles de carbonilos
proteicos son los que mas se utilizas como indicadores del EO. Se ha demostrado una
correlacion robusta entre los dafios a las proteinas y € envejecimiento, asimismo entre
dichos dafnos y las enfermedades neurodegenerativas (Chevion et al., 2000; Stadman y
Berlett, 1998). Por ejemplo, se encontrd un nivel elevado de carbonilos en pacientes con
laenfermedad de Alzheimer y la de esclerosis lateral amiotréfica (Hensley et al., 1995).
Lanitrotirosina es otro marcador de EO ampliamente reconocido y es el producto de la
oxidacion del radical peroxinitrito (Di Stasi et al., 1999). Se han encontrado niveles
elevados de nitrotirosina en primates adultos mayores (Sloane, Hollander, Moss,
Rosene, y Abraham, 1999).

Alteracion delos nivelesde las proteinas. El aumento de ciertas proteinas
inducido por las especies reactivas de oxigeno ha sido usado como indicador del EO.
Por gjemplo, lafamilia de proteinas de Bcl-2 se encuentra en lamembrana de la
mitocondriay su funcion es proteger alacéluladel proceso de apoptosis. La expresion
de Bcl-2 aumenta durante el envejecimiento en €l cerebro humano (Migheli et al., 1994)
y en ratas envejecidas (Kaufmann, Bickford y Taglialatela, 2001) en respuestaalafalta

del equilibrio homeostético de REDOX

Alteraciones en |os factores de transcripcion: un indice importante del EO
celular esla activacion de factores de transcripcion (Lavrosky et al., 2000). Los factores
de transcripcion son proteinas esenciales paralainiciacion o laregulacién del proceso

de transcripcion de las células eucariota. Estas proteinas se adhieren alas regiones



promotoras del DNA vy asi iniciando el proceso de transcripcion. Brevemente, €l proceso
de transcripcion es € primer paso de la sintesis de | as proteinas. Las secuencias de DNA
son copiadas a una molécula de RNA 'y posteriormente se produce el RNA mensgjero
(RNAm). El segundo paso es el proceso de translacion, durante € cual el RNAm se
convierte en la secuencia de aminoécidos creando asi |as proteinas. La actividad de los
factores de transcripcion es critica para el mantenimiento de la homeostasis celular.
Durante el envejecimiento el funcionamiento de estos factores se altera (Fukagawa,
Timblin, Buder-Hoffman y Mossman, 2000; Roy, Oh, Rivera, Mubiru, Song y
Chatterjee, 2002). Las ERO/ENO funcionan como mensgjeros segundos y activan una
cascada de eventos intracel ulares influyendo de una maneraimportante la activacion de
los factores de transcripcion. Asimismo, bajo condiciones de estrés celular, cronico o
agudo, los factores de transcripcion disminuyen su capacidad de respuesta alos dafios
celulares, asi como su capacidad para recuperar €l nivel homeostético celular. (Esposito
et a., 2002; Tong, Toliver-Kinsky, Edwards, Rassin, Werrbach-Perez y Perez-Polo,

2002).

Factoresdetranscripcion relacionados al estrés oxidativo

L as alteraciones funcionales de los factores de transcripcién conllevan a
modificaciones en laregulacion y la expresion de los genes. La alteracion genética
representa uno de los factores esenciales del proceso de envejecimiento (Lavrosky et al.,
2002) Las funciones e interacciones de | os factores de transcripcion con el EO 'y el
envejecimiento son complejas, para unarevision detallada ver 1os siguientes
documentos: Fukagawa et al., 2000; Kim, Jung, Y u, Cho, Choi y Chung, 2002;
Lavrovsky et al., 2002; Tong et al., 2002. Entre los factores de transcripcién claramente

alterados por lainfluenciadel EO durante el envejecimiento se encuentran:



La proteina activadora 1 (AP-1): AP-1 consiste es una afamiliade proteinas
gue se unen al DNA parainducir genes involucrados en la proliferacién y diferenciacion
celular, en los procesos inflamatorios y en € estrés celular. AP-1 esta compuesta por
homodimeros o heterodimeros de |os miembros de los complejos de c-Jun y c-Fos (ver
revision: Shaulian y Karin, 2002).

El factor promotor de la transcripcion Sl (Spl): Spl induce latranscripcion de
numerosos genes. Su actividad se altera directamente por el REDOX del organismo y
declina con laedad (Ammendola, Mesuraca, Russo y Cimino, 1994; Bouwman y
Philipsen, 2002). Se ha demostrado que alteraciones de |os procesos normales de este
factor se encuentran implicadas directamente en el Sindrome de Werner (o
enveecimiento prematuro) (Motonagaet al., 2006) y la enfermedad de Huntington
(Dunah et a., 2002).

Los factores receptores de hormonas. estos factores influyen sobre los
receptores corticoideos (GR), €l receptor androgénico (AR), el receptor estrogénico
(ER) y € receptor de progesterona (PR) (ver revision: Larreay Chirinos, 2003). Estos
receptores interacttian con otros factores de transcripcion alterando la accién de éstos
ultimos. Por ggemplo, € GR puede inhibir las funciones de la AP-1 mediante su
interaccion con las subunidades de Fos'y Jun, o puede inhibir el EO através de su
influencia modulatoria sobre el factor nuclear-kappaB (NF-xB) (Karin, 1998; Okamato
etal., 1999).

Los receptores activados proliferados de peroxisomas (PPARS): regulan la
expresion genética en respuesta a su activacion através de los &cido graso y sus
derivados (Hihi, Michalik y Wahli, 2002). Por |o tanto tienen funciones esenciales en la
regulacion del metabolismo de loslipidosy €l amacenamiento de las grasas dietéticas

(Willson, Brown, Sternbach y Henke, 2000). Los miembros de esta superfamilia, por



giemplo PPARa, PPARB, y PPARY, regulan numerosas funciones que incluyen
reacciones inflamatorias, |la homeostasis de laglucosay la proliferacién celular
(Devchand et a., 1996; Poynter y Daynes, 1998). Estos factores ayudan a mantener la
nutricion de lacélulay el metabolismo dentro de un marco de funcionamiento estable y
adecuado (Spielgelman y Flier, 1996). Asimismo |os PPARs interactian con los
factores AP-1y NF-xB, alterando la expresién genética (Delerive et ., 1999; Ricote,
Li, Willson, Nelly y Glass, 1998). Los efectos de PPARs durante el envejecimiento y €l
estrés celular se mostraron através de ratones con deficiencias genéticas manipuladas
de PPARs, mostraron un nivel elevado de estrés oxidativo y del factor de transcripcion
nuclear factor-kappa B (Poynter y Daynes, 1998).

El factor nuclear-kappaB (NF-xB): Existe actuamente el consenso de que el
NF-kB es un mediador central y un indicador por excelenciadel EO (Baeuerley
Baltimore, 1996; Baeuerle y Hankel, 1994; Kaufman, Bickford y Tagliaatela, 2002; Li
y Stark, 2002; Mattson et al., 2000; Mattson y Simonetta, 2001; Pahl, 1999;
Tagliadatela, Kaufmann, Trevino y Perez-Polo, 1998; Toledano y Leonard, 1991). Este
factor es activado por las especies reactivas de oxigeno. Asimismo su activacion se
intensifica durante el envejecimiento en varios 6rganos, por gjemplo, el cerebro
(Paolisso et al., 1998; Toliver-Kinsky et al., 1997), € higado (Heleniuset al., 2001) y €l

bazo (Spencer, Poynter, Im y Daynes, 1997).

Factor de Transcripcion: Factor nuclear-kappaB

Anteriormente, el NF«kB se consideraba un mediador innato del sistema
inmunol 6gico, larespuestainflamatoriay la diferenciacion celular. Actualmente se ha

demostrado que €l NFkB también tiene las siguientes funciones:



e Esun mediador central del estrés celular (Li y Stark, 2002).

e Susvias de activacion son extremadamente sensibles alos cambios en el estado
oxidativo celular (Baeuerle y Baltimore, 1996; Baeuerley Hankel, 1994;
Kaufman et a., 2002; Li y Karin, 1999; Li y Stark, 2002; Mattson et al., 2000;
Mattson y Simonetta, 2001; Pahl, 1999; Schreck , Alberman y Baeuerle, 1992;
Tagliadatelaet a., 1998; Toledano y Leonard, 1991).

e Lamayoriade los estimulos que activan el NFkB también tienden a
desencadenar la formacion de las ERO o son agentes oxidantes (Baeuerle y
Henkel, 1994).

e Lostratamientos con antioxidantes disminuyen o inhiben su activacion (Li y
Karin, 1999; Schenk, Klein, Erdebrugger y Droge, 1994; Schreck et al., 1992;
Toledano y Leonard, 1991). Lo que sugiere que las ERO son mediadores de
todos o casi todos |os procesos de activacion del NFxB (Li y Karin, 1999;

Schreck et al.; Van den Berg, Haenen, Van den Berg y Bast, 2001).

El NFxB seidentifico originamente en los linfocitos B, donde estimulala
transcripcion de la cadena de inmunoglobulina x (Sen y Baltimore, 1986). En la
actualidad se ha descrito su presenciaen casi todos los tipos de células. Este factor
induce numerosos genes (Tabla 1) que se codifican paralarespuesta inflamatoria, la
division celular, las funciones inmunol égicas, €l proceso de apoptosis y laregulacion
del REDOX. Lo anterior muestraque el NFkB estdimplicado en latranscripcion de un
nimero importante de genes funcionales en los procesos patol 6gicos de diferentes
tgjidosy en lahomeostasis del organismo (Baeuerley Henkel, 1994; Mattson et al.,

2000).



Tabla 1. Ejemplos de |os genes que pueden ser inducidos por el NFkB: Interleuquinas
(IL), Ciclooxigenasainducible (COX-2), interferdn (IFN), factor B transformante del
crecimiento (TGFp ), factor de necrosis tumoral o (TNFa), manganeso superoxido
dismutasa (MnSOD), kinasa inhibidora o (IkBa), 6xido nitrico sintetasainducible

(NOSi) (Mattson et al., 2000; Baeuerley Henkel, 1994).

Genes Tipo decélula

GEN A 20

IL1IL3IL6,yILS linfocitosy células gliales
TNFa linfocitos, neuronas, astrocitos, microglia
IFN Endotelialesy otras
MnSOD neuronas, astrocitosy otras
Calbidin neuronasy astrocitos

Bcl-2 neuronas, astrocitosy otras
APP Neuronas

p53 varios

COX-2 varios

IkBa varios

NOSi varios

TGFB Macrofagosy células gliales

El NFxB en su formainactiva se localiza habitualmente en €l citoplasmade las
células en su formainactiva (Flohe, Brigelius-Flohe, Saliou, Traber y Packer, 1997).
Esta compuesto por varias subunidades, las cuales se dimerizan para dar lugar a
distintas isoformas sensibles a numerosos factores seguin €l tipo de célula, su estado de
desarrollo, su funcién y los factores ambientales (Tabla 2). Su composicién més
prevalente en estado inactivo es un comple o citoplasmético formado por tres
subunidades:. IkBa, p50, y p65 (1:1:1). Las subunidades p50 (50kD) y p65 o Rel A
(65kD) forman una unidad heterodiméricay se encuentran asociadas a una proteina
inhibidoralkB (IxBa. 0 1xBf) (Baeuerley Baltimore, 1996; Mattson y Simonetta,

2001).



Tabla 2. Ejemplos de |as proteinas del NFkB, proteinas |kB y su expresion celular

(Baeuerley Baltimore, 1996; Mattson et al. 2000; Moerman, Mao, Lucasy Barger,

1999; Verma, Stevenson, Schwarz, Van Antwerp y Miyamoto, 1996).

Subunidad
p65 (Rel A)

p50
p52
c-Rel
Rel-B

NKBF
IxBa
IxBR

IxBa
IxBR3
Bcl-3
p105

p100

Funcién Paregas
Activacion ddl procesode P50
transcripcion

Activacion del procesode P65, p50, p52
transcripcion

Activacion del procesode P50, p52
transcripcion

Activacion del procesode P65, p50, p52
transcripcion

Activacion del procesode P50, p52
transcripcion

No se ha establecido

Subunidad inhibidora P50, p65
Subunidad moduladora P65, p50,

Subunidad inhibidora P65, c-Red

Subunidad inhibidora c-Rel, p50, p65
Subunidad inhibidora P50, p52
Subunidad precursora de p50

y IxBa

Subunidad precursora de p52

VARG

Expresion celular
General

Genera

Linfocitos, células epiteliales
Sistema inmunol 6gico
Sistema inmunol 6gico

Neuronas

General
Sistemainmunolégico y
otros

General

Sistema inmunol 6gico

Ganglios linféticos y bazo
General

Generd

Laactivacion del NF-xB puede ser inducida a través de varios mecanismos

intracelulares o extracelulares. Por g emplo, € lipopolisacarido bacterial (Bermejoy

Duarte, 2003), virus, condiciones con mucho estrés (fisico, exposicién alas radiaciones

ionizantes, acohol, etc.) pueden inducir la activacion del NF-xB. También entre los

mecani smos extracel ulares se encuentran la cascada de eventos del receptor tipo Toll

(Bermegjo y Duarte, 2003; Medshitov et al., 1997); los neurotrdéficos, por g emplo, €l

factor de crecimiento nervioso (Carter et a., 1996); las citoquinas, como el factor de



necrosis tumora o (Cheng, Christakisy Mattson, 1994); |os neurotransmisores, por
giemplo, el glutamato (Guerrini, Blasi y Denis-Donini, 1995; Kaltschmidt, Kaltschmidt
y Baeuerle, 1993) hipoxia (Koong et al., 1994); el peptido B-amiloide (ABP). Entre los
mecanismos intracel ulares se encuentran los oxiradicales, por g emplo, ‘O,—, OH —,
H,0, -ONOO—; el peptido B-amiloide (ABP), laelevacion del calcio intracelular
(Mattson y Calandola, 2001; Schmidt et a., 1995). La activacion del NF-xB es

complegja (por ggemplo, Zandi et al., 1997; Regnier et al., 1997).

A través del proceso de transduccién, los estimulos pueden inducir muchas
sefiales que convergen en lafamilia de las proteinas de las kinasas kB (IKKs). La
activacion de dicho complejo, IKK, IKKa e IKKB (subunidades cataliticas) e IKKy
(unidad reguladora), conduce a lafosforilacion de la subunidad 1B del complejo
heterodimérico del NF-xB, p50:p65: IkBa. (Rothwarf, Zandi, Natoli y Karin, 1998;
Vermay Stevenson, 1997; Y amaoka et al., 1998). Después del proceso de fosforilacion
sellevaa cabo la ubiquitinizacién de la subunidad 1B, y finalmente se degrada por la
via proteosomal (Woronicz, Gao, Cao, Rothe y Goeddel, 1997). La secuencia anterior
comienzala activacion de la unidad heterodimeérica p50:p65 del NF-«kB.
Aparentemente, la separacion de la proteina | kB constituye € evento central en la
activacion del NFkB (Schreck et al., 1992) y este proceso se llevaacabo en €l
citoplasmade lacélula. Cuando €l heterodimero p65:p50 se encuentra libre, se activa,
setrasadaa nucleo delacélulay se une alaregién promotora de |os genes que
responden especificamente al NFkB. La secuenciaen dicharegion es 5'-
GGGACTTTCC-3' (Sen y Baltimore, 1986), comenzando el proceso de transcripcion.
Ambas unidades, p65:p50, pueden adherirse al DNA como homodimeros pero existe

una afinidad mayor cuando se unen a DNA como unidades heterodiméricas.



Unicamente la subunidad p65, por si sola, tiene el potencial necesario para activar €
proceso de transcripcion (Schmitz y Baeuerle, 1991). Se ha demostrado que la
subunidad p65 es esencia para el funcionamiento del NF-xB (Baeuerley Baltimore,
1996; Flohe et al., 1997). Por gjemplo, los ratones mutantes sin la subunidad p65,
perdieron su habilidad de inducir NF-xB (Beg, Sha, Bronson, Ghosh y Baltimore,

1995).
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Figura 1. Muestrael proceso simplificado de activacion del NF-xB. 1) Laforma
inactiva del p50:p65 se encuentraen el citoplasma de la célula con la subunidad de la
proteinainhibidoralkB. 2) Eventos extracelulares o intracelulares (citoquinas,
neurotransmisores, factores neurotréficos, calcio, ERO) inducen la activacion del NF-
kB. 3) Con la estimulacién adecuada se libera el NF-xB de la subunidad 1xB. 4) La
fosforilacion y la ubiquitinizacion de la subunidad 1xB, la cual se degrada por lavia
proteosomal. 5) El heterodimero p65:p50 se traslada al nicleo. 6) Se adhiere alaregion
promotora de genes especificos. 7) Comenzando asi latranscripcion de las proteinas 8)
NF-kB activa latranscripcion de proteinas que incluyen factores neurotroficos,
glutamato, miembros de lafamilia Bcl-2, proteinas inhibidores del proceso de
apoptosis, enzimas antioxidantes como &l Cu-ZnSOD, etc. 8) Laimagen del DNA fue

obtenida por cortesiadel Instituto Nacional de Investigacion del Genoma Humano



Bethesda, MA, EE.UU. Los datos del diagrama se obtuvieron en laliteratura
correspondiente, por giemplo, Bermejo y Duarte, 2003; Mattson y Camandola, 2001;
Mattson y Meffert, 2006; Seny Baltimore, 1996.

Diferentes condiciones interfieren en las funciones del NF-«xB en €l sistema
nervioso central, por ejemplo:
1) En las enfermedades neurodegenerativas agudas como laisgquemia cerebral
(Clemens, Stephenson, Samlstig, Dixon y Little, 1997), laisquemia cardiaca (Gabridl,
Justicia, Aminsy Planas, 1999), |las convulsiones (Rong y Baudry, 1996) o el
traumatismo cerebral (Yang, Muy Hayes, 1995).
2) En las enfermedades neurodegenerativas cronicas como la enfermedad de Alzheimer
(Boissiere et al., 1997; Guo, Robinson y Mattson, 1998; Kaltschmidt, Uherek, Volk,
Baeuerle y Kaltschmidt, 1997), la enfermedad de Parkinson (Hunot et al., 1997) y la
enfermedad de esclerosis lateral amiotrofica (Migheli et al., 1997).
3) En € estrés oxidativo (EO). Existe evidencia de que la activacion del NF«xB
constituye una respuesta amortiguadora a los efectos del EO, alos procesos
inflamatorios, ala disfuncion mitocondrial y alaapoptosis (Barger et al., 1996; Barger
y Mattson, 1995; Beg y Baltimore, 1996; Mattson y Camandola, 2001; Taglialatela et

a., 1997).



NF-xB y antioxidantes

Varios investigadores han mostrado que |os antioxidantes pueden alterar la
activacion excesivadel NF-xB (Bauerley Henkel, 1994; Flohe et al., 1997; Liy Karin,
1999; Liny Lin, 2001; Natargjan et al., 1996). Por ejemplo, estudiosin vitro con el
antioxidante glutatién han mostrado que éste bloquea la activacion del NF-xB en las
células eucariontes (Schreck et al., 1992). Como se menciond anteriormente, entre los
estimulos que activan € NF-kB se encuentran las ERO/ENO 'y los efectos de éstos
pueden ser reversibles por € tratamiento de antioxidantes (Li y Karin, 1999; Schreck et
al.). Por lo que se sugirié que la actividad neuroprotectora del NF«B aumenta su nivel
de expresién cuando la célula o el organismo se encuentra en un estado pro-oxidante
(Mattson y Camandola, 2001; Mattson et al., 2000; Schreck et a.,) y laelevacion del
NF-kB puede constituir un efecto neuroprotector para producir las proteinas necesarias

para proteger la célula, prevenir o producir apoptosis (Mattson y Camandola, 2001).

Paradigmas Experimentales dela Memoria en Roedores

L os sistemas de memoria de los seres humanos coinciden, hasta cierto punto,
con los sistemas de memoria de otros mamiferos. Las funciones mnemonicas de seres
humanos, primates, y roedores estén apoyadas por estructuras cerebrales homdlogas
(Eichembaum, 2000; Squire et a., 2003). Lo cual ha permitido el desarrollo de
diferentes paradigmas en €l laboratorio que puedan proveer informacion importante en
el estudio de lamemoria en seres humanos. En €l |aboratorio, |os investigadores
pueden controlar las experienciasy €l aprendizaje previo de |os sujetos experimental es,

lo cual les permite conducir experimentos con una ata validez internay minimizar los



efectos de variables externas. Lameta de las investigaciones en el laboratorio es el
estudio preliminar de hipotesis que se puedan aplicar alos seres humanos. Existen una
gran variedad de paradigmas para evaluar procesos mnemaonicos en roedores. Para el
desarrollo de estainvestigacion se seleccionaron los paradigmas de aprendizaje
discriminativo por recompensa de un ensayo cadadiay el de exploracién de objetos

novedosos.

Aprendizaje discriminativo por recompensa con un ensayo por dia (aprendizaje
discriminativo)

Este paradigma fue introducido por Malin et al. (1990). Esta tarea utiliza un
laberinto en semicirculo con cinco callgones cuatro al nivel del piso y uno con una
rgjillainclinada que lleva ala parte superior del callejon, donde se colocalarecompensa
(Figura 2). Esta tarea fue disefiada para medir €l aprendizaje (adquisicion de un nuevo
conocimiento) y lamemoria espacia (almacenamiento de dicho conocimiento
utilizando sefial es espaciales para su recuperacion) del sujeto. Se especula que el sujeto
recuerda su experiencia anterior en el laberinto (aprendizaje) y donde se encuentrala
recompensa (memoria espacial). Estan motivados para alcanzarla a la brevedad posible
(latencia para encontrar |a recompensa), por lo cual evita perder tiempo a cometer
errores (entrar alos callegjones sin la recompensa). También se especula que |0s sujetos
no van a subir aleatoriamente un plano inclinado que exige un esfuerzo fisico mayor,
especiamente los roedores adultos mayores (Malin et al., 1993, 2001). L os ensayos se
realizan con un intervalo de 24 horas, |o que crea una demanda en la memoria del
sujeto, principal mente en los sujetos adultos mayores. Para el desarrollo de estatarea se

necesita de la memoria de referencia espacial 10s sujetos tienen que aprender unaregla



pararedizarld). Laposicion delarecompensa y laaparienciadel laberinto no cambian
durante los ensayos. Los sujetos simplemente pueden aprender lareglay encontrar la
recompensa (Cohen y Eichembaum, 1993).

Se ha demostrado en primates que las tareas de aprendizaje discriminativo con
un ensayo diario y con intervalos de 24 horas (el mismo paradigma béasico utilizado en
latareade Malin et al., 1990) dependen del hipocampo durante los primeros
ensayos/dias (Malamut, Saundersy Mishkin, 1984). Esto concuerda con |os resultados
obtenidos por Malin et a. (2001) en la gjecucion de latarea de aprendizaje
discriminativo, en este estudio se lesiond € hipocampo de ratas jovenes y éstas
mostraron una diferencia significativa con respecto a grupo control durante los
primeros ensayos, que desaparecia en 10s ensayos posteriores. Asimismo, Se propuso
gue €l sistema colinérgico (compuesto por neuronas que sintetizan el neurotransmisor
acetilcolina) forma parte de |as estructurasy circuitos criticos en la gjecucion de esta
tarea (Malin et al., 1990, 1992, 1993). Ratas adultas mayores obtuvieron un nimero de
errores significativamente menor cuando se les administro el inhibidor de
colinesterase, fluoruro de methanesulfonido (Malin et al., 1990, Malin et al., 1993).
Asimismo, €l tratamiento con galanina, un modulador negativo de la acetilcolina,
dificulté la gjecucion de los ensayos experimentales (Malin et al., 1992).

Se ha propuesto que estatarea es sensible al proceso de envejecimiento: ratas de
la cepa Sprague Dawley de tres meses de edad realizaron esta tarea con una reduccion
significativa de errores, en comparacion con ratas de 18 y 24 meses de edad (Malin et

al., 1990; 1993).



Exploracion de objetos novedosos

La exploracion espontanea hacia los estimul os novedosos forma parte del
repertorio de comportamientos innatos de |os seres humanos (Fantz, 1964; Fagan,
1970), los primates (Bachevalier, 1990; McKeey Squire, 1993) y los roedores (Clark,
ZolaMorgan y Squire, 2000; Corey, 1978; Joubert, y Vauclair, 1986; O'Keefey Naddl,
1978). Esta actividad cognoscitiva requiere de lainteraccion continua del mundo
externo y los conocimientos individual es de cada sujeto (Hermann, Bahr, Bremmer y
Ellen, 1982; Neisser, 1976; Toates, 1983; Tolman, 1948). El paradigma de exploracion
de objetos novedosos para roedores desarrollado originalmente por Ennaceur y
Delacour (1988) utiliza unatarea experimental basada en la tendenciainnata de los
roedores de explorar |os objetos novedosos. Dichatarea no utiliza castigos, ni
recompensas, para motivar alos sujetos. Asimismo, |os sujetos no tienen que aprender
unaregla pararesolver latarea. . En este paradigma €l sujeto tiene que formar un trazo
mnemonico de un objeto, y recuperarlo para poder reconocer ese mismo objeto después
de unintervalo. Estas pruebas experimental es tienen componentes de la memoria de
reconocimiento y de lamemoria de trabajo, y su € ecucién depende de laintegridad de
las estructuras del [6bulo temporal (Clark, et al., 2000; McKeey Squire, 1993). Por o
tanto, esta tarea se considera una medida de la memoria declarativa (Bachevalier, 1990;
Bachevalier, Beauregard y Alvarado, 1999; Clark et al., 2000; Ennaceur y Delacour,
1988; Manns et al., 2000; Reed y Squire 1997).

Estatarea es muy valiosaen € laboratorio porque permite que sus resultados se
puedan extrapolar y sean las bases para investigaciones con seres humanos. Las
caracteristicas propias del paradigma de exploracién de objetos novedosos “es
comparable con pruebas de memoria utilizadas actualmente con seres humanos’

(Ennaceur y Delacour, 1988), porque | as capacidades de la memoria de los seres



humanos generalmente no se miden bajo condiciones adversas, de castigo, o después de
privarlos de alimentos, etc. (Ennaceur y Delacour, 1988).

El paradigma de exploracion de objetos novedosos se diferencia de la tarea de
memoria utilizada con monos, |a tarea de reconocimiento visual sin emparejamiento con
la muestra después de un intervalo (DNMS), en que esta Ultima utiliza comida como
recompensa. Los sujetos tienen que aprender la regla para encontrar larecompensay
desarrollar una estrategia (Mishikin, 1978; Squirey Zola-Morgan, 1983). Asimismo, la
tarea de exploracion de objetos se diferencia con otros paradigmas en que |os sujetos
reciben una puntuacién de acuerdo al porcentaje total de exploracion de los objetosy no
solamente basada en la exploracion inicia a comienzo del ensayo experimental
(Dember, 1956; Gaffan, 1972).

Ennaceur y Delacour (1988) nombraron a su paradigma “ Tarea de
reconocimiento espontaneo de objetos’ y Clark y sus colaboradores (2000) serefieren a
lamismatarea como “ Tarea visual de comparacion de pares’. Asimismo, estatarease
conoce como “Exploracion de objetos novedosos’ y en la presente investigacion nos
referimos a esta tarea de esta manera. El paradigma basicamente consiste en dos
ensayos conductuales. Durante el primer ensayo se les presenta simultdneamente dos
estimulos idénticos y se les permite alos roedores explorarl os libremente. Después de
un interval o, escogido previamente por losinvestigadores, sellevaacabo el segundo
ensayo que consiste en la presentacién del estimulo previamente visto junto con un
estimul o totalmente nuevo. Se demostrado consistentemente que los roedores jévenes
pasan lamayoriadel tiempo explorando el objeto novedoso (Clark et al., 2000; Dellu et
al., 1992; Ennaceur y Delacour, 1988). Por lo que seinfiere que el sujeto haformado la
memoriadel estimulo previamente exhibido y al presentarselo nuevamente, |o reconoce

y suinterés se dirige hacia el estimulo novedoso.



Se considera unatarea mnemaonica porque la g ecucion de la misma se dificulta
conforme se aumenta el 1apso entre los intervalos (McKee y Squire; Bachevalier;
Bachevalier et a., 1993). Ennaceur y Delacour (1988) encontraron gque la exploracion
del objeto novedoso fue significante cuando utilizaron intervalos de 1 min. a1 hora
Pero cuando utilizaron un intervalo de 24 horas no se mostré el mismo patron de
exploracién. Sin embargo, Clark et a., (2000) encontraron que pesar de que las ratas
exploraron menos después de 24 horas, su exploracion total del objeto novedoso fue
mayor a nivel del azar. Losintervalos utilizados fueron 10 s, 1 min., 10 min., 1 hr.y 24
hrs., y los porcentajes de exploracion fueron respectivamente, 65.8, 65, 62.8, y 58.5%.

Déllu et d. (1992) mostraron un déficit en un grupo de ratas de 18 meses de
edad comparado con un grupo control de ratas de dos meses de edad, en unatarea de
reconocimiento espacia en la que utilizaron un laberinto en formade “Y”. Durante el
ensayo de aprendizaje, se permitié alasratas visitar un callgjon mientras que € otro
estaba inaccesible. En el ensayo de recuperacion experimental, |as ratas tuvieron acceso
aambos callgjonesy las ratas adultas mostraron una preferencia por el callejon
previamente visitado, al contrario de lo que observaron en las ratas jovenes. Los
resultados confirmaron una disminucion significativa en la g ecucion conforme se
aumento € tiempo del intervalo entre el ensayo de aprendizajey |os ensayos
experimentales. Para el intervalo de 1 min., € porcentaje de seleccion del callgjon
novedoso en la primeravisitafue del 90% en el grupo de ratas jovenes. En el grupo de
ratas mayores, €l nimero de visitas al callején novedoso fue de 79%, 60%, 60% 30% y
30% en losintervalos de 1 min., 30 min., 2 hrs,, 4 hrs., y 6 hrs., respectivamente (Dellu
et a., 1992). La memoria de reconocimiento de tipo espacial en las ratas adultas se vio
claramente afectada por el aumento del intervalo entre el ensayo de aprendizajey

experimental. En cambio, en las ratas jovenes € porcentgje fue de 81%, 100 %, 68%, y



73% paralosintervalos de 30 min., 2 hrs,, 4 hrs,, y 6 hrs., respectivamente.

Regiones Cer ebrales, los procesos mnemonicosy e envejecimiento

L as estructuras que se seleccionaron para la presente investigacion fueron el
hipocampo, la corteza frontal, el cerebro basal anterior, el estriado y €l cerebelo.

Hipocampo: Laimportancia del hipocampo en |os procesos mnemonicos se ha
estudiado ampliamente a partir de la publicacion de Scovilley Milner (1957) sobre el
paciente HM (Eichenbaum, 1992; Parkin, 1997; Squire, 1992; Suzuki y Eichenbaum
2000). Este paciente sufria crisis epilépticas intratables desde su juventud y con el fin de
suprimirlas, Scoville le extirpd bilateralmente una porcion considerable del hipocampo,
entre otras estructuras. Como resultado, HM presentd después de la cirugia una
incapacidad pararegistrar memorias nuevas (amnesia anterograda) y pérdida de algunos
recuerdos pasados (amnesia retrogada). Scovilley Milner sugirieron que el hipocampo
eraesencia paralamemoriarecientey paralaformacion de memorias nuevas.
Numerosas investigaciones sobre |as funciones del hipocampo se realizaron a partir de
este dicho incidente.

En la actualidad existe un consenso que el hipocampo es la estructura critica
parala ejecucion de los procesos de la memoria declarativa o explicita. Entre dichos
procesos se encuentrala memoria del reconocimiento. Las investigaciones con roedores
han demostrado que cuando se lesiona &l hipocampo, lamemoria del reconocimiento es
altamente dependiente de un componente temporal. Por gemplo, en ratas con lesion en
el hipocampo se ha encontrado que la memoria esta intactay muestran una € ecucion

correcta en tareas conductual es de reconocimiento en las que los ensayos



experimentales se realizan con intervalos cortos, de 10 sa 1 min. (Clark, et a., 2000).
Sin embargo, cuando € interval o entre |os ensayos experimental es aumenta, |la memoria
se deteriora severamente (Squire, 1993; Manns, Stark y Squire, 2001). Esto demuestra
la capacidad del hipocampo paratransferir lainformacién aprendida ala memoriaa
largo plazo y formar asi una memoria nueva. Dafio en el hipocampo también produce un
déficit en las habilidades para desempefiar tareas mnemonicas espaciales como latarea
del laberinto de agua de Morrisy, en general, |as tareas que utilizan laberintos radiales
(Malin et d., 2001; O’ Keefe, 1979; O'Keefey Nadel, 1978; Olton, Becker y
Handelmann, 1979). En un estudio previo, ratas de la cepa Sprague-Dawley recibieron
varias inyecciones bilateralmente en el hipocampo del péptido de beta-amiloideo,
demostraron déficit significativos en las tareas del paradigma de aprendizaje
discriminativo por recompensa de un ensayo cadadia (Malin et al., 2003).
Subsecuentemente, exdmenes patol 6gicos demostraron que el hipocampo habia sufrido
un proceso de inflamacion y muerte neuronal. Estos resultados sugieren que la
integridad del hipocampo es necesaria para g ecutar latarea de aprendizaje
discriminativo.

En el hipocampo el proceso de neurogénesis continlaalo largo de la etapa
adulta. Estudios de laboratorio muestran que la poblacién neuronal precursoraen el
hipocampo se mantiene estable durante la etapa adulta. De hecho, nuevas neuronas se
producen en el hipocampo del hombre adulto todos |os dias. Esta produccion se
correlaciona con el aprendizajey lariqueza sensorial y motora con que la persona
interactUa con su entorno (Gould, Beylin, Tanapat, Reevesy Shors, 1999; Praag, Van
Kempermann y Cage, 1999). Este tipo de neurogénesis participa en ciertos tipos de
memoriaen las que interviene el hipocampo (Shors, Miesegaes, Beylin, Zhao, Rydd y

Gould, 2001). Lafata de aprendizaje y estimulacién ambiental, através de tareas en las



gue se necesita la participacion del hipocampo, contribuye a decaimiento de la
neurogénesis del hipocampo (Gould et al., 1999). Sin embargo, |a produccién de
neuronas nuevas en el hipocampo decrece durante el proceso de envejecimiento,
especia mente bajo condiciones degenerativas y estrés celular. Por gjemplo, Camerony
McKay (1999) encontraron en estudios con ratas de |aboratorio que esta reduccién esta
estrechamente relacionada con |os niveles de corticoesteroides, y observaron que a
reducir los niveles de corticoides circulantes en las ratas vigjas se incrementaron los
niveles de produccién de neuronas nuevas en el hipocampo de las mismas. Estos autores
concluyeron gque la produccion de neuronas precursoras en el hipocampo permanece
estable con laedad y que son los factores hormonales o externos, los que limitan la
produccion de neuronas nuevas. Estudios recientes sugieren que las neuronas
hipocampal es sufren una degeneracidn mas temprana que las de otras areas del cerebro
durante el envejecimiento, debido a su mayor exposicién alas ERO (Rodriguez-Capote,
Céspedes, Arancibiay Gonzélez-Hoyuela, 1998). En apoyo a esta aseveracion, en €l
hipocampo se han encontrado altos niveles de actividad de la catalasa (Williams, 1995),
bajos niveles de glutation (Benzi y Moretti, 1995) y un aumento en la concentracién de
lipoperdxidos (Jackson, Werrbarck-Perez y Pan, 1994; Williams, 1995). Estos hallazgos
podrian explicar la gran susceptibilidad del hipocampo a estrés oxidativo, y al deterioro

temprano en el envejecimiento normal y en las enfermedades degenerativas.

Corteza Frontal: estaregion, lacua es muy extensa, se encuentra subdividaen
varias regiones de acuerdo a su funcién, que incluyen, la corteza primaria motora, la
corteza pre-motora, €l operculum frontal, la corteza frontal, y lazona subcalosa. La
corteza frontal en los seres humanos se considera el cerebro g ecutivo debido a su

extensa participacion en |os procesos de pensamientos y comportamientos complegjos,



organizacion temporal y planeamiento de actividades. Entre los comportamientos que
dependen de la corteza frontal se encentran |as acciones guiadas por la motivacién de
las personas, la habilidad de interactuar positivamente con otros seres humanosy la
inhibicién de comportamientos socialmente i naceptabl es, movimientos voluntarios y
expresion del lenguaje. El 16bulo frontal contribuye a los procesos cognitivos necesarios
para gjecutar actividades que incluyen la atencion dirigida, amacenamiento y creacion
de memorias. Los hemisferiosy las subregiones de la corteza frontal tienen funciones
especificas. En estudios de potencial es evocados con resonancia magnética se ha
demostrado lalateralizacién de la corteza frontal. Por ejemplo, en un estudio utilizando
esta técnica encontraron que durante la busgueda de informacién en unatareade la
memoria episodica de material no verbal, se activaron el hipocampo del hemisferio
derecho y la corteza prefrontal izquierda (Cansino, Maquet, Dolan y Rugg, 2002).

Lesiones en la corteza frontal ocasionan déficit en e proceso de busquedaen la
memoria, en e mantenimiento de lainformacion en lamemoria de trabajo (Baddeley et
al., 1974; Baddeley et al., 1988; Grafman, Holyoak y Boller, 1995), en la planificacion
de secuencias, en lamemoriafuentey en el recuerdo del orden en que se produjeron los
eventos (Fuster, 1989; Gallagher y Rapp, 1997).

Existe evidencia clara de que | as personas mayores presentan deficiencias en las
funciones que dependen de la corteza frontal (Tisserand y Jolles, 2003). Algunos
investigadores (Duncan, Emslie, Williams, Johnson y Freer, 1996) sugirieron que €
cambio en las destrezas intel ectual es que se observa con la edad es principa mente,
consecuencia del declive fisico de los |6bulos frontales. Por g emplo durante el
enve ecimiento se observa una disminucién en la densidad de las sinapsis, cambios
anatdmicos en las dendritas y anormalidades en la mielinizacién de los axones en los

I6bulos frontales (Peters, Morrison, Rosene y Hyman, 1998).



Un déficit notorio en primates adultos mayores ha sido demostrado en estudios
con tareas experimental es que enfatizan componentes mnemonicos espaciales y
temporales (Gallagher y Rapp, 1997), por gjemplo tareas que implican una demanda
explicita en lamemoria espacial a corto plazo dependen de laintegridad de la corteza
frontal (Gallagher y Rapp, 1997). Otros déficit incluyen una perseveracion marcada y
rigidez conductual cuando las tareas requieren de cambios durante la tarea experimental
(Squire et al., 2003).

Estudios recientes de resonancia magnética han mostrado un incremento en la
actividad de la corteza prefrontal durante el envejecimiento debido a una compensacion
funcional (Grady et al., 1994, Madden et al., 1996; Rypmay D’ Eposito, 2000). Un
gjemplo de este efecto, es el que se observa durante tareas perceptuales en las cuales, la
corteza frontal trata de compensar por la pérdida de facultades sensoriales que son
controladas por otras regiones cerebrales, y resulta en las actividades conjuntas que
muestran un aumento en la corteza prefrontal y una disminucién en la corteza occipital
(Grady et al., 1994; Li y Linderberg, 2002).

La compensacién funcional de la corteza frontal se ha mostrado,
consi stentemente, a través de diferentes tareas cognoscitivas, incluyendo memoria del
reconocimiento, memoria episddica, memoria de trabgjo, y atencién sostenida (Grady et
al., 1994). Por lo tanto la lateralizacién de funciones sufre cambios durante el
enveecimiento. Estudios de neuroimagen han demostrado que la tarea de trabajo induce
una actividad mayor en la corteza prefrontal izquierda en adultos jovenes. Sin embargo,
adultos mayores mostraron un patron de actividad bilateral durante la mismatarea
(Cabezaet d., 2004), confirmando €l efecto relacionado a envejecimiento conocido
como la reduccién asimétrica de los hemisferios en los adultos mayores, conocida con la

siglade HAROLD (Cabeza, 2002). Este patrén de actividad se observa através de la



€jecucion de tareas cognoscitivas y en diferentes regiones cerebral es.

Cerebro Basal Anterior: estaformado por un grupo de estructuras entre las que
se encuentran € nucleo basalis de Meynert, labanda diagonal, €l septum media y la
sustanciainnominata. Dichas estructuras estén involucradas en la produccién del
neurotransmisor acetilcolina (Ach). Este neurotransmisor afecta las funciones del
sistema nervioso periférico (es liberado en todas las uniones neuromusculares) y del
sistema nervioso central. Las estructuras del cerebro basal anterior distribuyen laAch a
multiples regiones de la corteza cerebral, influyendo en la comunicacién de las neuronas
y en laplasticidad de las mismasy por |o tanto en los procesos de aprendizaje y
memoria (Kandel, 1997). La participacion de la Ach en los procesos mnemonicos se
confirmo en varios estudios clinicos y de laboratorio (Bartus, Dean 'y Lipp, 1982). Por
gjemplo, el uso de drogas anticolinérgicas afecto |a g ecucion de las ratas jovenes en
tareas mnemonicas de laberinto y de evitacion pasiva realizando | as tareas de una
manera similar alas ratas adultas mayores (Bartus et a., 1982.; Olton, 1982). Lippay
sus colegas (1980) demostraron una correlacion importante entre la retencién de una
tarea de condicionamiento del miedo y la actividad de |os receptores muscarinicos,

ambos mostraron un decremento significante de acuerdo a la edad de los sujetos.

En el campo clinico, se demostré que existe una deficiencia severa en el cerebro
basal anterior en la produccion de la Ach en laenfermedad de Alzheimer (Kiharay
Shimohama, 2004). Es claro que €l riesgo de desarrollar esta enfermedad aumenta
drésticamente con el envejecimiento: 5% de la poblacion desarrolla esta enfermedad ala
edad de 70 afios, 18% alos 80 afiosy 50% alos 90 afios (Herbert et a., 1995; Esposito,
Rotilio, Di Matteo, Di Giulio, Cacchioy Algeri, 2002).

Ademés de su participacion en los procesos mnemonicos, € cerebro basal



anterior se selecciond en este estudio porque varias investigaciones recientes han
sugerido que es una de las areas méas vulnerables al dafio del estrés oxidativo (Toliver-

Kinsky et a., 2002; Perry, Cash y Smith, 2002).

Estriado: es una estructura subcortical que forma parte de |os ganglios basales.
Consiste de la cabeza del nlcleo caudado, el putamen (neostriatum) y el nacleo
acumbens (también se le conoce como € estriado ventral). El estriado recibe
informacion de la corteza cerebral, y 10s nlcleos talamicos y éstos a su vez tienen
interconexiones muy especificas con los demas nuicleos que forman parte de los
ganglios bs. También se comunica con la sustancia negra.

Funcionalmente, €l estriado esté4 implicado en las funciones cognoscitivas
implicitas asale (por egemplo aprendizaje con claves, las reacciones emocionales
(Devan, Goad y Petri, 1996; Kandel, 1997; McDonald y White, 1994), .l control
motor, g ecucion de programas motores complegjos, 10s movimientos oculares, varias
funciones motoras que incluyen, balance, postura, y movimientos involuntarios. El
estriado recibe informacién de varios neurotransmisores, principalmente de la
dopamina.

Durante el envejecimiento ocurren varios cambios en |os sistemas
dopaminérgicos del estriado. Existe una disminucion en el sistema de transporte de la
dopamina (van Dyck et a., 1995), la actividad dopaminérgicaen €l estriado disminuye
un promedio del 6% al 10% por década, en |as personas adultas mayores (Kausler,
1994). Se encontraron decrementos de la actividad de | os receptores dopaminérgicos
cuando se realizaban tareas de velocidad (Volkow et al., 1995) y motoras (Wang et al.,

1998).



Numerosos estudios han demostrado un aumento en la susceptibilidad del
estriado al estrés oxidativo durante el envejecimiento (Joseph et al, 1998c; Joseph et al .,
1999; Kimy Chan, 2001; Perez-Severiano, Esclante, Vergara, Riosy Segovia, 2002). El
estriado es altamente vulnerable alos efectos de | os antioxidantes (Balu, Sangeetha,
Murali y Pannerselvam, 2005; Joseph et al., 1999; Youdim et a., 2001). indices de
estrés oxidativo (liberacién inducida de dopamina) en €l estriado disminuyeron
significativamente en ratas que recibieron una dieta con el suplemento de antioxidantes
(Joseph et ., 1999). Se encontré un correlacion entre los déficit en la gjecucion de una
tarea de memoriay la produccién de las ERO y proteinas oxidadas en €l estriado de
ratas adultas mayores. Estas ratas recibieron una dieta con un extracto de semillas de
uvas (altamente antioxidante). Después de este periodo, se mostré un decremento de las
EROy de los carbonilos proteicos en el estriado y un mejoramiento en la g ecucion de

latarea de memoria (Balu et al., 2005).

Cerebelo: la palabra cerebelo significa “pequerio cerebro”. Esta estructura
contiene lamayor densidad de neuronas y conexiones muy complejas. El cerebelo
recibe y manda informacion a un nimero muy extenso de poblaciones neuronales en las
areas asociativas y en las estructuras subcorticales del 16bulo temporal (Schmahmann,
1991). El cerebelo regula directamente diferente aspectos de |os movimientos
voluntarios (Snider, 1951) incluyendo la sincronizacion de la gjecucién y percepcion de
los movimientos (Keele e Ivry, 1990); los gjustes necesarios para redlizar |os
movimientos con precision (Thach, Goodkin y Keating, 1992); la coordinacién de los
reflgjos, el equilibrio y las adaptaci ones sensorio-motoras. Desde hace mucho tiempo
gue se ha descrito ampliamente la regulacién del cerebel o en las funciones anteriores

(Schmahmann, 1991; Snider, 1951).



Sin embargo |os Ultimos afios se ha estudiado el concepto del cerebelo como
regulador de procesos cognoscitivos compleos (Bracke-Tolkmitt, Linden y Canavan,
1989; Leiner, Leiner, y Dow, 1986, 1989), como €l aprendizaje (Ito, 1984), €l lenguaje
(Mérien, Saerens, Nanhoe, Monees Nagelsy Pickut, 1996), |a planificacion motoray €l
seguimiento de una secuencialégica (Botez, Botez, Cardu, y Leveille, 1989), los
procesos de adquisicion y discriminacion sensorial (Gao, Parsons, Bower, Xiong, Li y
Fox, 1996), y lamemoria de tipo declarativo (Schmahmann, 1991, 2003). Estudios de
resonancia magnetica funcional (Kim, Ugurbil y Strik, 1996; Weis, Klaver, Reul, Elger
y Fernandez, 2004) y de emisién de positrones (Petersen y Fiez, 1993) mostraron la
activacion del cerebelo durante laadquisicion y discriminacion de tareas sensoriales
(Gao et al., 1996). Cuando los sujetos resolvieron un rompecabezas através de la
manipulacion de pinzas €l cerebelo mostrd una actividad significativamente mayor que
cuando solamente manipulaba las pinzas en unatarea motora (Kim et a., 1994). El
resultado de pruebas neuropsi col 6gicas de individuos con dafios en el cerebelo
mostraron la participacion de esta estructura en la planeacion y programacion de
secuencias logicas, lavelocidad para procesar informacion y la organizacion visuo-
espacia en tareas concretas (Botez, Botez, Elie, Attig, 1989). Individuos con lesiones
cerebel osas padecen de afasia, |0 que sugiere la participacion de esta estructura en los
procesos del lenguagje (Mérien et al., 1996)

La participacion del cerebelo en procesos cognoscitivos en roedores se ha
estudiado utilizando el paradigma del condicionamiento del parpadeo (Cartford, Gemma
y Bickford, 2002). El cerebelo forma parte de | as estructuras que forman € circuito
neuronal involucrado en dicho condicionamiento (Chapman et a. 1990; Gruart et al.
1997; Thompson, 1986; Thompson y Krupa, 1994). Este tipo de aprendizaje es

considerado como uno de los mas sencillos pero requiere de la participacion de un



numero considerable de estructuras cerebrales para su gjecucion. En general, la cinética
del condicionamiento del parpadeo es similar para diferentes especies de mamiferos
como los roedores, el conejo o |os seres humanos. Estudios con emision de positrones
mostraron la activacion del cerebelo, entre otras estructuras, en adultos jévenes durante
el aprendizaje de este tipo de condicionamiento (Logan y Grafton, 1995) mientras que
individuos con dafio cerebeloso no pudieron aprender esta tarea (Woodfruf-Pak, 1996).
1984).

Se ha demostrado que el condicionamiento del parpadeo es unatarea sensible al
envejecimiento (Powell et a., 1981; Harrison y Buchwarld, 1983; Graves et al., 1985;
Woodruff-Pak y Thompson, 1988; Weissy Thompson, 199). El déficit de este
condicionamiento en |os seres humanos es evidente a partir de |os 40 afios (Woodruff-
Pak y Thompson, 1986). Conejos adultos mayores necesitaron un nimero mayor de
ensayos para aprender esta tarea en comparacion con conejos jovenes (Woodruff-Pak et
al., 1988).

Otros indices asociados con el envejecimiento en el cerebelo son la pérdida del
balance y coordinacion motorafina (Gould y Bickford 1996); disminucion en el nimero
y en ladensidad de las células de Purkinje en la corteza cerebelosay en las funciones
gue modulan €l sistema noradrenérgico en el cerebelo (Bickford, Shukitt-Hale y Joseph,
1999; Freedman, Hoffer, Puro y Woodward, 1976; Gould y Bickford, 1996).

Varias investigaciones con roedores han mostrado la vulnerabilidad del cerebelo
al estrés oxidativo durante el envejecimiento y |os efectos de antioxidantes exdgenos en
esta estructura (Kaufmann et al., 2001). Dafio oxidativo en las mitocondrias en €l
cerebel o se correlaciond con la pérdida de coordinacion motora, la cual incrementaba
con laedad de los sujetos (Forster et al., 1996). En ratas ancianas se ha mostrado un

aumento importante en marcadores de estrés oxidativo, por gemplo, enla



concentracion de lipofuscina en las mitocondrias de las células de Purkinje (Rogers,
Silver, Shoemaker y Bloom, 1980) y de la proteina Bcl-2 (Kaufman et al., 2001).

Bickford et al. (1999) usaron el model o de hiperoxigenacion descrito en
Taglidatela, et al. (1997) parainducir estrés oxidativo en el cerebelo y estudiar los
efectos preventivos de laingesta de diferentes dietas con suplementos antioxidantes
(fresas, espinacas, arandano azul o vitamina E) o laingesta de una dieta con restriccion
caldrica. Los autores concluyeron que ambas dietas retrasaron o previnieron los efectos
del estrés oxidativo en € cerebelo medidos por las funciones del sistema
noradrenérgico. Asimismo Bickford et al. (2000) con el empleo de la dieta AIN-93 con
el suplemento alimenticio del ardndano azul, espinacas o fresas, encontraron una
tendenciaimportante, pero no significativa, hacia el aprendizaje de diversas pruebas
motoras en los grupos experimentales y una diferencia significativa entre los grupos
control y el grupo que recibi6 ladietadel arandano azul en la expresion del estrés
oxidativo medido por €l nivel de glutation.

Cartford et al. (2002) alimentaron un grupo experimental de ratas de 18 meses
con unadieta enriquecida con un suplemento de espinacas, (Ias cuales contienen un
nivel alto de antioxidantes), al mismo tiempo el grupo control recibié lamismadietasin
el suplemento de las espinacas. Al término del periodo alimenticio de seis semanas, las
ratas fueron entrenadas con el paradigma del condicionamiento del parpadeo. El grupo
experimental que recibié la dieta con espinacas aprendid la respuesta condicionada con
mayor rapidez que el grupo control. Asimismo, |os estudios biogquimicos revelaron una
reduccion significativa del nivel de las citoquinas pro-inflamatorias, €l factor de
necrosis tumoral afa(TNF-a) y e factor de necrosis tumoral beta (TNF-B), en la
corteza cerebel osa de | as ratas experimental es en comparacion alas ratas que no

recibieron la dieta con el suplemento de las espinacas.



Propdsito de la presente investigacion

El objetivo del presente estudio fue evaluar si |os efectos antioxidantes de la
dieta experimental NIH-31 del Instituto Nacional de la Salud, Bethesda, Maryland,
EE.UU., con € suplemento alimenticio del arandano azul producen cambios
significativos en la g ecucién de ratas adultas de |a cepa Fischer 344 en las tareas de
aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada diay en la de exploracion
de objetos novedosos. Asi como, determinar y comparar el deterioro cerebral de los
ratas experimentales mediante un indicador del estado oxidativo de los tejidos: €l nivel
de expresion de la proteina del NF«B p65 en el hipocampo, la corteza frontal, el

estriado, €l cerebro basal anterior y el cerebelo.



Justificacion de esta investigacion

1) Laexpectativa de vida de |os seres humanos en |os paises occidentales ha
aumentado (Tuijapurkar, Li y Boe, 2000). Sin embargo, datos estadisticos actuales no
muestran un incremento ala par de una vida saludable con la expectativa de vida. Un
estudio conducido por la Oficina de Estadisticas Nacionales del Gobierno de Gran
Bretafia (1998) encontré un aumento de los 70.9 a 74.9 afios de vida paralos hombresy
de 76.8 a 79.8 paralas mujeres de 1981 a 1998. Sin embargo, durante ese mismo
periodo, |a expectativa de vida saludable aument6 de 64.4 a 66.9 afios para el hombrey
de 66.7 a 68.7 paralas mujeres. Los resultados de esta investigacion son comparables
con los datos de la mayoria de los paises industrializados. Lo anterior sugiere que los
avances cientificos que han logrado un aumento modesto en lalongevidad de los
humanos no han obtenido |os mismos resultados en la calidad de vida. Un padecimiento
cardiaco que gracias alas técnicas modernas puede ser atendido, curado o controlado,
prolongalavidade un individuo. Sin embargo, el modo de vida cotidiana de una
persona mayor (nivel socioecondémico, entorno, dieta, gercicio, consumo de tabaco,
etc.) puede causar dafosirreparables a SNC y consecuentemente, en su calidad de vida.
Por lo anterior son relevantes las investigaciones enfocadas al estudio de los factores

gue pueden incidir en e mejoramiento de la calidad de vida de | as personas mayores.

2) Ladieta puede tener un impacto en la produccion de defensas antioxidantes.
Actualmente existe mas informacion sobre los efectos neurogquimicos de los
antioxidantes y de los fitonutrientes a un nivel celular, que de los efectos sobre los
procesos cognoscitivos en el cerebro senil. Por ello, son necesarias | as investigaciones

gue aborden €l efecto de |os antioxidantes en |0s procesos cognoscitivos.



3) El decaimiento de |os procesos mnemaonicos en |as personas mayores no es
uniforme. Lo que sugiere que ciertos factores en el modo de la vida cotidiana (por
gjemplo ladieta) del individuo pueden ser la causa de dicha variacion individual. Por lo
tanto, es importante estudiar |os efectos de dietas ricas en antioxidantes sobre los

pprocesos mnemonicos.

4) No se han realizado estudios que hayan investigado |os efectos del arandano
azul en |as tareas conductuales de | os paradigmas de Aprendizaje Discriminativo por

Recompensa de Ensayo cada Diay de Novedad: Exploracion de Objetos.

5) Seseleccionaron las ratas de la cepa Fischer 344 (F344) porgue se utilizan
frecuentemente en las investigaciones sobre el envejecimiento (Weindruch y Masoro,
1991) y por lo tanto existe un banco de datos amplios sobre esta cepa en |os procesos
del envejecimiento (Shukitt-Hale, et al., 1998). Estas ratas envejecen a una edad mas
temprana en comparacion con otras cepas (Spangler et al., 1994) y € tamafio y peso de

Su cuerpo se mantiene relativamente estable.

6) Varios investigadores han confirmado que los déficit en tareas cognoscitivas
se observan en 100% de |os sujetos de laraza F344 a partir de los 18 0 19 meses de
edad (Frick, Baxter, Markowska, Oltony Price., 1995; Shukitt-Hale et al., 1998;
Wallace, Krauter y Campbell, 1980), o que sugiere que las medidas preventivas contra
el deterioro del cerebro se pueden llevar a cabo antes de dichas edades. Por |o anterior,
es importante estudiar la capacidad antioxidante preventiva del ardndano azul en el

enveecimiento en sujetos entre los 12 y 18 meses de edad. En base a estos hallazgos se



seleccionaron ratas de 15 meses para el comienzo de la presenta investigacion.

7) Lasinvestigaciones sobre la regulacion transcripcional y el EO son mas
reducidas en comparacion con la documentacion sobre los efectos del EO en los
diferentes organelos celulares (Tong et a., 2002). Por |o tanto, las investigaciones sobre

los efectos del EO en los factores transcripcional es son justificadas.

8) Existen alteraciones en la actividad nuclear del NF-xB con la edad (Kaufman,
Bickford y Taglialatela, 2002; Korhonen, Heleneiusy Salminen 1997; Toliver-Kinsky,
Papaconstantinou y Perez-Polo 1997; Toliver-Kinsky, Rassin y Perez-Polo 2002; Tong
et a., 2002). Sin embargo, es el estado oxidativo del citoplasmalo que induce la
fosforilacion y la degradacion de la proteinainhibidora [kB, y en consecuencia, la
activacion del NFkB. Asimismo, debido a que la subunidad critica parala activacion del
NF«B eslap65. En base alo anterior, en el presente estudio se midieron los niveles en

el citoplasma de la subunidad p65 del NFkB como indicador del EO.

9) Hasta donde es de nuestro conocimiento, no existe literatura acerca de
los efectos antioxidantes del ardndano azul en la expresién de la proteina NFkB

relacionada con €l proceso del enveecimiento.



Hipotesis

Habra un incremento del nivel de expresion del NF-xB en todas | as regiones
cerebrales en las ratas del grupo control de adultos mayores, en comparacién con las

ratas del grupo control de jévenes que recibiran lamismadieta.

Habré un incremento del nivel de expresion del NF-xB en todas | as regiones
cerebrales en las ratas del grupo experimental adulto, (que recibiran la dieta con el
suplemento del arandano azul), en comparacion con €l grupo de ratas adultas

mayores que recibiran la dieta control.

Se mostrard unarelacion entre €l nivel de estrés oxidativo y la g ecucion de las
tareas de memoria. El promedio del nivel de expresion normalizado del NF-«B se
correlacionara negativamente con los resultados de las pruebas conductual es de los

sujetos de ambos grupos de adultos mayores.

El grupo control de adultos mayores mostrara déficit en las tareas de memoria del
aprendizaje discriminativo y la exploracion de objetos novedosos en comparacion
con el grupo control de jovenes. Estos resultados indicardn que ambas tareas son
sensibles a envejecimiento. El déficit en latarea de exploracion de objetos
novedosos sera mayor conforme se aumente el intervalo entre el ensayo muestray el

ensayo experimental.

El grupo experimental de adultos mayores recibiralos beneficios de la accion



antioxidante del arandano azul por un periodo de tres meses (a partir de los 15
meses de edad); se espera que esta alimentacion tendra un efecto preventivo contra
el estrés oxidativo. Los beneficios de la dieta se reflgjarén en los sujetos alos 18

meses de edad durante la gjecucion de la tarea de aprendizaj e discriminativo.

El grupo experimental de adultos mayores recibira los beneficios de la accidn
antioxidante del ardndano azul por un periodo de cuatro meses (a partir de los 15
meses de edad). Esta alimentacién tendré un efecto preventivo contra el estrés
oxidativo, y el cua sereflgjaraen los sujetos alos 19 meses de edad, durante la
gjecucion de latarea de exploracion de objetos novedosos con € intervalo de una

hora entre |os ensayos experimental es.

Laintegridad del hipocampo (y posiblemente |a de otras de |as regiones cerebrales
analizadas) serarelevante en la g ecucion de la tarea de exploracién de objetos
novedosos, la cual se mostrara a través de una correlacion negativa entre €l nivel de
expresion del NF-xB en esta estructura cerebral y €l porcentaje de exploracion de

| os estimul os novedosos.



METODO

Sujetos

L os sujetos fueron 36 ratas albinas macho de la cepa Fischer 344(F344): 12 ratas
con cuatro meses de edad y 24 ratas con 15 meses de edad al comienzo de la
investigacion. El peso medio de los sujetos jovenes al comienzo del experimento fue de
120g y & peso medio de los sujetos adultos fue de 420g. Todas las ratas eran
experimentalmente ingenuas y se obtuvieron de la colonia de Harlan Sprague-Dawley
(Indiandpolis, Indiana, EE.UU.). Estas ratas son descendientes de la colonia del Instituto

Nacional de la Salud, Bethesda, Maryland, EE.UU. (www.harlan.com/us/). Cada sujeto

se mantuvo en jaulas individual es de acrilico transparente con libre acceso a comiday
agua (ad libitum) y bajo un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas cada uno. El cuidado y el
mantenimiento de las ratas experimentales se [levaron a cabo en el laboratorio de la
Universidad de Houston-Clear Lake, Houston, TX, EE.UU., y de acuerdo alasreglas de
la Guia parael Cuidado y Uso de Animales en €l Laboratorio dela Academia Nacional

de Ciencias de los EE.UU. (2000).

Registro de peso de los sujetos

Al inicio del experimento se registro €l peso pre-experimental de los sujetos;
posteriormente, se pesaron semanamente. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA)
del promedio de aumento de peso de cada grupo. Esta variable se obtuvo mediante la

diferenciadel peso pre-experimental y el post-experimental.



Grupos

Se asignaron aleatoriamente | os sujetos de 15 meses de edad a dos grupos: grupo
experimental de adultos mayores (EA) y grupo control de adultos mayores (CA). Los 12
sujetos de cuatro meses formaron €l tercer grupo, grupo control de jévenes (CJ). Sele
asigné unaidentificacion personal a cada uno de los sujetos a través de marcas de
colores. Esto se hizo con el objetivo de identificar alas ratasy de mantener el
anonimato del grupo al que pertenecieron. Unicamente |las personas que llevaron a cabo
la alimentacidn de | os sujetos sabian con precision el grupo a que pertenecia cada

sujeto.

Alimentacion

Los aimentos utilizados en este experimento, la dieta control, (NIH-31 Control),
y ladieta experimental con el 2% del suplemento alimenticio del ardndano azul de la
variedad Tif-Blue, (NIH-31-AA), fueron preparados por €l laboratorio de Harlan
Teklad, Madison, Wisconsin, EE.UU. Las formulas de |as dietas fueron desarrolladas
por Youdim y sus colaboradores (2000), Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (USDA por sus siglas en inglés), Centro de la Investigacion de la Alimentacion
Humana durante el Envejecimiento, Centro Médico de la Universidad de Tufts, Boston,
Massachussets, EE.UU. Ambas dietas incluyeron como base |a dieta estandarizada para
roedores NIH-31-con vitaminas, del NIH, lacua es unadieta balanceada, fortificada
con vitaminas y minerales, incluyendo lavitamina E (un antioxidante). Parala
preparacion de la dieta experimental se utilizo el arandano azul congelado de la
variedad Tif-Blue, e cual fue homogenizado en agua, centrifugado y liofilizado,
finalmente se le agregd ala dieta base NIH-31, de acuerdo al método utilizado en

Joseph et a. (1998). Ambas dietas son isocal oricas, dentro de un margen de error



atribuible alas variaciones naturales del valor nutritivo de los ingredientes que se
encuentran en la dieta base NIH-31. Los alimentos utilizados en esta investigacion
fueron donados por Jim Joseph y Barbara Shukitt-Hale (USDA). El apéndice A
muestra la composicion detallada de las dietas. Cada sujeto recibié 200 g de su dieta
asignada semanamente y se pesaron los residuos del alimento para evaluar laingesta de
ladieta

L os sujetos se alimentaron ad libitum de acuerdo al grupo a gue pertenecian: grupo
EA: dietaNIH-31 ardndano azul Tif-Blue (NIH-31 AA); grupo CA: dieta control, (NIH-
31 contral); grupo CJ: dieta NIH-31-control. Se utiliz6 el ANOVA paraevaluar la

ingesta de las dietas de | os tres grupos.

Manipulacion de los sujetos

Unavez que los sujetos fueron colocados en sus jaulas individuales, éstos fueron
mani pulados por cinco minutos dos veces semana mente para acostumbrarlos al tacto
humano y ala experiencia de ser removidos de su jaula para ser colocados en otro lugar.
Dos semanas antes de |os experimentos se manipularon diariamente hasta concluir los

experimentos.

Experimento 1. Aprendizaje discriminativo por recompensa con un ensayo por dia

Las ratas se alimentaron con las dietas especiales por un periodo de tres meses

antes de comenzar |as pruebas conductual es con este paradigma.



1)

2)
3)

4)

Materiales
Aparato: El aparato consiste en un laberinto de acrilico negro que contiene cinco
callgjones que se bifurcan desde un pasillo central formando un semicirculo. Cuatro
callgjones se encuentran al nivel del piso y no se coloca ninguna recompensa en
ellos. El otro callgjén tiene unarejilla de acrilico negro en posicion ascendente a 45
gradosy en la parte superior tiene una plataforma, en la cual se coloca una pequefia
vasija donde se pone larecompensa. La recompensa consiste en diez pastillas de 45
mg manufacturadas por Bioserve. Para evitar que |0s sujetos se guien por el olor de
las pastillas para encontrar la recompensa, se coloco en la parte superior de cada
callgjon un envase inaccesible alos sujetos, en € cua se colocaron diez pastillas
permitiendo de esta manera un olor uniforme de la recompensa en todos |os
callgones. El laberinto contiene una cajade iniciacion de acrilico transparente
enfrente de los callgjones. Esta cgja se separadel pasillo central por medio de una
puerta en forma de guillotina de acrilico negro.
Crondmetro

Basculas: se utilizaron dos, una para pesar alasratasy otra paralos alimentos

Pastillas de recompensa: de 45 mg manufacturadas por los laboratorios de

Bioserve.



Figura 2. Laberinto del paradigma de aprendizaje discriminativo por

recompensa con un ensayo por dia.



Figura 3. Acercamiento del callejon con largjilla ascendiente y la plataforma

en |la parte superior donde se coloca la recompensa.



Procedimiento

Habituacion: cinco dias antes del experimento, |os sujetos se habituaron al laberinto.
Este procedimiento se realiz6 solamente unavez por un periodo de tres minutos. Se
coloco al sujeto enlacgjadeiniciacion por 30 s. Al transcurrir dicho tiempo, se abri6
lentamente la puerta de guillotinay se le permitié a sujeto caminar libremente en el
laberinto por tres minutos.

Privacién alimenticia: cinco dias antes de empezar € ensayo muestra, todos los
suj etos fueron sometidos a un programa de privacion aimenticia. El primer dia se les
retiré el alimento y se pesaron diariamente. Se calcul6 € porcentgje de la pérdidade
peso de cada sujeto. Dependiendo de su pérdida de peso cada sujeto recibié una
cantidad limitada del alimento hasta que todos |os sujetos alcanzaron un peso
aproximado del 82 + 2% de su peso al iniciar € programade privacion. También
recibieron 10 pastillas Bioserve para acostumbrarlos al sabor y textura de las pastillas de
larecompensa.

Ensayo muestra: el sujeto fue colocado en la cgja de iniciacion por 30 segundos, se
levanto la puertade guillotinay se le permiti6 salir. Por medio de un cronémetro, se
registraron los segundos que tard6 en alcanzar la recompensa. Este periodo inicié desde
el momento en que e sujeto salié completamente de la caja de iniciacién hasta el
momento en que comenzd a comer larecompensa. Unavez que el sujeto salio
completamente de la cgja de iniciacion, se coloco una puerta de acrilico negro en lugar
de la puerta de guillotina transparente que se usa en la caja de iniciacién para crear
uniformidad entre todas las paredes del |aberinto. Esto se llevo a cabo para evitar que €
sujeto se distrgjeray/o que intentara volver alacajade iniciacion unavez iniciado €l
registro del cronémetro. Al salir de la cajade iniciacion se le permitié caminar

libremente por el laberinto. Se anot6 el nimero de errores de cada sujeto. Se considerd



la entrada a uno de los call g ones sin recompensa como un error. Cuando el sujeto
alcanzo larecompensa se le permitié comer todas las pastillas. Se registré el nimero de
pastillas que el sujeto ingirid. Es importante mantener este registro para asegurarse que
todos |os sujetos del experimento consumieron larecompensa, ya que éstaes el

estimulo motivante. Al terminar de ingerir |as pastillas, suavemente se removio6 a sujeto
del aparato y se le colocd nuevamente en su jaula.

Ensayos experimentales. comenzaron 24 horas después del ensayo de muestra. Se
[levaron a cabo tres pruebas de retencion durante tres dias consecutivos con un intervalo
de 24 horas entre cada prueba, por |o que |os ensayos experimentales se llevaron a cabo
alas24 h, 48 hy 72 h después del ensayo muestra. Se siguid exactamente el mismo

procedimiento que en e ensayo muestra.

Analisis estadistico

Se obtuvieron dos variables:

1) NuUmero de errores: nimero de entradas a los callgjones sin recompensa. Se
les asignaron un puntaje en e ensayo muestray en cada uno de los tres
ensayos experimentales. Para analizar latendencia en el niUmero de errores de
cada grupo se realiz6 un andlisis de tendencialinea de estavariable de los

ensayos experimentales (ensayo muestray 10s tres ensayos experimental es).

2) Latencia: 1os segundos para encontrar la recompensa. Para analizar la
latencia de los ensayos (ensayo muestray 10s tres ensayos experimentales) se
realiz6 un andlisis de tendencialinear por separado para cada uno de los

grupos.



3) Cada una de las variables, mencionadas anteriormente, se analizé
independientemente con un andlisis de varianza (ANOV A) con medidas
repetidas (grupo x ensayos experimentales) y se empled la pruebade

comparacion de pared de post hoc de Fisher.

Experimento | 1: Exploracion de objetos novedosos

En este experimento se utilizaron las mismas ratas del Experimento I. El lapso
entre larealizacion de los dos experimentos fue de cuatro semanas posteriores al
término del Experimento I, afin de que las ratas recuperaran €l 100% de su peso. De
este modo, las ratas se mantuvieron cinco semanas mas en la dietas control y

experimental en comparacion con el Experimento 1.

Materiales

1) Aparato: Consiste en una arena de acrilico negro de 93 cm. x 93 cm. y con una
alturade 61 cm. (Clark et a., 2000). Lailuminacién del cuarto consistio en una
l[&mpara con un foco de 25 W colocada aproximadamente a un metro de aturadel
centro de laarena.

2) Estimulos: Los items que se utilizaron fueron cuatro objetos de ceramica entre unay
dos veces mas grandes a tamario de los sujetos. Los estimulos eran o
suficientemente pesados para que las ratas no 1os pudieran mover cuando los

exploraban. Se utilizaron tres copias idénticas de cada objeto.



Procedimiento

Habituacion al aparato: Los sujetos fueron colocados en el aparato vacio durante

cinco minutos por cinco dias consecutivos.

1)

2)

Tarea Experimental: consistio de cuatro fases diferentes:

Re-habituacion: e sujeto era puesto en el aparato sin los items durante un minuto.
Posteriormente se removia del aparato y eradevuelto asu jaula.

Familiarizacién: Estafase es €l ensayo muestra. Inmediatamente después de lare-
habituacion, dos objetos idénticos (objetos familiares) eran colocados en el aparato
en un lugar predeterminado. Seintroduciaal sujeto en el aparato nuevamente
colocéndolo con su mirada hacia los objetos, como lo muestra el diagramaen la
Figura 4. Se permitié la exploracién cercana de cualquiera de |os objetos por un
tiempo acumulado de 30 s 0 un tiempo méaximo de diez minutos en el aparato. El
tiempo de exploracion fue registrado usando un programa de computo disefiado para
estatarea, en €l cual se oprimian diferentes teclas (izquierda o derecha) de acuerdo
con €l objeto que estaba explorando el sujeto. Cuando se a canzaba cualquiera de las
dos medidas mencionadas anteriormente, €l programa se terminaba
autométicamente. L os sujetos que no acumularon un minimo de 12 segundos de
exploracién cercana durante el ensayo muestra se descalificaron (2 sujetos del grupo
control de adultosy 2 del grupo experimental de adultos). Los pardmetros que se
siguieron pararegistrar la exploracién cercana de |os objetos fueron: a) el sujeto se
encuentra cuando menos a un centimetro de distancia del objeto, mira hacia €l

objeto y mueve sus bigotes, € sujeto explorael objeto con su nariz o tocandolo. Si

el sujeto toca el objeto con otra parte de su cuerpo y su mirada no estadirigida a



3)

4)

objeto no se considera como exploracién cercana.

Intervalo: Al término del ensayo muestra, seremovio a sujetoy seleregresd asu
jaulapor €l intervalo pre-determinado de acuerdo a ensayo experimental. Los
interval os que se utilizaron fueron 30 sy una hora.

Ensayo Experimental: Durante el intervalo se removieron |os objetos usados en el
ensayo muestray se coloco latercera copiaidénticaa objeto familiar y el objeto
novedoso en |os lugares premarcados. Para evitar la contaminacion de los efectos de
una preferencia espacial o de determinado item, durante |os ensayos experimentales
se contrabalancearon las siguientes variables:

a) Asignacion del item como objeto novedoso o familiar.

b) Lalocalizacion del item novedoso del lado derecho o izquierdo.

Cada sujeto recibié unicamente una prueba por cada intervalo, las cuales se

realizaron en dias separados. Al terminar cada ensayo se limpiaba el aparato y los

objetos utilizados con etanol (70%) para neutralizar cualquier olor que pudiera

contaminar |a tarea mnemaonica.



Andlisis estadistico

Lavariable dependiente fue el porcentaje de exploracién, el cual indicael porcentaje
de tiempo (en segundos) dedicado ala exploracién del objeto novedoso del tiempo total
de exploracion cercana de |los objetos. Serealizd un ANOVA, (porcentaje de
exploracién x grupo), con medidas repetidas (ensayos experimentales: 30 sy 1 h). Se
utilizé la prueba post hoc de Fisher.

Para asegurarse que la preferencia hacia el objeto novedoso no era Unicamente por
casualidad, se comparé el porcentaje de exploracién de cada grupo durante |os ensayos
experimentales con €l 50% (el nivel casual en los ensayos experimentales). Se utilizd la

pruebat student para muestras relacionadas pararealizar dicha comparacion.



Figura 4: representacion de la posicion del sujeto al ser introducido en €l aparato.
Todos |os sujetos se colocaron con la misma posicion, mirando hacialos objetos. Los
nimeros 1y 2 representan |os items utilizados, |os cuales siempre fueron colocados en
el mismo lugar y en lamisma posicion. Se utilizé una plantilla para marcar €l lugar
exacto de los items. Esta figura es una adaptacion de la utilizada por Ennaceur y

Delacour (1988).



Figura 5. Aparato del paradigma de exploracion de objetos novedosos. El aparato mide

93 cm. x 93 cm. x 61 cm. La figura muestra la habituacion del sujeto al aparato.



Figura 6.Ensayo de familiarizacion,

el sujeto esta explorando dos estimul os idénticos



Figura 7. Ensayo de retencion. Se colocan en la arena una copiaidéntica del estimulo

previamente visto y un objeto nuevo. El sujeto esta explorando el estimulo novedoso



Analisis Bioquimicos

Al término de las pruebas conductual es, los sujetos fueron anestesiados

profundamente y sometidos a una perfusion cardiaca con solucién salina. Se decapitaron

y se removieron los cerebros de todos | os sujetos. Cada cerebro fue dividido por la

mitad para separar 10s dos hemisferios. El hemisferio derecho se dividié en varias

regionesy se colocaron a-80 °C donde se mantuvieron hasta que se realizaron los

andlisis. Las regiones cerebrales que se seleccionaron para este estudio fueron el

hipocampo, la corteza frontal, el estriado, €l cerebro basal anterior, y €l cerebelo. En

ellas serealizé la cuantificacion de los niveles de expresion del NFkB p65, utilizando

las siguientes técnicas:

1)

2)

3)

Fraccionamiento de las Proteinas. Se separaron las células de |os tejidos para
obtener células individuales utilizando € homogenizador de Dounce.
Posteriormente se separaron la fraccion citoplasmicay lanuclear de las células
(Taglidatelaet al., 1998). Este fraccionamiento de la célula es necesario ya que las
proteinas tienen diferentes niveles de expresion y funciones en € citoplasmay en el
nucleo (Apéndice B).

Concentracién de la Proteina: Una vez separadas las fracciones, se determind la
concentracion molecular de los extractos de las proteinas utilizando el método del
acido de bicinconinico (BCA) manufacturado por €l Laboratorio Quimico de Pierce
(Rockford, IL, EE.UU.). Las protefnas reaccionan con e Cu*? o transforman a
Cu', el cual reaccionacon el BCA y formaun color plrpura (Smith et al, 1985). La
intensidad del purpuraindica la concentracion proteica (Wiechelman et al., 1988).
El apéndice C muestra el protocolo utilizado.

Se utilizé € método de inmunotransferencia de Western paralaidentificacion,



b)

d)

cuantificacion, separacion y caracterizacion de las proteinas de las muestras en las
fracciones citoplasmicas.

Unavez determinada la concentracion se realizo la técnica de electroforesis
(apéndice D) utilizando geles desnaturalizantes de Poliacrilamida-Sulfato Sodico
(PAGE-SDS) siguiendo la metodologia de Lammeli (1970). Este procedimiento se
[levo a cabo paraladiferenciacion de las proteinas en e citoplasmao en €l nucleo
de acuerdo a su peso molecular. En esta fase, |as proteinas se separaron de acuerdo a
Su peso molecular y se formaron bandas.

Transferencia: Unavez que se termind la migracion electroforética de las proteinas,
serealizo latransferencia de los geles alas membranas de nylon polivinilo
difluorado (PVDF), durante 4 horas, a400 mA, bajo unatemperaturade—4°C.
(Apéndice D).

Al término de latransferencia parafijar la banda de proteinas ala membrana, se
realiz6 e blogueo de la membrana por una hora a temperatura ambiente mediante el
amortiguador de blogueo (5% leche en polvo diluidaen TBS-T [TBS con 0.1% de
Tween-20]).

Inmediatamente, se realizd el reconocimiento inmunol6gico con laincubacion de la
membrana (por 24 horasa - 4°C) y con el antisuero primario NFkB p65 (NF-kBp65,
rabbit polyclonal; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) diluido en
el amortiguador de bloqueo (2.5% de leche en polvo diluidaen TBS-T [TBS con
0.1% de Tween-20]) en una concentracion de 1:2000.

Parafijar e antisuero primario se coloco la membrana en la solucién de
amortiguador de bloqueo (por unahoraa 37°C) y se incuba eon €l anticuerpo
secundario (horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit secondary, BioRad,

Hercules, CA, EE.UU) diluido en el amortiguador de blogqueo (2.5% leche en polvo



f)

Q)

4)

5)

diluidaen TBS-T [TBS con 0.1% de Tween-20]) con una concentracion de 1:5000.
Después se realiz6 la autoradiografia con € equipo de deteccidn para
inmunotransferencia de |os L aboratorios de Amersham, Piscataway, NJ, EE.UU.
Estaradiografia de las membranas se llevé a cabo para producir laimagen de la
banda con la proteina de interés. La banda se determiné a través de comparar la
banda de la proteina especifica con un patron de proteinas de pesos moleculares
conocidos. Posteriormente se cuantificd la concentracion de la proteina mediante la
densitometria de las bandas, que mide la densidad dptica, utilizando un escaner y el
programa de Alpha Ease ©.
L os resultados de la cuantificacién de la proteina NF-xB p65 (densidad Optica) de
cada region se normalizaron (densidad de la expresion de la proteina dividida por €
promedio de las muestras estandarizadas en cada uno de |los bloques de
inmunotransferencia). La normalizacion de los resultados se realizd para poder
comparar las diferentes regiones. Los resultados de cada region se analizaron por
separado mediante un ANOV A con los factores grupo x densidad normalizada del
NF-xB, seguidos por la prueba de post hoc de Fisher.
Se correlaciond la expresion de NF-kB p65 de cada una de | as regiones con €l
porcentaje del tiempo total dedicado ala exploracion del objeto novedoso con el
coeficiente de correlacion de Pearson. Se le asignd a cada sujeto un indice de la
expresion total de NFikB p65 en el encéfalo, el cual se obtuvo mediante del
promedio de todas | as regiones cerebrales de cada sujeto. Se correlacioné el indice
total de NF-xB y el porcentaje del tiempo total dedicado alaexploracion del objeto
novedoso en |os dos grupos de sujetos adultos 'y se realizd otra correlacion por
separado del grupo CJ. Todos las andlisis estadisticos se consideraron significativos

aunnivel dep < .05.



RESULTADOS

Peso delos sujetosy consumo de la dieta:

El promedio del aumento de peso (M + EE) de |os sujetos en cada grupo fue:
grupo control de jovenes 88.6 + 14.6 g, grupo control de adultos 14.4 + 4.5 g, grupo
experimental de adultos 11.7 + 3.2 g. El ANOVA mostro diferencias significativas
entre los grupos (F (2,32) = 121.7, p < 0.001). El andlisis post-hoc de Fisher revel 6 que
el grupo control de jévenes aumento de peso significativamente en comparacion con los
dos grupos de adultos (p < 0.001). Entre los dos grupos de adultos no se encontré una
diferenciasignificativa (p = 0.63).

El consumo medio semanal de |os sujetos del grupo experimental de adultos fue
de 394 mg/dia de la dieta con arandano azul (AA), cada sujeto en este grupo consumio,
aproximadamente, el equivalente a4.4 g/diade AA (Apéndice A). Laingesta semanal
deladieta(M =+ EE) de cada grupo fue: grupo control de jévenes 130.3 + 2.3 g, grupo
control de adultos 147.2 + 1.7 g, grupo experimental de adultos 137.8 + 3.0 g. El
ANOVA mostr6 una diferencia significativa entre los grupos (F (2,32) = 11.78, p <
0.001).

El andlisis post-hoc revel6 que el consumo semanal del grupo control de adultos
fue significativamente mayor en comparacion con €l grupo control de jévenes (p <
0.001) y €l grupo experimental de adultos (p = 0.011). El consumo semanal del grupo
experimental de adultos fue significativamente mayor que €l grupo control de jovenes (p
= 0.035). El porcentgje de exploracion del objeto novedoso de ambos grupos de ratas
adultas mostré una correlacién minimacon lagananciade peso (r = 0.17, p>.05) y €

consumo del alimento (r = 0.22, p > .05).



Experimento |. Aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada dia

Durante el ensayo muestra 8 sujetos no realizaron errores por |o que se
eliminaron del andlisis estadistico. EI nimero de sujetos que se incluyeron en cada
grupo fue: grupo CJn =10, grupo CA n =9, grupo EA n =9.

En lavariable nUmero de errores (Tabla 3y Figura 8), el ANOVA no revel6
diferencias significativas entre los grupos en €l ensayo muestra (F (2,28) = 2.971,
p = 0.07). EIl ANOVA de medidas repetidas no revel 6 diferencias en los errores entre
los tres ensayos experimentales (F (2, 52) = .371, p = 0.69), ni en lainteraccion de
ensayos X grupo (F (2, 26) = .362, p = 0.62). Sin embargo si se encontrd una diferencia
entre los grupos en e promedio de |os tres ensayos experimentales (F (2, 26) = 3.467, p
=0.046). y laprueba de comparacion de pares revel 6 una diferencia significativa
Unicamente entre el grupo CJy el grupo CA (p =.016). No hubo diferencia entre el
grupo CJy €l grupo EA (p = 0.089), ni entre los grupos de CA y EA (p = 0.475).

El grupo CJ demostré aprendizaje durante €l curso de este experimento, como lo
indican latendencialineal negativay significativa que se demostrd en los ensayos
incluyendo €l ensayo muestray los experimentales, (F (1,36) = 9.05, p = 0.005). Los
sujetos del grupo de adultos mayores que recibieron ladietadel AA también demostro
aprendizaje como lo indicalatendencialineal negativay significativa de los ensayos (F
(1,32) =4.62, p = 0.039). En contraste el grupo CA no mostrd unatendencialineal

significativa (F (1,36) = .104, p- 0.630).



Tabla 3. Numero de errores (M + EE) en los tres ensayos experimentales (24 hrs., 48

hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra).

ENSAYOS GRUPOS

Control de Jovenes Control de Adultos Experimental de Adultos

Mayores Mayores
Ensayo Muestra 2.1+0.378 3.3+ 0.448 3.8+ 0.730
Ensayo Experimental 1 1.1+ 0.481 2.5+ 0.687 27+137
Ensayo Experimental 2 0.8 £ 0.200 2.1+0.752 2.0+ 0.600

Ensayo Experimental 3 0.6 + 0.305 3.0+1.42 1.3+0.552
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Figura 8. NUmero de errores (entrada a los callgjones sin recompensa), en el
ensayo muestray en cada uno de |os ensayos experimentales de los tres grupos
(24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra). CJ = grupo control de
jovenes, CA = grupo control de adultos mayoresy EA = grupo experimental de

adultos mayores.



El ANOVA de medidas repetidas de lalatencia (segundos para a canzar la
recompensa) mostrd que no hubo una diferencia significativa entre los grupos durante el
ensayo muestra (F (2,28) = 2.299, p = 0.120). No hubo diferencia significativa entre los
tres ensayos experimentales (F (2,52) = 2.809, p = 0.069), ni en lainteraccion de
ensayos por grupo ( F (2,26) = 0.073, p = 0.636). Asimismo no se encontré una
diferenciaentre los grupos (F (2.26) = 1.199, p = 0.318.

El andlisis linear de lalatencia para encontrar la recompensa en base alos
ensayos (incluyendo el ensayo muestray |os tres ensayos experimental es) no encontré
unatendencia significativa del grupo control de adultos mayores, |0 que sugiere que la
latencia de este grupo no se mejord através de los ensayos. En contraste, se encontrd
unatendencia negativay significativa en lalatencia para encontrar la recompensa del

grupo de adultos mayores experimental y €l grupo control de jovenes.
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Figura 9. Latencia para alcanzar |a recompensa (segundos) durante el ensayo

muestray los tres ensayos experimentales (24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del

ensayo muestra). No hubo diferencias significativas entre los grupos. El andlisis

de tendencialineal revel6 unatendencia negativay significativa del grupo

experimental de adultos mayores (EA) y € grupo control de jévenes (CJ) enla

latencia. En contraste esta tendencia no fue significativa parael grupo control de

adultos mayores (CA).




Tabla 4. Latencia para encontrar larecompensa(M =+ EE) en &l ensayo muestray en los

tres ensayos experimentales (24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra).

ENSAYOS GRUPOS

Control de Jovenes Control de Adultos Experimenta de

Mayores Adultos Mayores
Ensayo Muestra 448 + 7.07 142.3 + 53.47 78.1 £ 14.55
Ensayo Experimental 1 19.5+ 34.79 959+ 35.34 38.5 +34.28
Ensayo Experimental 2 11.7+ 8 80.8+ 32 420+ 26.1
Ensayo Experimental 3 807 81.0 +37.25 19.7 + 36.13

Experimento | I: Exploracién de objetos novedosos

Se eliminaron 5 sujetos de los andlisis estadisticos por |os siguientes motivos: 1
sujeto del grupo control de adultos falleci6; 2 sujetos del grupo control de adultosy 2
sujetos del grupo experimental de adultos no alcanzaron €l criterio minimo de
exploracién durante el ensayo muestra (12 s). EI nimero final de sujetos que se
incluyeron en cada grupo fue: grupo control de jévenes n =12, grupo control de adultos
n =9, grupo experimental de adultosn =10. En el ensayo experimental 1 hora después
del ensayo muestra todas las ratas a canzaron este criterio.

Lafigura 10 muestra el porcentaje de exploracion de los tres grupos durante los
dos ensayos experimentales. 30 s (lado izquierdo) y una hora (lado derecho). Durante €l
ensayo experimental de 30 s el porcentaje de exploracion (porcentaje en segundos) de
cada grupo fue: grupo control de jovenes, 75 + 5.8 % (M + EE); grupo control de
adultos, 64 + 6.7 % (M £ EE); y grupo experimental de adultos, 66 + 6.3% (M * EE).

Durante el ensayo experimental-1 hora el porcentaje de exploracion de cada grupo fue:




grupo control dejévenes, 64 + 4.6% (M + EE); grupo control de adultos, 44 + 5.5 % (M
+ EE); y grupo experimental de adultos, 69 + 5.2% (M + EE).

Los resultados de la pruebat de student para muestras rel acionadas revelaron
gue la comparacion del porcentaje de exploracion fue significativamente mayor que €
nivel de casualidad (50%) paralos tres grupos durante el ensayo experimental 30 s.
grupo control de jévenes, p < .01, grupo control de adultosy grupo experimental de
adultos, p < .05. Sin embargo, en el ensayo experimental de una hora, esta preferencia
se mostrd Unicamente en € grupo control de jévenesy en el grupo experimental de
adultos, p < .01. El ANOVA de medidas repetidas con dos factores mostro una
diferencia significativa entre los ensayos experimentales (F (1,28) =4.33, p=0.047) y
entre los grupos (F (2,28) = 9.003, p = 0.001). Lainteraccion ensayo x grupo no fue
significativa (F (2,28) = 2.41, p = 0.108). Los resultados de los andlisis post-hoc
revelaron diferencias significativas entre el grupo control de adultosy €l grupo control
dejovenes (p < .001) y € grupo experimental de adultos (p = 002). No se encontré una
diferenciasignificativa entre el grupo experimental de adultosy el grupo control de
jovenes (p = 727).

Los andlisis post hoc entre los grupos en e ensayo experimental 30 seg. no
revelaron diferencias significativas (p > 0.05). Sin embargo en el ensayo experimental
de unahora, los andlisis post-hoc revelaron una diferencia significativa entre el grupo
control dejévenesy e grupo control de adultos (p <.01) y entre el grupo control de

adultosy e grupo experimental de adultos (p < .01).
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Figura 10. Porcentaje de exploracion de objetos novedosos. Porcentaje del tiempo total

dedicado alaexploracion del objeto novedoso durante los dos ensayos experimental es:

* p <.05 grupo control de jovenesvs. € grupo control de adultos en el ensayo de 1 hora

** p < .01 grupo control de adultos vs. € grupo experimental de adultos en €l ensayo de

1 hora

T p < .05 comparacion del porcentgje total de exploracion del grupo con €l 50% (nivel

del chance) en ambos ensayos.

11 p <.01, comparacion del porcentaje total de exploracion del objeto novedoso con €l

50%. (nivel del chance) en ambos ensayos.



Analisis Bioquimicos

Se midi6 ladensidad éptica de las muestras y |os resultados fueron convertidos
en densidad normalizada. La Tabla 6 muestralos resultados del ANOVA realizado en la
densidad normalizada del nivel de expresion de la proteina NF-xB en cada unade las
regiones cerebrales evaluadas. Los resultados de la prueba post hoc se muestran en la
Tablab.

Los andlisis bioquimicos mostraron un nivel de expresion de la proteina NF-xB
mayor en el grupo control de adultos que en el grupo control de jévenes en todas las
regiones. En cuatro de las regiones: hipocampo, cerebelo, corteza frontal y cerebro basal
anterior las diferencias fueron significativas. El estriado fue la Unicaregién que no
mostré unadiferencia significativa entre el grupo control de jovenesy €l grupo control
de adultos. En cuatro de las regiones analizadas (hipocampo, cerebelo, corteza frontal y
el estriado) e grupo experimental de adultos mostrd un nivel significativamente menor
de NF-«B que el grupo control de adultos. En €l cerebelo y el hipocampo el grupo
experimental adulto mostrd un nivel significativamente mayor de NF-xB que el grupo

control de jévenes (Tabla6).



Tabla 5. Resultados del ANOVA en laexpresion de la proteinaNF-xB en las

diferentes regiones cerebrales.

Region Cerebral Grados de F P
Libertad

Corteza Frontd 2,29 5.260 0.01

Hipocampo 2,31 3.850 0.03

Cerebro Basal Anterior 2, 31 4.864 0.02

Estriado 2,32 3.796 0.03

Cerebelo 2,32 37.441 <0.001



Tabla 6. Resultados de |as pruebas post-hoc de Fisher del nivel de expresion del NF-
kB en las diferentes regiones cerebrales. Los niimeros indican la densidad normalizada
(unidades arbitrarias) (M + EE) que se obtuvo através de losandlisisdela
inmunotransferencia de Western. Los valores de p indican los resultados de las pruebas

post-hoc con una diferencia significativa entre |os dos grupos que se indican.

Grupo Control de  Grupo Control de  Grupo Experimental

Regiones Jovenes Adultos de Adultos
Cerebrales (M £ EE) (M £ EE) (M £EE)
Corteza Frontal 091+£0.12 131+£0.17 0.77 £0.11
: p=0.047 p=0.01
Hipocampo 0.84 + 0.06 1.15+0.10 0.88 + 0.09
p=0.017 p=0.035 5
Cerebro Anterior  0.51+0.18 1.27+0.20 1.01+0.16
Basal
p=0.005
Estriado 0.99 + 0.05 1.15+0.05 0.88 £ 0.08
p=0.086 p=0.005
p=0.009 _
Cerebelo 0.44+0.12 1.78£0.08 0.85+0.12

p<0.001 p<0.001
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Figura 11. Expresion normalizada del NF-kB en las diferentes regiones cerebrales Las
unidades de medida fueron asignadas arbitrariamente con valores del 0 a 2,
equivalentes de menor amayor densidad respectivamente. Laalturade las barras
representa la densidad normalizada (M + EE), la densidad Optica de las bandas dividida
por €l promedio de las muestras estandarizadas en cada uno de los bloques de la
inmunotransferencia de Western, las cuales se reportan en la Tabla 6. Los resultados de
las comparaciones de pares post-hoc se muestran con los siguientes simbol os:

* p < 0.05 del grupo de la barra correspondiente en comparacién con el grupo control de
adultos.

** p < 0.01 del grupo de labarra correspondiente en comparacion con el grupo control
de adultos.



Las correlaciones entre NFkB p65 y |as diferentes regiones analizadas de ambos

grupos de las ratas adultas se muestraen laTabla8y en laFigura 8. Lacorrelacién

entre el indice total de laexpresion del NF«B p65 del grupo control de ratas jovenes con

el porcentaje de exploracion del objeto novedoso en el ensayo experimental de una hora,

fueminima, r = - 0.02, y no fue significativa.

Tabla 7. Muestrala correlacion entre la expresion del NF-kB p65 en cada una de las

regiones cerebralesy € indice total del nivel de expresion con el porcentgje de

exploracién del objeto novedoso en € ensayo experimental-1 hora en los dos grupos de

sujetos adultos.

Area

Hipocampo
Cerebelo
Cerebro anterior
Cortezafrontal
Estriado

indice Total

-0.360

-0.528

-0.092

-0.071

-0.156

-0.520

0.049

0.005

0.3

0.4

0.2

0.006



100 ~ o X Grupo Control de Adultos
90 - ° ¢ Grupo Experimental de Adultos
80
70 1
60 -
50
40 -
30 X
20
10 - X

0 I I I I I 1

0 1 2 3 4 5 6
Niveles normalizados del NFkB.

(unidades arbitrarias)

Porcentaje de la exploracion del
objeto novedoso (%)

Figura 12. Correlacion entre el indice total de la expresion del NF-kB p65 que es

el promedio de la expresion de la densidad normalizada del NF-xB p65 (unidades
arbitrarias) en todas | as regiones cerebrales: hipocampo, cerebro basal anterior, corteza
frontal, estriado y cerebelo y el porcentgje del tiempo total (%) dedicado ala
exploracién del objeto novedoso en € ensayo experimental realizado una hora después
del ensayo muestra en ambos grupos: adulto control y experimental (r =-.520, p =

0.006).




DISCUSION

Los resultados al término de la presente investigacién nos mostraron diferencias
importantes en la exploracién de objetos novedososy en € nivel de expresion del NF-
kB entre los grupos de ratas adultas. Lo anterior nos podria sugerir, que laingestade la
dietaNIH-31-AA, provee a cerebro senil con defensas que posiblemente inciden en los
mecanismos que subyacen alos procesos de la memoria de reconocimiento y en la
expresion del nivel de la proteina NF-xB. Los beneficios de los antioxidantes para
disminuir los efectos deletéreos del EO durante el envejecimiento se han demostrado
anteriormente (Joseph et a., 1998a; Lavrovsky et a., 2000; Meydani et al., 1998; Siess,
1991). Nuestros resultados son consistentes con dichas investigaciones. Una posible
explicacion para los resultados de la presente investigacion es la que propones lateoria
del enveglecimiento de los radicales libres propuesta por Harman (1956), que sugiere que

el estrés oxidativo es lacausa principal del proceso del envejecimiento.

Dietas antioxidantes

Laedad en gque los roedores comienzan aingerir antioxidantes (Bezlepkin,
Sirotay Gazsiev, 1996) es un factor importante que puede afectar su longevidad, ya que
se ha sugerido que uno de los mecanismos que previene lavejez prematura es la accion
de los antioxidantes (Casadesus, Shukitt-Hale y Joseph, 2003; Mattson y Camandola,
2001; Mattson et al., 2002). Estudios anteriores con ratas de la misma cepa (F344) han
confirmado que & déficit en tareas cognoscitivas (por g emplo, latarea del laberinto de
agua de Morris) se observa en 100% de éstas ratas a partir de los 19 meses de edad

(Frick et a., 1995; Shukitt-Hale et a., 1998; Wallace et al., 1980), por lo tanto, en la



presente investigacion se utilizaron sujetos de 15 meses de edad. Tomando en cuentalo
anterior los resultados de esta investigacion sugieren que € tratamiento con ladieta
experimental NIH-31-AA tuvo un efecto preventivo o demord |os efectos nocivos del
estrés oxidativo en las ratas del grupo experimental.

Es poco probable que los resultados, tanto |os conductual es como los
bioquimicos, se deban alas diferencias que se observaron en €l aumento de pesoy en la
cantidad del consumo de la dieta, ya que se encontré una diferenciainsignificante entre
el aumento medio del peso de los sujetos de ambos grupos de adultos. Sin embargo, la
diferenciaen el consumo medio semanal de las dietas fue significativa. El grupo
experimental consumié menos alimento que el grupo control de adultos, €l promedio de
esta diferencia fue Unicamente del 6.3%. Esta fraccion es minima en comparacion a
porcentaje (40%-60%) gque se usa en las investigaciones sobre |os efectos del régimen
alimenticio con calorias reducidas en €l envejecimiento el cual sugiere que lavejez
prematura se puede prever con un régimen alimenticio adecuado (Casadesus et al.,
2003: Heilbronn y Ravussin, 2003; Mattson et al., 2000). Asimismo ni el aumento de
peso, ni el consumo de la dieta de los grupos adultos mostraron una correlacién
importante con los resultados de |as pruebas mnemonicas.

Para mantener ladieta control y la experimental isocaléricas, se le agregaron
20g/Kg. de maiz aladieta control, la misma cantidad del arandano azul (AA) que sele
anadio aladieta experimental. Por lo que la diferencia en los resultados entre |os grupos
adultos no es atribuible a una diferencia en las calorias de | as dietas. Todos |os sujetos
del ambos grupos de adultos mayores recibieron |os beneficios de la dieta base, 1a cual
es considerada un alimento completo para e desarrollo y el mantenimiento adecuado de
los roedores en todas | as etapas de su vida (Lewis, Johnson, Mayhugh y Duffy, 2003).

Algunos investigadores opinan que esta dieta es comparable a una dieta balanceada 'y



completa paralos seres humanos (Y oudim et al., 2000). Por lo tanto se aumento el
suplemento alimenticio del AA aladieta experimental, no fue para corregir una dieta
inadecuada, sino para proveer alos sujetos con los beneficios adicionales del
suplemento del AA.

Lainclusion delavitamina E (alfa-tocoferol) en la dieta base esimportante. En
laactualidad existe unatendencia hacia el consumo de la misma por su asociacion
benéfica que previene las enfermedades cardiovasculares (Stys, Stys, Nelly y Lawson,
2004; Paolisso, et a., 1995), cancerosas (Goodwin y Brodwick, 1995; Olson, 1992;
Omenn, 1996), inmunoldgicas (Buzina-Suboticanec, Buzina, Stavljenicy Farley, 1998;
Grimble, 1997) y neurodegenerativas en |os seres humanos (Meydani, 2001). Pero los
efectos de este suplemento son motivo de controversias en la comunidad cientifica.

V arios estudios epidemiol 6gicos y clinicos apoyan laingesta de lavitaminaE 'y
proponen que ésta retarda | os efectos perjudiciales del estrés oxidativo en los

mecani smos mencionados anteriormente (Meydani, 2001). Asimismo se ha observado
una correlacion significativa entre |os resultados de pruebas de memoriay las
concentraciones plasméticas de la vitamina E en personas mayores (LaRue et al., 1997,
Perkins et al., 1999). Sin embargo, en multiples investigaciones se han obtenido efectos
nocivos, inconsistentes o inconclusos sobre €l uso de lavitamina E (Czernichow,
Blacher y Hercber, 2004; Shekelle et al., 2004; ver revisiones Fernsy Lamb, 2004).
Incluso algunos investigadores cuestionan lavalidez de lateoria de los radicales libres y
el envejecimiento porque laingesta de la vitamina E no repercutié en os mecanismos
cerebralesinducidos por el estrés oxidativo, ni alargo lavida de los sujetos (Roth,
1993). Sano et al. (1997) en un estudio clinico demostraron gue laingesta de 2000 Ul
de vitamina E diariamente por dos afios incremento |a autonomia de pacientes con la

enfermedad de Alzheimer pero a mismo tiempo, no mejoro |0s procesos cognoscitivos



de los mismos. La mismainconsistencia de resultados se ha encontrado en estudios con
roedores (Sumien et al., 2003; ver revision en Meydani et al., 1998). Sociaet al. (1995)
encontraron que el suministro de lavitamina E aratas adultas por un periodo de dos
meses favoreci 6 su gjecucion en el laberinto de agua de Morris. Por otra parte,
Takahashi (1995) encontrd que dosis altas de los cuatro tipos de tocoferoles, (alfa, beta-
gamma, delta-) causan hemorragias severas en roedores.

Y oudim y Joseph (2001) sugirieron que a veces los parametros bioguimicos o
conductuales utilizados no son los més adecuados para medir el efecto antioxidante de
lavitamina E o de cualquier otro antioxidante. Las inconsistencias de los métodos crean
problemas en lainterpretacion de las investigaciones. Por |o tanto, son necesarias las
investigaciones con procedimientos que sigan un determinada éstandar, para evaluar 1os
efectos benéficos o nocivos de la vitamina E en |os seres humanos y en otras especies.

Es importante sobresaltar que |os efectos benéficos del suplemento del AA
fueron adicionales alos beneficios antioxidantes de la vitamina E, ya que ambas dietas
contenian la misma cantidad de lavitamina E (17.15/Kg.). La dieta control NIH-31 no
fue suficiente para prevenir el aumento del nivel del NF-xB que se observa durante el
enveecimiento o el déficit en la g ecucion de las tareas de memoria del reconocimiento.
Laadicion del extracto del AA significativamente mejord ambas variables. Estos
resultados se asemejan ainvestigaciones previas (Youdim et al., 2000; Joseph et al.,
2003) que utilizaron las mismas dietas. Estos investigadores encontraron diferencias
entre |os grupos de ratas adultas en parametros del estrés oxidativo y en la prueba
mnemonicadel laberinto de agua de Morris. Dichos autores atribuyeron sus resultados a
los beneficios que les confirid alos sujetos laingesta del AA, particularmente su

capacidad antioxidante superpuesta ala de lavitamina E.



No es sorprendente que la dieta con € suplemento del AA confirié una
proteccion antioxidante mayor que la dieta control sdlo con vitaminaE. Los
fitogquimicos del AA conocidos como antocianinas contienen una capacidad
antioxidante més potente que la vitamina E (Esterbauer, Dieber-Rotheneder, Striegl y
Waeg, 1991). Por ejemplo, estudios in vitro encontraron que las antocianinas g ercieron
una proteccion antioxidante més potente en la peroxidacion lipidica que lavitamina E
(Narayan, Naidu, Ravishankar, Srinivasy Venkataraman, 1999). Entre otros
compuestos que se encuentran en el AA, y no en lavitamina E, que reducen la accién de
los radicales libres se encuentra el &cido hidroxicinamico (Youdim et al., 2002) y los
flavonoides como el quercetinay el catechin (Law et a., 1999). Sin embargo, se ha
comprobado numerosas veces gque |os antioxidantes trabajan en conjunto y se
influencian entre si conjuntamente (Perkins et al., 1999; Joseph et al., 2000; Y oudimy
Joseph, 2001). Por gemplo, lavitaminaE 'y €l AA son liposolublesy ambos pueden
prevenir efectos del etéreos de la membrana celular. Lafluidez de la membrana lipidica
disminuye con la edad y se ha sugerido que la peroxidacion lipidica de lamismase
puede prevenir através de distintos tipos de dietas, incluyendo laingestadel AA (Galli
et a., 2002; Joseph et al., 1998b; Y u, Suescuny Yang, 1992). También se ha
encontrado que el AA (Youdim et al., 2000) y lavitamina E (Perkins et al., 1999)
cuando ingieren separadamente, proveen proteccion antioxidante contralas
enfermedades vasculares, y dicho efecto puede incidir en los procesos mnemanicos.
Por lo tanto es posible que lainteraccion de lavitaminaE 'y el AA (bajo los parametros
utilizados en esta investigacion) produjera un efecto protector mayor debido ala suma
de sus efectos antioxidantes y/o a la accion sinérgica de ambos

Numerosas investigaciones recientes (por €jemplo, Cantuti-Castelvetri, Shukitt-

Haley Joseph, 2000; Joseph et a., 2001; Y oudim et al., 2001) sugieren que la



capacidad antioxidante de las frutas y verduras junto con otras propiedades, trabajan de
una manera sinérgica para producir sus beneficios en el organismo. Estos efectos
protectores no se observan claramente, con laingesta exclusiva de vitaminas
antioxidantes. Nuestros resultas parecen ser consistentes con los anterior.

En lainvestigacion presente, esimportante tomar en consideracion que las tareas
conductuales de ambos experimentos se gjecutaron después de un periodo alimenticio
diferente (12 semanas antes de la tarea de aprendizaje discriminativo y 17 semanas
antes de la tarea de exploracion de objetos novedoso). Especificamente, 10s sujetos
consumieron las dietas cinco semanas adicionales antes del comienzo del segundo
experimento. Investigaciones previas que utilizaron dietas con el suplemento del AA
han encontrado efectos protectores después de 6 semanas (Sweeney et al., 2002), 8
semanas (Cao et a., 1999; Rabin, Shukitt-Hale, Szprengiel y Joseph, 2002; Y oudim et
al., 2000), 24 semanas (Joseph et a., 2003) o solamente una toma de dichos
suplementos (Mazza et al., 2002). En el presente estudio, |os datos conductuales de la
tarea de exploracion de objetos demostraron un efecto significativo importante después
de 17 semanas de laingesta de ladietacon el AA. En contraste, se encontrd Unicamente
unatendencialineal significativa en latarea de aprendizaje discriminativo después de
12 semanas. Lo anterior nos sugiere que éste interval o de laingesta de la dieta tiene un
efecto moderado en comparacién del efecto observado después de 17 semanas. Los
datos conductual es de ambas tareas del grupo que recibio ladietacon el AA, sugieren
que el periodo de ingesta esimportante para observar |os efectos benéficos de la dieta
con el suplemento del AA.

Experimento |: Aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada dia

Para medir € aprendizaje de esta tarea se utilizaron dos variables: nimero de

errores (entrada alos callgones sin larecompensa) y lalatencia para encontrar la



recompensa. Se esperaba una disminucion en el nimero de errores indicando que el
sujeto ha aprendido cual es el callgjén que contiene la recompensa (memoria espacial) y
por lo tanto evitala entrada a los callejones sin recompensa. No se encontré una
diferencia significativa entre |os grupos de adultos en esta variable. Se encontr6 una
diferenciasignificativaentre el grupo CJy el grupo CA, pero no entre el grupo CJy €
de EA. Los sujetosde los grupos EA y CJ disminuyeron sus errores en todos los
ensayos a diferencia del grupo control de adultos que aumentd sus errores en €l tercer
ensayo experimental. El andlisis de tendencialineal confirmé unatendencia negativay
significativa através de los ensayos del grupo EA y del CJ, indicando claramente que
ambos grupos aprendieron la tarea conductual. En contraste, € grupo CA no demostrd
unatendencialineal significativa através delos ensayos, 10 que nos sugiere que los
sujetos de este grupo no aprendieron latarea conductual o que el aprendizaje fue
minimo.

En los tres ensayos experimental es (ensayos posteriores al ensayo muestra) se
esperaba una disminucion del nimero de errores en base a los realizados durante el
ensayo, indicando que los sujetos aprendieron laregla (la recompensa se encuentraen el
callgién con largillaascendiente y haciala derechade lacgjadeiniciacion) y por la
tanto ladiferencia entre e ensayo muestray |0s ensayos subsecuentes aumenta
conforme realizan, en comparacion al ensayo muestra, un nimero menor de errores. A
pesar de que los andlisis estadisticos no mostraron una diferencia entre los tres grupos,
el grupo CJy €l grupo EA, mostraron una reduccién constante en el nimero de errores
del ensayo muestra (figura 8), adiferencia del grupo CA que no demostré una
disminucion continua. Durante €l tercer ensayo experimental més errores que en los
ensayos anteriores, indicando que |0s sujetos en este grupo no formaron un trazo

mnémico o éste eramuy débil. Este punto esimportante, ya que se ha demostrado que



larepeticion de las tareas de memoria espacial ayuda alas ratas en la gjecucion de los
ensayos subsecuentes (Beatty, Bierley y Bard, 1985; Bierley, Rixen, Troster y Beatty,
1986; Caprioli, Ghirardi, Giuliani, Ramacci y Angelucci, 1991, Pitsikas, Biagini y
Algieri, 1991). En experimentos previos con e paradigma de aprendizaje
discriminativo, se observo que las ratas adultas mayores tenian una gran dificultad en la
gjecucion de estatarea en |os ensayos experimentales, al menos que recibieran
tratamientos farmacol 6gicos (Malin et a., 1993; Malin et al., 2001). Nuestros resultados
sugieren que las ratas adultas mayores del grupo experimental se beneficiaron dela
exposicion repetida al laberinto, es decir aprendieron la regla para encontrar al
recompensa (memoria de referencia) como lo indican latendencialineal significativa.

Se puede proponer que no se alcanzé una diferencia significativaen las variables
de nimero de errores entre los grupos de adultos debido ala gran variabilidad observada
y lo cual se aprecia claramente en €l tercer ensayo experimental (figura 8). Estos
resultados no son sorprendentes, ya que son el producto de la misma naturaleza del
procedimiento de este paradigmay del proceso normal del envejecimiento. Al explorar
libremente el laberinto (durante la habituacién y € ensayo muestra), cada sujeto
desarrolla una experiencia distinta en cuanto ala secuenciade latareay del patron
mnemonico del laberinto. Algunas ratas realizan un nUmero mayor de entradas alos
callgjones sin recompensas, mientras gque otras encuentran el callgjén de la recompensa
después de muy pocos errores. Los diferentes patrones del ensayo muestra crean una
gran diversidad en la g ecucion de los ensayos experimental es ulteriores.

Durante el envejecimiento normal se ha demostrado que entre los miembros de
la misma especie existe una gran variabilidad en las funciones mnémicas. Este
fendmeno se observa en los seres humanos (Albert, 2003) en los primates no humanos

(Zola-Morgan y Squire, 1985) y en los roedores (Gallagher et al., 1993). Por ejemplo,



Albert (2003) demostré una variabilidad en la gjecucion en unatarea de recuerdo libre
en grupo de personas mayores. En un estudio realizado por Gallagher et al., (1993) con
roedores jovenesy ancianos con €l laberinto de agua de Morris, encontré que en general
el grupo de ancianos obtuvo un promedio mayor en la distancia para acanzar la
plataforma, pero dentro de este grupo hubo roedores ancianos que g ecutaron latarea a
lapar de los sujetos jovenes. L os resultados también nos muestran que |os sujetos en los
grupos EA y CJ mantuvieron el mismo patron de g ecucién de la tarea conductual de
aprendizaj e discriminativo, una disminucién constante del niUmero de erroresy en la
latencia para encontrar la recompensa, en contraste con los sujetos del grupo CA cuyo
patrén de gjecucién fue diferente. Lo anterior sugiere que los sujetos de los grupos CJy
EA aprendieron latareay recordaron el lugar de larecompensa, lo cual esindicativo
gue los sujetos de ambos grupos desarrollaron un trazo mnémico similar, apesar dela
diferencia de edades. Es posible que si se hubieran realizado mas ensayos
experimentales, € patrén de disminucion de errores observado en los grupos EA y CJ
Ilegaraa mostrar en ensayos ulteriores diferencias significativas entre |os grupos de
ratas adultas mayores.

Lagecucion de latarea de formasimilar de los grupos EA y CJ planteala
posibilidad de que laingesta de la dieta experimental incidié modestamente en los
mecanismos cerebral es que subyacen la memoria espacial y memoria de referencia
utilizados en esta tarea.

Laliteratura previa ha mostrado que los déficits motores en ratas adultas
mayores son dificiles de revertir (Shukitt-Hale et a., 1998). Por lo tanto, se esperaba
gue las ratas jévenes realicen latarea con mayor rapidez que las adultas mayores. De
acuerdo alo anterior, se utiliz6 la variable de latencia, la cual indica cuanto tiempo se

tardaron los sujetos en alcanzar la recompensa. Esta medida es mas representativa de la



memoria de los adultos mayores, en lugar de medir lavelocidad de | os sujetos, porque
éstos aungue quieran alcanzar |la recompensa rapidamente, |lo mas seguro es que sus
habilidades motoras no se |os permitan (especial mente comparandol os con |0s sujetos
jévenes). Sin embargo, los datos conductuales mostraron que desde el ensayo muestra,
los sujetos del grupo EA acanzaron la recompensa en un tiempo menor gque los adultos
del grupo control.

Asimismo, los resultados de la latencia para alcanzar recompensa, mostraron una
gran variabilidad, a igua que el nimero de errores, o cual pudo haber prevenido
alcanzar una diferencia significativa entre los grupos. En contraste, el andlisis de
tendencialineal en funcién de los ensayos revel 6 que las ratas en € grupo EA alcanzé la
recompensa en un tiempo significativamente menor que el grupo CA. Lo que sugiere
gue las ratas del grupo EA aprendieron lareglay acanzaron larecompensa en un
tiempo menor.

En conclusién, las diferencias entre el grupo CA y €l grupo CJ confirman la
sensibilidad del paradigma de aprendizaje discriminativo durante el envejecimiento,
medida por precision (sin errores) y latencia. Estas diferencias son consistentes con las
investigaciones anteriores que utilizaron esta tarea en las que se demostré un déficit en
ratas de la cepa Sprague-Dawley de 24 y 18 meses de edad (Malin et al., 1990; Malin et
al., 1993). Los resultados conductual es de este paradigma también dan un apoyo
marginal alahipétesis de que la dieta enriquecida con el suplemento del AA disminuye

los efectos nocivos del envejecimiento.

Experimento |1: Exploracién de Objetos Novedosos
El tiempo de exploracion cercana de los estimul os durante €l ensayo de

familiarizacion afecta su reconocimiento en el ensayo experimental (Ennaceur y



Delacour, 1988), los sujetos necesitan haber formado una huella de memoria del item
familiar lo suficientemente clara para poder reconocerlo (Parkiny Walter, 1992). Por lo
tanto era necesario establecer un tiempo minimo de exploracion durante el ensayo de
familiarizacion.

En esta tarea se encontr6 una diferencia significativa entre los grupos cuando se
utilizé un intervalo de unahoray no con el de 30 s. En este Ultimo, todos |os grupos
realizaron latarea de unamanerasimilar y el porcentaje de tiempo de exploracion del
objeto novedoso fue mayor al 50% lo cual indica que el porcentaje de la exploracion de
los objetos no fue tnicamente resultado del azar. Aparentemente |os sujetos de todos |os
grupos reconocieron |os objetos novedosos después del intervalo de 30 s, o que indica
gue las ratas de 19 meses de edad de la cepa F344 no han perdido las capacidades
visuales o motoras necesarias para reconocer dichos items. Estos resultados concuerdan
con las investigaciones anal ogas realizadas con ratas de la misma cepa de 21-24 meses
de edad, |as cuales reconocieron |os objetos novedosos después de tres minutos del
ensayo muestra (Shukitt-Hale, Casadesus, Cantuti-Castelvetri y Joseph, 2001). De
acuerdo con la percepcion visual intacta de las ratas de los grupos de adultos, los
resultados del ensayo experimental realizado con una hora de interval o sugieren que las
ratas del grupo control adulto mostraron un déficit mnemaonico y no simplemente un
problema de percepcion.

Una medida usada frecuentemente para evaluar la formacion del trazo
mnemonico esta basada en la tendencia innata de | os sujetos de investigar los estimul os
novedosos en lugar de los que hayan visto anteriormente (Eichenbaum, 2002; Squire et
al., 2002). Los investigadores han utilizado |las tareas de reconocimiento con roedores
como medida de la memoria porque la dificultad para realizarlas aumenta cuando se

incrementa el tiempo entre el ensayo muestray el ensayo experimental, por lo que se



piensa que la diferencia en la gjecucion se debe a un déficit mnemaonico (Ennaceur y
Delacour, 1988; Clark et a., 2000; Squire et a., 2002). Consistente con lo anterior,
nuestros aportan informacion temporal sobre el proceso de la memoria del
reconocimiento, yaque los resultados varian de acuerdo alos diferentes interval os entre
los ensayos muestray prueba.

Lapreferenciadel grupo control de jévenes fue del 64% + 5% (M £ SEM) en €l
ensayo con una hora de intervalo y estos resultados son comparables con los de Clark,
Zolay Squire (2000), quienes utilizaron la misma tarea con ratas de la cepa Long-Evans
de 3 meses de edad, y reportaron una preferencia del 68.3% por €l objeto novedoso con
el mismo intervalo. La diferencia significativa de los resultados entre el grupo CJy €
grupo CA sugiere que el paradigma de exploracion de objetos novedosos es sensible a
los efectos del envejecimiento sobre [os procesos mnemonicos en roedores. Los
hallazgos de este estudio concuerdan con los resultados de Dellu et al. (1992), quienes
mostraron que las ratas de 18 meses de edad se desempefiaron mas pobremente que las
ratas control de 2 meses de edad en una tarea de reconocimiento espacial en un laberinto
en formade Y. Estos autores también utilizaron objetos familiares y novedosos para
determinar la preferencia de las ratas. Sin embargo, la medida de la memoriade
reconocimiento fue basada en la primera visita que realizaron alos callgjones, y no en €
porcentaje de la exploracién cercana de |os objetos. Shukitt-Hale et al., (2001), quién
mostré un déficit en ratas de 22-24 meses de edad en unatarea de reconocimiento de
tipo espacial cuando |os objetos previamente vistos por las ratas eran movidos de su
lugar original. Estos autores no reportaron un déficit en la exploracion de objetos
novedosos en estas mismas ratas. Sin embargo, |as ratas fueron expuestas a objeto
familiar varias veces por varios minutos cada vez, antes de ser expuestos al objeto

novedoso. En nuestrainvestigacion, adiferencia de los autores anteriores, |0s sujetos



fueron expuestos Unicamente unavez y por un maximo tiempo de exploracion cercana
de 30 salos objetos familiares y la medida de |la memoria fue basada en el porcentgje
de exploracién, ambas variables nos dan una medida mas robusta acerca de la memoria
del reconocimiento. Por |o tanto, nuestros resultados aportan datos diferentes acerca del
envejecimiento y lamemoria del reconocimiento en roedores. Esta aportacion se suma
al extenso banco de informacion existente sobre el envejecimiento de los roedores

pertenecientes a esta cepa (Shukitt-Hale et al., 1998).

Andlisis Bioquimicos

L os resultados bi oquimicos sdlo se analizaron en conjunto con |os resultados
obtenidos en la tarea exploracion de objetos novedosos, ya que las muestras
bioquimicas se obtuvieron a término de los ensayos conductuales de esta tareay un
tiempo considerable después del primer experimento (cinco semanas).

De acuerdo a nuestra hipétesis en el estudio presente el indice total de expresion
del NF-kB p65 se incrementd en todas las regiones (significativamenteen 4 delas 5
regiones) en el grupo CA comparado con el grupo CJ. Las ratas que se mantuvieron
con ladietadel AA mostraron niveles del NF-xB significativamente mas bajos en 4 de
las 5 regiones que las ratas del grupo CA. Ladieta control no fue suficiente para
mejorar el estrés neuronal que se observa durante el envejecimiento. De hecho, las ratas
en € grupo EA no mostraron niveles del NF-kB significativamente diferentes alos del
grupo CJen 4 de las 5 regiones analizadas. El indice total de expresion del NF-xB que
se observo en |os sujetos de grupo experimental adulto sugiere que ladietacon
suplemento del AA tuvo un efecto general importante en el encéfalo. Al mismo tiempo
se observo que los efectos de los fitoquimicos actuaron de manera selectiva en las

distintas regiones cerebrales, lo cua ya ha sido reportado en numerosas investigaciones



gue utilizaron dietas con suplementos alimenticios (Joseph et al 1998; Youdim et al.,
2000).

De acuerdo ala hipdtesis esperada se sugiere que la diferencia del indice total de
la expresion de la proteina NF-xB p65 entre el grupo CA y el grupo CJ (que recibieron
lamismadieta), es un efecto del envejecimiento. Estos resultados apoyan
investigaciones previas que han demostrado que el nivel del NF-xB se eleva en funcion
delaedad (Kaufman et al., 2002; Toliver-Kinsky et al., 1997; Paolisso et al., 1998). Sin
embargo, el grupo EA mostré un nivel de expresion del NF-xB p65 significativamente
menor que el grupo control de adultos. Consistente con nuestra hipétesis se sugiere que
ladietacon el AA tuvo un efecto importante en el nivel de expresion del NF-xkB p65 en
el grupo experimental.

Considerando que la proteina NF-kB es un indicador por excelencia del estado
oxidativo de las neuronas (Schreck, et al., 1992, Li y Karin, 1999; Mattson et al., 2000),
se propone que el mecanismo de accion de los beneficios observados en € grupo adulto
guerecibio ladietacon € AA, esé efecto antioxidante del ardndano azul. Sin
embargo, se debe tomar en consideracion que el AA también contiene propiedades
antiinflamatorias que pueden también favorecer |os mecanismos durante el
enveecimiento (Galli et a., 2002; Lau, Shukitt-Haley Joseph, 2005). Numerosas
investigaciones han demostrado que el EO y los procesos inflamatorios suceden
conjuntamente y que el cerebro senil es susceptible aambos (Y oudim y Joseph, 2001,
Casadesus et a., 2003; Roy et al., 2002), Los andlisis bioquimicos utilizados en este
proyecto no nos permiten separar 1os efectos antioxidante y antiinflamatorios del AA ya
gue entre los procesos que inducen la expresion del NF-xB durante el envejecimiento se
encuentran el EO (Schreck, et a., 1992, Li y Karin, 1999; Mattson et a., 2000), y la

produccion de citoquinas inflamatorias (Baeuerle y Henkel, 1994; Li y Stark 2002;



Mattson et al.,2000; Sizemore et al., 1999). En concordancia con |os puntos anteriores
se sugiere que los resultados benéficos que se observaron en el nivel de laexpresién del
NFkB se deben tanto alas propiedades antioxidantes (Prior et al., 1998) como alas
antiinflamatorias del AA (Galli et a., 2002; Lau, Shukitt-Haley Joseph, 2005).

Y oudim y Joseph (2001) plantean que la capacidad antioxidante de las frutasy verduras
es solamente una de | as propiedades protectoras de estos alimentos.

Se puede argumentar que la disminucion general del nivel del NF-xB en el
grupo EA es el resultado de una condicion estable y general en las neuronas, en
comparacion del grupo CA. Ciertosinvestigadores (Y oudim y Joseph, 2002) sugieren
gue laingesta diaria de frutas y verduras crea un condicionamiento en las células para
resistir el deterioro tipico del envejecimiento y reaccionar a él con defensas adecuadas.
Se ha mostrado que varios mecanismos celulares que ocurren durante el envejecimiento
mejoran con laingesta de dietas con el suplemento del AA (Lau, Shukitt-Hale y Joseph,
2005), por ejemplo, €l nivel de ladopaminaen las células del estriado (Joseph et al.,
1999; Youdim et a., 2000), la actividad de las células Purkinje (Bickford et al., 2000),
la pérdida de fluidez de la membrana celular (Y oudim et al., 2000), comunicacién
neuronal (Joseph et al., 2003) y neurogénesis en el hipocampo (Casadesus et al.., 2004).
El mantenimiento estable de estos parametros (entre otros) ayuda a resistir 1os efectos
cronicos del estrés celular, como el EO y los procesos inflamatorios. Por |o tanto, se
sugiere que ladietacon el AA ayudo a conservar un estado general de
condicionamiento celular adecuado en los sujetos del grupo EA, y 1o cua resulté en una
disminucion del nivel de expresion del NF-xB. Se ha sugerido que €l nivel del NF-xB
se eleva para poder responder alos efectos crénicos del EO (Toliver-Kinsky et al.,

2002).



En e presente estudio, se propone que |as neuronas en las regiones estudiadas de los
sujetos del grupo control de adultos, se encontraban en un estado cronico de EO e
inflamacion y en respuesta al mismo, €l nivel del NFkB p65 se incrementd
significativamente, en todas las regiones de dichos sujetos en comparacion con € grupo
CJy en cuatro de dichas regiones, en comparacion con el grupo EA. Ladieta control no
fue suficiente paramejorar € estrés neuronal y por el contrario, €l nivel de expresion del
NFkB p65 que se observo en los sujetos del grupo experimental fue el resultado del
condicionamiento de las células a recibir la dieta NIH-31 AA durante 17 semanas.

Existe un efecto heterogéneo del EO através de las diferentes estructuras
cerebrales. Por ggemplo, Zhang et a. (1993) encontraron en jerbos de 15, 20 y 24 meses
un aumento progresivo en los indicadores del estrés oxidativo radical de hidroxiloy
glutation oxidado, en €l hipocampo, en la corteza cerebral y en el estriado en funcion de
la edad. Asimismo, estos autores mostraron diferencias regionales no solamente en los
niveles de EO, sino también en la expresién de antioxidantes en dichas regiones. Dichos
investigadores sugirieron que €l incremento especifico del EO en estas regiones
estimulaba la acumulacion de |os antioxidantes en estas areas. El hipocampo fue € area
gue demostré el nivel mas alto de las vitaminas alfa-tocoferol y del acido ascérbico;
mientras que el estriado, el nivel mas alto del glutation. Los resultados del presente
estudio apoyan lo anterior y muestran que regiones como €l hipocampo, la corteza
frontal y el estriado son vulnerables a estrés oxidativo.

Se encontraron distintos niveles de expresion de la proteina NF-xB p65 en las
regiones analizadas. Laregion que mostro el mayor nivel de expresion de dicha proteina
en €l grupo CA, la secuencia de mayor a menor nivel de expresion fue cerebelo, corteza
frontal, cerebro basal anterior, estriado e hipocampo. Las regiones que expresaron

mayor expresion en el grupo experimental de adultos fue el cerebro basal anterior,



seguido por €l hipocampo, €l estriadoy €l cerebelo; mientras que el menor nivel se
encontrd en la corteza frontal. Mientras que el patron de secuencia de expresion del NF-
kB p65 en el grupo control de jovenes fue diferente a ambos grupos de adultos, de
mayor a menor: estriado, corteza frontal, hipocampo, cerebro basal anterior y cerebelo.
L os datos anteriores nos sugieren lainteraccion de la dieta con la edad influy6 en €
nivel de expresion del NF-xB p65, produciendo un patron diferente en los tres grupos.

Algunos investigadores han sugerido que & hipocampo es la estructura més
critica parala g ecucion de tareas de novedad en diferentes especies: humanos (Squire et
a., 1993; McKeey Squire, 1993), primates (Zola-Morgan, Squire, Rempel, Clower y
Amaral, 1992) y roedores (Clark et al., 2000). En concordancia con estas
investigaciones, nuestros resultados muestran una correlacion negativay significativa
entre el nivel de expresion del NFkB p65 y |os porcentajes de exploracion en €l ensayo
experimental realizado una hora después del ensayo muestra. A pesar de no ser una
correlacion robusta sino una correlacion tenue y marginalmente significativa, esta
correlacion apoya nuestra hipétesis y confirma los resultados de Clark et al. (2000) que
el hipocampo tiene un papel critico en la gjecucion de esta tarea.

Se ha sugerido que el hipocampo es extremadamente sensible al EO (Benzi y
Moretti, 1995; Jackson et al., 1995; Williams, 1993). Investigadores también han
demostrado un deterioro prematuro de esta region, en comparacion a otras regiones
(Rodriguez-Capote, et al., 1998). El hipocampo posee una ata sensibilidad alas
propiedades protectoras del AA. Por g emplo, Sweeney et al. (2002) mostraron que la
ingesta del suplemento del AA (14.3%) por seis semanas previno un atague isquémico
cerebral inducido en roedores, y la proteccion més relevante se observo selectivamente
en lasregiones CA1ly CA2 del hipocampo. Consistente con lo anterior, nuestros

resultados sugieren que los compuestos del AA actuaron con mayor potenciay



probablemente de una manera preventiva, en estaregion cerebral en los sujetos del
grupo EA comparado con los del grupo CA.

En la presente investigacion se puede apreciar un efecto selectivo de ladieta
experimental del AA en la corteza frontal, ya que comparando todas | as regiones del
grupo adulto experimental, esta area mostré el nivel mas bajo de expresion del NFkB
p65. Es posible que la proteccion del AA en esta region beneficiaralaintegridad del
tgjido neuronal. Subsecuentemente, la capacidad antioxidante del AA previno un estado
cronico del EO, medido por el nivel del NF-xB. Se puede sugerir que laintervencion
del AA promueve la conservacion de las funciones cognoscitivas. La corteza frontal se
ha considerado una estructura importante en la memoria del reconocimiento (Miskiny
Murray, 1994). Por ejemplo, en las tareas de reconocimiento se necesita de la memoria
de trabajo para su g ecucion (Ennecaeur y Delacour, 1988) la cua depende de la
integridad de los |6bulos frontales. Se ha demostrado que las lesiones de la corteza
prefrontal alteran la memoria de trabajo (Baddeley et al., 1974; Baddeley et d., 1988).
Sin embargo, en la presente investigacion, en contraste ala correlacion del  hipocampo,
los niveles del NFkB p65 en la corteza frontal no se correlacionaron significativamente
con los ensayos conductuales y Unicamente se observo una tendenciaminimaen la
direccién esperada. Este resultado no es sorprendente. Existen numerosas
investigaciones que han mostrado que aparentemente no existe una correlacion robusta
através de las pruebas conductual es que miden las funciones de los | 6bul os frontales
(por iemplo lamemoriade trabajo) y e |6bulo temporal. Por jemplo, Gallagher y
Rapp (1997), en unarevision de laliteratura mostraron que cuando déficits
cognoscitivos atribuibles ya sea al 16bulo frontal o a temporal concurren en el mismo
sujeto, no existe una correlacion significativa entre dichos déficits. Es importante

considerar que aparentemente la integridad de la corteza frontal esimportante paralas



tareas de memoria de reconocimiento, pero se sugiere gue los resultados de la presente
investigacion apoyan la aseveracion propuesta anteriormente (Clark et al., 2000) que la
estructura critica parala memoria de reconocimiento es el hipocampo.

Varios estudios (Joseph et a., 1999; Youdim et al., 2000; Joseph et al., 2003)
han demostrado que la alimentacion con un suplemento del AA produjo un incremento
importante en la transmision singptica de las células del estriado (medida por la
liberacién de la dopamina). Este hallazgo ha sido constante a través de varias
investigaciones (Joseph et al. 1999; Joseph et al., 2003; Y oudim et a.2000). Asimismo,
laliteratura reciente ha sugerido que el estriado estainvolucrado de una manera
importante en los procesos mnemonicos (Devan et a, 1996; Joseph et a., 2003; Lazaris,
Cassel, Stemmelin, Cassel y Kelche, 2003; McDonald y White, 1994; Nenadic, Gaser,
Volz, Rammsayer, Hager y Sauer, 2003; Packard y Knowlton, 2002).

Curiosamente, en nuestrainvestigacion, el estriado fue la Unica regién que no
mostré unadiferenciasignificativa en laexpresion del NF-xB p65 entre los grupos que
recibieron la misma dieta control, CJy CA. Este fue un resultado inesperado. Aunque
en el grupo CJ se encontrd un nivel de expresion menor, no es estadisticamente
diferente a grupo CA. No existe una variabilidad excesiva que pudiera explicar este
resultado. Estos hallazgos no apoyan nuestra hipétesis, ya que se esperaba encontrar una
diferenciasignificativa entre los grupos CJy el grupo CA en todas las regiones. Se
espera que investigaciones futuras ayuden a clarificar este resultado.

En €l esttriado, €l grupo EA tuvo el nivel menor de NF-xB p65 de todos los
grupos. Lo que nos sugiere que a pesar de que €l estriado es particularmente sensible a
los efectos de | os antioxidantes exdgenos (Joseph et al., 1999, Joseph et al, 1998, Joseph
et a., 2003; Youdim et al., 2000), lavitamina E por si sola no fue suficiente paraincidir

en los efectos del envejecimiento sobre el estriado. Por [0 que es posible que estaregién



es sensible aun nivel més ato de antioxidantes, por g emplo, alasumade lavitamina E
y el AA, oal efecto sinérgico de los compuestos del AA.

El cerebro basal anterior fue la Unicaregién en la que no se encontrd una
diferencia significativa entre los grupos de adultos. Sin embargo, si se observé e mismo
patrén de expresion del NF-kB  p65 que en las otras regiones. En comparacién con las
demés regiones, |os tres grupos muestran en esta region particularmente, la mayor
variabilidad de expresion del NF-xB. Lo cua pudo influir en los andlisis estadisticos.

Se hademostrado que el cerebelo es altamente sensible al estrés oxidativoy a
los antioxidantes exégenos (Bickford et a., 2000). Lainvestigacion presente concuerda
con estos resultados, ya que de todas las regiones analizadas el efecto més robusto se
encontré en el cerebelo. En concordancia con las demés regiones, € grupo CA mostro e
nivel de expresion mayor del NF-xB en comparacion a nivel de los otros dos grupos.
Dicho nivel fue aproximadamente el doble del que se observo en el grupo EA. Los
resultados anteriores apoyan |as investigaciones previas (Bickford et al., 1999; Bickford
et a.; Joseph et a., 1999; Kaufmann et a., 2001; Y oudim et al., 2000) y sugieren que €l
cerebelo es muy vulnerable alos efectos del estrés oxidativo durante el envejecimiento,
medidos por € nivel del NFKB.

Nuestros los resultados demuestran que €l cerebelo responde altamente alas
defensas adquiridas através de ladieta NIH-31 AA. Investigaciones anteriores apoyan
esta aseveracion. Por ggemplo, Youdim et a. (2000) encontraron un aumento
significativo en lafluidez de la membrana neuronal en €l cerebelo del grupo
experimental que recibié ladieta experimental NIH-31 AA comparado con el grupo
control. Mas relevante fue el hecho de que este aumento no se encontrd en las neuronas
de la corteza cerebral. Estos hallazgos'y el hecho de que en estainvestigacion se

utilizaron las mismas dietas que Y oudim et al. (2000), permiten plantear que el AA



incide de forma particular en la estructura del cerebelo en comparacion con las otras
regiones estudiadas, por 10 que sera interesante que investigaciones futuras ayuden a
esclarecer |os mecanismos que producen este efecto selectivo.

L os grupos de adultos mostraron una correlacion moderaday en ladireccion
esperada entre € nivel de expresion del NF-xB en el cerebelo y el porcentgje de
exploracion del objeto novedoso en el ensayo experimental con el intervalo de una hora
De todas las regiones analizadas, el cerebelo presentd la correlacién mas robusta. Esto
sugiere gue dentro de |as funciones reguladoras del cerebelo se encuentran algunas que
son importantes para los procesos involucrados en la memoria de reconoci miento,
medida por |atarea de exploracion de objetos novedosos. A diferenciade esta tltima
aseveracion, laliteratura actual sobre la disociacion de los procesos mnemaonicos no
considera el cerebelo como una estructurainvolucrada en la memoria declarativa
(McDonady White, 1993; Packard y McGaugh, 1996; Squire et al., 2003). Sin
embargo datos de investigaciones recientes también proponen que el cerebelo se
encuentrainvolucrado en los procesos de la memoria declarativa. Weis et al. (2004)
realizé un estudio muy reciente con resonancia magnética funcional que demostraron la
activacion del cerebelo durante una tarea de memoria de reconocimiento (identificar
estimulos nuevosy vigjos). Estatarea es analoga a la tarea utilizad en estainvestigacion,
yaque involucra el reconocimiento de estimul os previamente vistos y de estimulos
novedosos. Investigaciones previas (Leiner et a., 1986; Leiner et a., 1989;
Schmahmann, 1991, 2003) han mostrado |as interconexiones estrechas entre el cerebelo
y diversas regiones de la corteza cerebral, llevando ala conclusion de que el cerebelo

esta involucrado en laregulacion de los procesos cognoscitivos complejos.



RESULTADOS

Peso delos sujetosy consumo de la dieta:

El promedio del aumento de peso (M + EE) de |os sujetos en cada grupo fue:
grupo control de jovenes 88.6 + 14.6 g, grupo control de adultos 14.4 + 4.5 g, grupo
experimental de adultos 11.7 + 3.2 g. El ANOVA mostro diferencias significativas
entre los grupos (F (2,32) = 121.7, p < 0.001). El andlisis post-hoc de Fisher revel 6 que
el grupo control de jévenes aumento de peso significativamente en comparacion con los
dos grupos de adultos (p < 0.001). Entre los dos grupos de adultos no se encontré una
diferenciasignificativa (p = 0.63).

El consumo medio semanal de |os sujetos del grupo experimental de adultos fue
de 394 mg/dia de la dieta con arandano azul (AA), cada sujeto en este grupo consumio,
aproximadamente, el equivalente a4.4 g/diade AA (Apéndice A). Laingesta semanal
deladieta(M =+ EE) de cada grupo fue: grupo control de jévenes 130.3 + 2.3 g, grupo
control de adultos 147.2 + 1.7 g, grupo experimental de adultos 137.8 + 3.0 g. El
ANOVA mostr6 una diferencia significativa entre los grupos (F (2,32) = 11.78, p <
0.001).

El andlisis post-hoc revel6 que el consumo semanal del grupo control de adultos
fue significativamente mayor en comparacion con €l grupo control de jévenes (p <
0.001) y €l grupo experimental de adultos (p = 0.011). El consumo semanal del grupo
experimental de adultos fue significativamente mayor que €l grupo control de jovenes (p
= 0.035). El porcentgje de exploracion del objeto novedoso de ambos grupos de ratas
adultas mostré una correlacién minimacon lagananciade peso (r = 0.17, p>.05) y €

consumo del alimento (r = 0.22, p > .05).



Experimento |. Aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada dia

Durante el ensayo muestra 8 sujetos no realizaron errores por |o que se
eliminaron del andlisis estadistico. EI nimero de sujetos que se incluyeron en cada
grupo fue: grupo CJn =10, grupo CA n =9, grupo EA n =9.

En lavariable nUmero de errores (Tabla 3y Figura 8), el ANOVA no revel6
diferencias significativas entre los grupos en €l ensayo muestra (F (2,28) = 2.971,
p = 0.07). EIl ANOVA de medidas repetidas no revel 6 diferencias en los errores entre
los tres ensayos experimentales (F (2, 52) = .371, p = 0.69), ni en lainteraccion de
ensayos X grupo (F (2, 26) = .362, p = 0.62). Sin embargo si se encontrd una diferencia
entre los grupos en e promedio de |os tres ensayos experimentales (F (2, 26) = 3.467, p
=0.046). y laprueba de comparacion de pares revel 6 una diferencia significativa
Unicamente entre el grupo CJy el grupo CA (p =.016). No hubo diferencia entre el
grupo CJy €l grupo EA (p = 0.089), ni entre los grupos de CA y EA (p = 0.475).

El grupo CJ demostré aprendizaje durante €l curso de este experimento, como lo
indican latendencialineal negativay significativa que se demostrd en los ensayos
incluyendo €l ensayo muestray los experimentales, (F (1,36) = 9.05, p = 0.005). Los
sujetos del grupo de adultos mayores que recibieron ladietadel AA también demostro
aprendizaje como lo indicalatendencialineal negativay significativa de los ensayos (F
(1,32) =4.62, p = 0.039). En contraste el grupo CA no mostrd unatendencialineal

significativa (F (1,36) = .104, p- 0.630).



Tabla 3. Numero de errores (M + EE) en los tres ensayos experimentales (24 hrs., 48

hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra).

ENSAYOS GRUPOS

Control de Jovenes Control de Adultos Experimental de Adultos

Mayores Mayores
Ensayo Muestra 2.1+0.378 3.3+ 0.448 3.8+ 0.730
Ensayo Experimental 1 1.1+ 0.481 2.5+ 0.687 27+137
Ensayo Experimental 2 0.8 £ 0.200 2.1+0.752 2.0+ 0.600

Ensayo Experimental 3 0.6 + 0.305 3.0+1.42 1.3+0.552




Grupos

m
i |
3 [
&J 3+ 1 0 Grupo CJ
g ( O Grupo CA
3 2 | 0O Grupo EA
o
: { |
=
3 L

1

0

Ensayo Muestra Ensayo Ensayo Ensayo

Experimental 1 Experimental 2 Experimental 3

Ensayos

Figura 8. NUmero de errores (entrada a los callgjones sin recompensa), en el
ensayo muestray en cada uno de |os ensayos experimentales de los tres grupos
(24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra). CJ = grupo control de
jovenes, CA = grupo control de adultos mayoresy EA = grupo experimental de

adultos mayores.



El ANOVA de medidas repetidas de lalatencia (segundos para a canzar la
recompensa) mostrd que no hubo una diferencia significativa entre los grupos durante el
ensayo muestra (F (2,28) = 2.299, p = 0.120). No hubo diferencia significativa entre los
tres ensayos experimentales (F (2,52) = 2.809, p = 0.069), ni en lainteraccion de
ensayos por grupo ( F (2,26) = 0.073, p = 0.636). Asimismo no se encontré una
diferenciaentre los grupos (F (2.26) = 1.199, p = 0.318.

El andlisis linear de lalatencia para encontrar la recompensa en base alos
ensayos (incluyendo el ensayo muestray |os tres ensayos experimental es) no encontré
unatendencia significativa del grupo control de adultos mayores, |0 que sugiere que la
latencia de este grupo no se mejord através de los ensayos. En contraste, se encontrd
unatendencia negativay significativa en lalatencia para encontrar la recompensa del

grupo de adultos mayores experimental y €l grupo control de jovenes.
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Figura 9. Latencia para alcanzar |a recompensa (segundos) durante el ensayo

muestray los tres ensayos experimentales (24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del

ensayo muestra). No hubo diferencias significativas entre los grupos. El andlisis

de tendencialineal revel6 unatendencia negativay significativa del grupo

experimental de adultos mayores (EA) y € grupo control de jévenes (CJ) enla

latencia. En contraste esta tendencia no fue significativa parael grupo control de

adultos mayores (CA).




Tabla 4. Latencia para encontrar larecompensa(M =+ EE) en &l ensayo muestray en los

tres ensayos experimentales (24 hrs., 48 hrs. y 72 hrs. después del ensayo muestra).

ENSAYOS GRUPOS

Control de Jovenes Control de Adultos Experimenta de

Mayores Adultos Mayores
Ensayo Muestra 448 + 7.07 142.3 + 53.47 78.1 £ 14.55
Ensayo Experimental 1 19.5+ 34.79 959+ 35.34 38.5 +34.28
Ensayo Experimental 2 11.7+ 8 80.8+ 32 420+ 26.1
Ensayo Experimental 3 807 81.0 +37.25 19.7 + 36.13

Experimento | I: Exploracién de objetos novedosos

Se eliminaron 5 sujetos de los andlisis estadisticos por |os siguientes motivos: 1
sujeto del grupo control de adultos falleci6; 2 sujetos del grupo control de adultosy 2
sujetos del grupo experimental de adultos no alcanzaron €l criterio minimo de
exploracién durante el ensayo muestra (12 s). EI nimero final de sujetos que se
incluyeron en cada grupo fue: grupo control de jévenes n =12, grupo control de adultos
n =9, grupo experimental de adultosn =10. En el ensayo experimental 1 hora después
del ensayo muestra todas las ratas a canzaron este criterio.

Lafigura 10 muestra el porcentaje de exploracion de los tres grupos durante los
dos ensayos experimentales. 30 s (lado izquierdo) y una hora (lado derecho). Durante €l
ensayo experimental de 30 s el porcentaje de exploracion (porcentaje en segundos) de
cada grupo fue: grupo control de jovenes, 75 + 5.8 % (M + EE); grupo control de
adultos, 64 + 6.7 % (M £ EE); y grupo experimental de adultos, 66 + 6.3% (M * EE).

Durante el ensayo experimental-1 hora el porcentaje de exploracion de cada grupo fue:




grupo control dejévenes, 64 + 4.6% (M + EE); grupo control de adultos, 44 + 5.5 % (M
+ EE); y grupo experimental de adultos, 69 + 5.2% (M + EE).

Los resultados de la pruebat de student para muestras rel acionadas revelaron
gue la comparacion del porcentaje de exploracion fue significativamente mayor que €
nivel de casualidad (50%) paralos tres grupos durante el ensayo experimental 30 s.
grupo control de jévenes, p < .01, grupo control de adultosy grupo experimental de
adultos, p < .05. Sin embargo, en el ensayo experimental de una hora, esta preferencia
se mostrd Unicamente en € grupo control de jévenesy en el grupo experimental de
adultos, p < .01. El ANOVA de medidas repetidas con dos factores mostro una
diferencia significativa entre los ensayos experimentales (F (1,28) =4.33, p=0.047) y
entre los grupos (F (2,28) = 9.003, p = 0.001). Lainteraccion ensayo x grupo no fue
significativa (F (2,28) = 2.41, p = 0.108). Los resultados de los andlisis post-hoc
revelaron diferencias significativas entre el grupo control de adultosy €l grupo control
dejovenes (p < .001) y € grupo experimental de adultos (p = 002). No se encontré una
diferenciasignificativa entre el grupo experimental de adultosy el grupo control de
jovenes (p = 727).

Los andlisis post hoc entre los grupos en e ensayo experimental 30 seg. no
revelaron diferencias significativas (p > 0.05). Sin embargo en el ensayo experimental
de unahora, los andlisis post-hoc revelaron una diferencia significativa entre el grupo
control dejévenesy e grupo control de adultos (p <.01) y entre el grupo control de

adultosy e grupo experimental de adultos (p < .01).
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Figura 10. Porcentaje de exploracion de objetos novedosos. Porcentaje del tiempo total

dedicado alaexploracion del objeto novedoso durante los dos ensayos experimental es:

* p <.05 grupo control de jovenesvs. € grupo control de adultos en el ensayo de 1 hora

** p < .01 grupo control de adultos vs. € grupo experimental de adultos en €l ensayo de

1 hora

T p < .05 comparacion del porcentgje total de exploracion del grupo con €l 50% (nivel

del chance) en ambos ensayos.

11 p <.01, comparacion del porcentaje total de exploracion del objeto novedoso con €l

50%. (nivel del chance) en ambos ensayos.



Analisis Bioquimicos

Se midi6 ladensidad éptica de las muestras y |os resultados fueron convertidos
en densidad normalizada. La Tabla 6 muestralos resultados del ANOVA realizado en la
densidad normalizada del nivel de expresion de la proteina NF-xB en cada unade las
regiones cerebrales evaluadas. Los resultados de la prueba post hoc se muestran en la
Tablab.

Los andlisis bioquimicos mostraron un nivel de expresion de la proteina NF-xB
mayor en el grupo control de adultos que en el grupo control de jévenes en todas las
regiones. En cuatro de las regiones: hipocampo, cerebelo, corteza frontal y cerebro basal
anterior las diferencias fueron significativas. El estriado fue la Unicaregién que no
mostré unadiferencia significativa entre el grupo control de jovenesy €l grupo control
de adultos. En cuatro de las regiones analizadas (hipocampo, cerebelo, corteza frontal y
el estriado) e grupo experimental de adultos mostrd un nivel significativamente menor
de NF-«B que el grupo control de adultos. En €l cerebelo y el hipocampo el grupo
experimental adulto mostrd un nivel significativamente mayor de NF-xB que el grupo

control de jévenes (Tabla6).



Tabla 5. Resultados del ANOVA en laexpresion de la proteinaNF-xB en las

diferentes regiones cerebrales.

Region Cerebral Grados de F P
Libertad

Corteza Frontd 2,29 5.260 0.01

Hipocampo 2,31 3.850 0.03

Cerebro Basal Anterior 2, 31 4.864 0.02

Estriado 2,32 3.796 0.03

Cerebelo 2,32 37.441 <0.001



Tabla 6. Resultados de |as pruebas post-hoc de Fisher del nivel de expresion del NF-
kB en las diferentes regiones cerebrales. Los niimeros indican la densidad normalizada
(unidades arbitrarias) (M + EE) que se obtuvo através de losandlisisdela
inmunotransferencia de Western. Los valores de p indican los resultados de las pruebas

post-hoc con una diferencia significativa entre |os dos grupos que se indican.

Grupo Control de  Grupo Control de  Grupo Experimental

Regiones Jovenes Adultos de Adultos
Cerebrales (M £ EE) (M £ EE) (M £EE)
Corteza Frontal 091+£0.12 131+£0.17 0.77 £0.11
: p=0.047 p=0.01
Hipocampo 0.84 + 0.06 1.15+0.10 0.88 + 0.09
p=0.017 p=0.035 5
Cerebro Anterior  0.51+0.18 1.27+0.20 1.01+0.16
Basal
p=0.005
Estriado 0.99 + 0.05 1.15+0.05 0.88 £ 0.08
p=0.086 p=0.005
p=0.009 _
Cerebelo 0.44+0.12 1.78£0.08 0.85+0.12

p<0.001 p<0.001
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Figura 11. Expresion normalizada del NF-kB en las diferentes regiones cerebrales Las
unidades de medida fueron asignadas arbitrariamente con valores del 0 a 2,
equivalentes de menor amayor densidad respectivamente. Laalturade las barras
representa la densidad normalizada (M + EE), la densidad Optica de las bandas dividida
por €l promedio de las muestras estandarizadas en cada uno de los bloques de la
inmunotransferencia de Western, las cuales se reportan en la Tabla 6. Los resultados de
las comparaciones de pares post-hoc se muestran con los siguientes simbol os:

* p < 0.05 del grupo de la barra correspondiente en comparacién con el grupo control de
adultos.

** p < 0.01 del grupo de labarra correspondiente en comparacion con el grupo control
de adultos.



Las correlaciones entre NFkB p65 y |as diferentes regiones analizadas de ambos

grupos de las ratas adultas se muestraen laTabla8y en laFigura 8. Lacorrelacién

entre el indice total de laexpresion del NF«B p65 del grupo control de ratas jovenes con

el porcentaje de exploracion del objeto novedoso en el ensayo experimental de una hora,

fueminima, r = - 0.02, y no fue significativa.

Tabla 7. Muestrala correlacion entre la expresion del NF-kB p65 en cada una de las

regiones cerebralesy € indice total del nivel de expresion con el porcentgje de

exploracién del objeto novedoso en € ensayo experimental-1 hora en los dos grupos de

sujetos adultos.

Area

Hipocampo
Cerebelo
Cerebro anterior
Cortezafrontal
Estriado

indice Total

-0.360

-0.528

-0.092

-0.071

-0.156

-0.520

0.049

0.005

0.3

0.4

0.2

0.006
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Figura 12. Correlacion entre el indice total de la expresion del NF-kB p65 que es

el promedio de la expresion de la densidad normalizada del NF-xB p65 (unidades
arbitrarias) en todas | as regiones cerebrales: hipocampo, cerebro basal anterior, corteza
frontal, estriado y cerebelo y el porcentgje del tiempo total (%) dedicado ala
exploracién del objeto novedoso en € ensayo experimental realizado una hora después
del ensayo muestra en ambos grupos: adulto control y experimental (r =-.520, p =

0.006).




DISCUSION

Los resultados al término de la presente investigacién nos mostraron diferencias
importantes en la exploracién de objetos novedososy en € nivel de expresion del NF-
kB entre los grupos de ratas adultas. Lo anterior nos podria sugerir, que laingestade la
dietaNIH-31-AA, provee a cerebro senil con defensas que posiblemente inciden en los
mecanismos que subyacen alos procesos de la memoria de reconocimiento y en la
expresion del nivel de la proteina NF-xB. Los beneficios de los antioxidantes para
disminuir los efectos deletéreos del EO durante el envejecimiento se han demostrado
anteriormente (Joseph et a., 1998a; Lavrovsky et a., 2000; Meydani et al., 1998; Siess,
1991). Nuestros resultados son consistentes con dichas investigaciones. Una posible
explicacion para los resultados de la presente investigacion es la que propones lateoria
del enveglecimiento de los radicales libres propuesta por Harman (1956), que sugiere que

el estrés oxidativo es lacausa principal del proceso del envejecimiento.

Dietas antioxidantes

Laedad en gque los roedores comienzan aingerir antioxidantes (Bezlepkin,
Sirotay Gazsiev, 1996) es un factor importante que puede afectar su longevidad, ya que
se ha sugerido que uno de los mecanismos que previene lavejez prematura es la accion
de los antioxidantes (Casadesus, Shukitt-Hale y Joseph, 2003; Mattson y Camandola,
2001; Mattson et al., 2002). Estudios anteriores con ratas de la misma cepa (F344) han
confirmado que & déficit en tareas cognoscitivas (por g emplo, latarea del laberinto de
agua de Morris) se observa en 100% de éstas ratas a partir de los 19 meses de edad

(Frick et a., 1995; Shukitt-Hale et a., 1998; Wallace et al., 1980), por lo tanto, en la



presente investigacion se utilizaron sujetos de 15 meses de edad. Tomando en cuentalo
anterior los resultados de esta investigacion sugieren que € tratamiento con ladieta
experimental NIH-31-AA tuvo un efecto preventivo o demord |os efectos nocivos del
estrés oxidativo en las ratas del grupo experimental.

Es poco probable que los resultados, tanto |os conductual es como los
bioquimicos, se deban alas diferencias que se observaron en €l aumento de pesoy en la
cantidad del consumo de la dieta, ya que se encontré una diferenciainsignificante entre
el aumento medio del peso de los sujetos de ambos grupos de adultos. Sin embargo, la
diferenciaen el consumo medio semanal de las dietas fue significativa. El grupo
experimental consumié menos alimento que el grupo control de adultos, €l promedio de
esta diferencia fue Unicamente del 6.3%. Esta fraccion es minima en comparacion a
porcentaje (40%-60%) gque se usa en las investigaciones sobre |os efectos del régimen
alimenticio con calorias reducidas en €l envejecimiento el cual sugiere que lavejez
prematura se puede prever con un régimen alimenticio adecuado (Casadesus et al.,
2003: Heilbronn y Ravussin, 2003; Mattson et al., 2000). Asimismo ni el aumento de
peso, ni el consumo de la dieta de los grupos adultos mostraron una correlacién
importante con los resultados de |as pruebas mnemonicas.

Para mantener ladieta control y la experimental isocaléricas, se le agregaron
20g/Kg. de maiz aladieta control, la misma cantidad del arandano azul (AA) que sele
anadio aladieta experimental. Por lo que la diferencia en los resultados entre |os grupos
adultos no es atribuible a una diferencia en las calorias de | as dietas. Todos |os sujetos
del ambos grupos de adultos mayores recibieron |os beneficios de la dieta base, 1a cual
es considerada un alimento completo para e desarrollo y el mantenimiento adecuado de
los roedores en todas | as etapas de su vida (Lewis, Johnson, Mayhugh y Duffy, 2003).

Algunos investigadores opinan que esta dieta es comparable a una dieta balanceada 'y



completa paralos seres humanos (Y oudim et al., 2000). Por lo tanto se aumento el
suplemento alimenticio del AA aladieta experimental, no fue para corregir una dieta
inadecuada, sino para proveer alos sujetos con los beneficios adicionales del
suplemento del AA.

Lainclusion delavitamina E (alfa-tocoferol) en la dieta base esimportante. En
laactualidad existe unatendencia hacia el consumo de la misma por su asociacion
benéfica que previene las enfermedades cardiovasculares (Stys, Stys, Nelly y Lawson,
2004; Paolisso, et a., 1995), cancerosas (Goodwin y Brodwick, 1995; Olson, 1992;
Omenn, 1996), inmunoldgicas (Buzina-Suboticanec, Buzina, Stavljenicy Farley, 1998;
Grimble, 1997) y neurodegenerativas en |os seres humanos (Meydani, 2001). Pero los
efectos de este suplemento son motivo de controversias en la comunidad cientifica.

V arios estudios epidemiol 6gicos y clinicos apoyan laingesta de lavitaminaE 'y
proponen que ésta retarda | os efectos perjudiciales del estrés oxidativo en los

mecani smos mencionados anteriormente (Meydani, 2001). Asimismo se ha observado
una correlacion significativa entre |os resultados de pruebas de memoriay las
concentraciones plasméticas de la vitamina E en personas mayores (LaRue et al., 1997,
Perkins et al., 1999). Sin embargo, en multiples investigaciones se han obtenido efectos
nocivos, inconsistentes o inconclusos sobre €l uso de lavitamina E (Czernichow,
Blacher y Hercber, 2004; Shekelle et al., 2004; ver revisiones Fernsy Lamb, 2004).
Incluso algunos investigadores cuestionan lavalidez de lateoria de los radicales libres y
el envejecimiento porque laingesta de la vitamina E no repercutié en os mecanismos
cerebralesinducidos por el estrés oxidativo, ni alargo lavida de los sujetos (Roth,
1993). Sano et al. (1997) en un estudio clinico demostraron gue laingesta de 2000 Ul
de vitamina E diariamente por dos afios incremento |a autonomia de pacientes con la

enfermedad de Alzheimer pero a mismo tiempo, no mejoro |0s procesos cognoscitivos



de los mismos. La mismainconsistencia de resultados se ha encontrado en estudios con
roedores (Sumien et al., 2003; ver revision en Meydani et al., 1998). Sociaet al. (1995)
encontraron que el suministro de lavitamina E aratas adultas por un periodo de dos
meses favoreci 6 su gjecucion en el laberinto de agua de Morris. Por otra parte,
Takahashi (1995) encontrd que dosis altas de los cuatro tipos de tocoferoles, (alfa, beta-
gamma, delta-) causan hemorragias severas en roedores.

Y oudim y Joseph (2001) sugirieron que a veces los parametros bioguimicos o
conductuales utilizados no son los més adecuados para medir el efecto antioxidante de
lavitamina E o de cualquier otro antioxidante. Las inconsistencias de los métodos crean
problemas en lainterpretacion de las investigaciones. Por |o tanto, son necesarias las
investigaciones con procedimientos que sigan un determinada éstandar, para evaluar 1os
efectos benéficos o nocivos de la vitamina E en |os seres humanos y en otras especies.

Es importante sobresaltar que |os efectos benéficos del suplemento del AA
fueron adicionales alos beneficios antioxidantes de la vitamina E, ya que ambas dietas
contenian la misma cantidad de lavitamina E (17.15/Kg.). La dieta control NIH-31 no
fue suficiente para prevenir el aumento del nivel del NF-xB que se observa durante el
enveecimiento o el déficit en la g ecucion de las tareas de memoria del reconocimiento.
Laadicion del extracto del AA significativamente mejord ambas variables. Estos
resultados se asemejan ainvestigaciones previas (Youdim et al., 2000; Joseph et al.,
2003) que utilizaron las mismas dietas. Estos investigadores encontraron diferencias
entre |os grupos de ratas adultas en parametros del estrés oxidativo y en la prueba
mnemonicadel laberinto de agua de Morris. Dichos autores atribuyeron sus resultados a
los beneficios que les confirid alos sujetos laingesta del AA, particularmente su

capacidad antioxidante superpuesta ala de lavitamina E.



No es sorprendente que la dieta con € suplemento del AA confirié una
proteccion antioxidante mayor que la dieta control sdlo con vitaminaE. Los
fitogquimicos del AA conocidos como antocianinas contienen una capacidad
antioxidante més potente que la vitamina E (Esterbauer, Dieber-Rotheneder, Striegl y
Waeg, 1991). Por ejemplo, estudios in vitro encontraron que las antocianinas g ercieron
una proteccion antioxidante més potente en la peroxidacion lipidica que lavitamina E
(Narayan, Naidu, Ravishankar, Srinivasy Venkataraman, 1999). Entre otros
compuestos que se encuentran en el AA, y no en lavitamina E, que reducen la accién de
los radicales libres se encuentra el &cido hidroxicinamico (Youdim et al., 2002) y los
flavonoides como el quercetinay el catechin (Law et a., 1999). Sin embargo, se ha
comprobado numerosas veces gque |os antioxidantes trabajan en conjunto y se
influencian entre si conjuntamente (Perkins et al., 1999; Joseph et al., 2000; Y oudimy
Joseph, 2001). Por gemplo, lavitaminaE 'y €l AA son liposolublesy ambos pueden
prevenir efectos del etéreos de la membrana celular. Lafluidez de la membrana lipidica
disminuye con la edad y se ha sugerido que la peroxidacion lipidica de lamismase
puede prevenir através de distintos tipos de dietas, incluyendo laingestadel AA (Galli
et a., 2002; Joseph et al., 1998b; Y u, Suescuny Yang, 1992). También se ha
encontrado que el AA (Youdim et al., 2000) y lavitamina E (Perkins et al., 1999)
cuando ingieren separadamente, proveen proteccion antioxidante contralas
enfermedades vasculares, y dicho efecto puede incidir en los procesos mnemanicos.
Por lo tanto es posible que lainteraccion de lavitaminaE 'y el AA (bajo los parametros
utilizados en esta investigacion) produjera un efecto protector mayor debido ala suma
de sus efectos antioxidantes y/o a la accion sinérgica de ambos

Numerosas investigaciones recientes (por €jemplo, Cantuti-Castelvetri, Shukitt-

Haley Joseph, 2000; Joseph et a., 2001; Y oudim et al., 2001) sugieren que la



capacidad antioxidante de las frutas y verduras junto con otras propiedades, trabajan de
una manera sinérgica para producir sus beneficios en el organismo. Estos efectos
protectores no se observan claramente, con laingesta exclusiva de vitaminas
antioxidantes. Nuestros resultas parecen ser consistentes con los anterior.

En lainvestigacion presente, esimportante tomar en consideracion que las tareas
conductuales de ambos experimentos se gjecutaron después de un periodo alimenticio
diferente (12 semanas antes de la tarea de aprendizaje discriminativo y 17 semanas
antes de la tarea de exploracion de objetos novedoso). Especificamente, 10s sujetos
consumieron las dietas cinco semanas adicionales antes del comienzo del segundo
experimento. Investigaciones previas que utilizaron dietas con el suplemento del AA
han encontrado efectos protectores después de 6 semanas (Sweeney et al., 2002), 8
semanas (Cao et a., 1999; Rabin, Shukitt-Hale, Szprengiel y Joseph, 2002; Y oudim et
al., 2000), 24 semanas (Joseph et a., 2003) o solamente una toma de dichos
suplementos (Mazza et al., 2002). En el presente estudio, |os datos conductuales de la
tarea de exploracion de objetos demostraron un efecto significativo importante después
de 17 semanas de laingesta de ladietacon el AA. En contraste, se encontrd Unicamente
unatendencialineal significativa en latarea de aprendizaje discriminativo después de
12 semanas. Lo anterior nos sugiere que éste interval o de laingesta de la dieta tiene un
efecto moderado en comparacién del efecto observado después de 17 semanas. Los
datos conductual es de ambas tareas del grupo que recibio ladietacon el AA, sugieren
que el periodo de ingesta esimportante para observar |os efectos benéficos de la dieta
con el suplemento del AA.

Experimento |: Aprendizaje discriminativo por recompensa de un ensayo cada dia

Para medir € aprendizaje de esta tarea se utilizaron dos variables: nimero de

errores (entrada alos callgones sin larecompensa) y lalatencia para encontrar la



recompensa. Se esperaba una disminucion en el nimero de errores indicando que el
sujeto ha aprendido cual es el callgjén que contiene la recompensa (memoria espacial) y
por lo tanto evitala entrada a los callejones sin recompensa. No se encontré una
diferencia significativa entre |os grupos de adultos en esta variable. Se encontr6 una
diferenciasignificativaentre el grupo CJy el grupo CA, pero no entre el grupo CJy €
de EA. Los sujetosde los grupos EA y CJ disminuyeron sus errores en todos los
ensayos a diferencia del grupo control de adultos que aumentd sus errores en €l tercer
ensayo experimental. El andlisis de tendencialineal confirmé unatendencia negativay
significativa através de los ensayos del grupo EA y del CJ, indicando claramente que
ambos grupos aprendieron la tarea conductual. En contraste, € grupo CA no demostrd
unatendencialineal significativa através delos ensayos, 10 que nos sugiere que los
sujetos de este grupo no aprendieron latarea conductual o que el aprendizaje fue
minimo.

En los tres ensayos experimental es (ensayos posteriores al ensayo muestra) se
esperaba una disminucion del nimero de errores en base a los realizados durante el
ensayo, indicando que los sujetos aprendieron laregla (la recompensa se encuentraen el
callgién con largillaascendiente y haciala derechade lacgjadeiniciacion) y por la
tanto ladiferencia entre e ensayo muestray |0s ensayos subsecuentes aumenta
conforme realizan, en comparacion al ensayo muestra, un nimero menor de errores. A
pesar de que los andlisis estadisticos no mostraron una diferencia entre los tres grupos,
el grupo CJy €l grupo EA, mostraron una reduccién constante en el nimero de errores
del ensayo muestra (figura 8), adiferencia del grupo CA que no demostré una
disminucion continua. Durante €l tercer ensayo experimental més errores que en los
ensayos anteriores, indicando que |0s sujetos en este grupo no formaron un trazo

mnémico o éste eramuy débil. Este punto esimportante, ya que se ha demostrado que



larepeticion de las tareas de memoria espacial ayuda alas ratas en la gjecucion de los
ensayos subsecuentes (Beatty, Bierley y Bard, 1985; Bierley, Rixen, Troster y Beatty,
1986; Caprioli, Ghirardi, Giuliani, Ramacci y Angelucci, 1991, Pitsikas, Biagini y
Algieri, 1991). En experimentos previos con e paradigma de aprendizaje
discriminativo, se observo que las ratas adultas mayores tenian una gran dificultad en la
gjecucion de estatarea en |os ensayos experimentales, al menos que recibieran
tratamientos farmacol 6gicos (Malin et a., 1993; Malin et al., 2001). Nuestros resultados
sugieren que las ratas adultas mayores del grupo experimental se beneficiaron dela
exposicion repetida al laberinto, es decir aprendieron la regla para encontrar al
recompensa (memoria de referencia) como lo indican latendencialineal significativa.

Se puede proponer que no se alcanzé una diferencia significativaen las variables
de nimero de errores entre los grupos de adultos debido ala gran variabilidad observada
y lo cual se aprecia claramente en €l tercer ensayo experimental (figura 8). Estos
resultados no son sorprendentes, ya que son el producto de la misma naturaleza del
procedimiento de este paradigmay del proceso normal del envejecimiento. Al explorar
libremente el laberinto (durante la habituacién y € ensayo muestra), cada sujeto
desarrolla una experiencia distinta en cuanto ala secuenciade latareay del patron
mnemonico del laberinto. Algunas ratas realizan un nUmero mayor de entradas alos
callgjones sin recompensas, mientras gque otras encuentran el callgjén de la recompensa
después de muy pocos errores. Los diferentes patrones del ensayo muestra crean una
gran diversidad en la g ecucion de los ensayos experimental es ulteriores.

Durante el envejecimiento normal se ha demostrado que entre los miembros de
la misma especie existe una gran variabilidad en las funciones mnémicas. Este
fendmeno se observa en los seres humanos (Albert, 2003) en los primates no humanos

(Zola-Morgan y Squire, 1985) y en los roedores (Gallagher et al., 1993). Por ejemplo,



Albert (2003) demostré una variabilidad en la gjecucion en unatarea de recuerdo libre
en grupo de personas mayores. En un estudio realizado por Gallagher et al., (1993) con
roedores jovenesy ancianos con €l laberinto de agua de Morris, encontré que en general
el grupo de ancianos obtuvo un promedio mayor en la distancia para acanzar la
plataforma, pero dentro de este grupo hubo roedores ancianos que g ecutaron latarea a
lapar de los sujetos jovenes. L os resultados también nos muestran que |os sujetos en los
grupos EA y CJ mantuvieron el mismo patron de g ecucién de la tarea conductual de
aprendizaj e discriminativo, una disminucién constante del niUmero de erroresy en la
latencia para encontrar la recompensa, en contraste con los sujetos del grupo CA cuyo
patrén de gjecucién fue diferente. Lo anterior sugiere que los sujetos de los grupos CJy
EA aprendieron latareay recordaron el lugar de larecompensa, lo cual esindicativo
gue los sujetos de ambos grupos desarrollaron un trazo mnémico similar, apesar dela
diferencia de edades. Es posible que si se hubieran realizado mas ensayos
experimentales, € patrén de disminucion de errores observado en los grupos EA y CJ
Ilegaraa mostrar en ensayos ulteriores diferencias significativas entre |os grupos de
ratas adultas mayores.

Lagecucion de latarea de formasimilar de los grupos EA y CJ planteala
posibilidad de que laingesta de la dieta experimental incidié modestamente en los
mecanismos cerebral es que subyacen la memoria espacial y memoria de referencia
utilizados en esta tarea.

Laliteratura previa ha mostrado que los déficits motores en ratas adultas
mayores son dificiles de revertir (Shukitt-Hale et a., 1998). Por lo tanto, se esperaba
gue las ratas jévenes realicen latarea con mayor rapidez que las adultas mayores. De
acuerdo alo anterior, se utiliz6 la variable de latencia, la cual indica cuanto tiempo se

tardaron los sujetos en alcanzar la recompensa. Esta medida es mas representativa de la



memoria de los adultos mayores, en lugar de medir lavelocidad de | os sujetos, porque
éstos aungue quieran alcanzar |la recompensa rapidamente, |lo mas seguro es que sus
habilidades motoras no se |os permitan (especial mente comparandol os con |0s sujetos
jévenes). Sin embargo, los datos conductuales mostraron que desde el ensayo muestra,
los sujetos del grupo EA acanzaron la recompensa en un tiempo menor gque los adultos
del grupo control.

Asimismo, los resultados de la latencia para alcanzar recompensa, mostraron una
gran variabilidad, a igua que el nimero de errores, o cual pudo haber prevenido
alcanzar una diferencia significativa entre los grupos. En contraste, el andlisis de
tendencialineal en funcién de los ensayos revel 6 que las ratas en € grupo EA alcanzé la
recompensa en un tiempo significativamente menor que el grupo CA. Lo que sugiere
gue las ratas del grupo EA aprendieron lareglay acanzaron larecompensa en un
tiempo menor.

En conclusién, las diferencias entre el grupo CA y €l grupo CJ confirman la
sensibilidad del paradigma de aprendizaje discriminativo durante el envejecimiento,
medida por precision (sin errores) y latencia. Estas diferencias son consistentes con las
investigaciones anteriores que utilizaron esta tarea en las que se demostré un déficit en
ratas de la cepa Sprague-Dawley de 24 y 18 meses de edad (Malin et al., 1990; Malin et
al., 1993). Los resultados conductual es de este paradigma también dan un apoyo
marginal alahipétesis de que la dieta enriquecida con el suplemento del AA disminuye

los efectos nocivos del envejecimiento.

Experimento |1: Exploracién de Objetos Novedosos
El tiempo de exploracion cercana de los estimul os durante €l ensayo de

familiarizacion afecta su reconocimiento en el ensayo experimental (Ennaceur y



Delacour, 1988), los sujetos necesitan haber formado una huella de memoria del item
familiar lo suficientemente clara para poder reconocerlo (Parkiny Walter, 1992). Por lo
tanto era necesario establecer un tiempo minimo de exploracion durante el ensayo de
familiarizacion.

En esta tarea se encontr6 una diferencia significativa entre los grupos cuando se
utilizé un intervalo de unahoray no con el de 30 s. En este Ultimo, todos |os grupos
realizaron latarea de unamanerasimilar y el porcentaje de tiempo de exploracion del
objeto novedoso fue mayor al 50% lo cual indica que el porcentaje de la exploracion de
los objetos no fue tnicamente resultado del azar. Aparentemente |os sujetos de todos |os
grupos reconocieron |os objetos novedosos después del intervalo de 30 s, o que indica
gue las ratas de 19 meses de edad de la cepa F344 no han perdido las capacidades
visuales o motoras necesarias para reconocer dichos items. Estos resultados concuerdan
con las investigaciones anal ogas realizadas con ratas de la misma cepa de 21-24 meses
de edad, |as cuales reconocieron |os objetos novedosos después de tres minutos del
ensayo muestra (Shukitt-Hale, Casadesus, Cantuti-Castelvetri y Joseph, 2001). De
acuerdo con la percepcion visual intacta de las ratas de los grupos de adultos, los
resultados del ensayo experimental realizado con una hora de interval o sugieren que las
ratas del grupo control adulto mostraron un déficit mnemaonico y no simplemente un
problema de percepcion.

Una medida usada frecuentemente para evaluar la formacion del trazo
mnemonico esta basada en la tendencia innata de | os sujetos de investigar los estimul os
novedosos en lugar de los que hayan visto anteriormente (Eichenbaum, 2002; Squire et
al., 2002). Los investigadores han utilizado |las tareas de reconocimiento con roedores
como medida de la memoria porque la dificultad para realizarlas aumenta cuando se

incrementa el tiempo entre el ensayo muestray el ensayo experimental, por lo que se



piensa que la diferencia en la gjecucion se debe a un déficit mnemaonico (Ennaceur y
Delacour, 1988; Clark et a., 2000; Squire et a., 2002). Consistente con lo anterior,
nuestros aportan informacion temporal sobre el proceso de la memoria del
reconocimiento, yaque los resultados varian de acuerdo alos diferentes interval os entre
los ensayos muestray prueba.

Lapreferenciadel grupo control de jévenes fue del 64% + 5% (M £ SEM) en €l
ensayo con una hora de intervalo y estos resultados son comparables con los de Clark,
Zolay Squire (2000), quienes utilizaron la misma tarea con ratas de la cepa Long-Evans
de 3 meses de edad, y reportaron una preferencia del 68.3% por €l objeto novedoso con
el mismo intervalo. La diferencia significativa de los resultados entre el grupo CJy €
grupo CA sugiere que el paradigma de exploracion de objetos novedosos es sensible a
los efectos del envejecimiento sobre [os procesos mnemonicos en roedores. Los
hallazgos de este estudio concuerdan con los resultados de Dellu et al. (1992), quienes
mostraron que las ratas de 18 meses de edad se desempefiaron mas pobremente que las
ratas control de 2 meses de edad en una tarea de reconocimiento espacial en un laberinto
en formade Y. Estos autores también utilizaron objetos familiares y novedosos para
determinar la preferencia de las ratas. Sin embargo, la medida de la memoriade
reconocimiento fue basada en la primera visita que realizaron alos callgjones, y no en €
porcentaje de la exploracién cercana de |os objetos. Shukitt-Hale et al., (2001), quién
mostré un déficit en ratas de 22-24 meses de edad en unatarea de reconocimiento de
tipo espacial cuando |os objetos previamente vistos por las ratas eran movidos de su
lugar original. Estos autores no reportaron un déficit en la exploracion de objetos
novedosos en estas mismas ratas. Sin embargo, |as ratas fueron expuestas a objeto
familiar varias veces por varios minutos cada vez, antes de ser expuestos al objeto

novedoso. En nuestrainvestigacion, adiferencia de los autores anteriores, |0s sujetos



fueron expuestos Unicamente unavez y por un maximo tiempo de exploracion cercana
de 30 salos objetos familiares y la medida de |la memoria fue basada en el porcentgje
de exploracién, ambas variables nos dan una medida mas robusta acerca de la memoria
del reconocimiento. Por |o tanto, nuestros resultados aportan datos diferentes acerca del
envejecimiento y lamemoria del reconocimiento en roedores. Esta aportacion se suma
al extenso banco de informacion existente sobre el envejecimiento de los roedores

pertenecientes a esta cepa (Shukitt-Hale et al., 1998).

Andlisis Bioquimicos

L os resultados bi oquimicos sdlo se analizaron en conjunto con |os resultados
obtenidos en la tarea exploracion de objetos novedosos, ya que las muestras
bioquimicas se obtuvieron a término de los ensayos conductuales de esta tareay un
tiempo considerable después del primer experimento (cinco semanas).

De acuerdo a nuestra hipétesis en el estudio presente el indice total de expresion
del NF-kB p65 se incrementd en todas las regiones (significativamenteen 4 delas 5
regiones) en el grupo CA comparado con el grupo CJ. Las ratas que se mantuvieron
con ladietadel AA mostraron niveles del NF-xB significativamente mas bajos en 4 de
las 5 regiones que las ratas del grupo CA. Ladieta control no fue suficiente para
mejorar el estrés neuronal que se observa durante el envejecimiento. De hecho, las ratas
en € grupo EA no mostraron niveles del NF-kB significativamente diferentes alos del
grupo CJen 4 de las 5 regiones analizadas. El indice total de expresion del NF-xB que
se observo en |os sujetos de grupo experimental adulto sugiere que ladietacon
suplemento del AA tuvo un efecto general importante en el encéfalo. Al mismo tiempo
se observo que los efectos de los fitoquimicos actuaron de manera selectiva en las

distintas regiones cerebrales, lo cua ya ha sido reportado en numerosas investigaciones



gue utilizaron dietas con suplementos alimenticios (Joseph et al 1998; Youdim et al.,
2000).

De acuerdo ala hipdtesis esperada se sugiere que la diferencia del indice total de
la expresion de la proteina NF-xB p65 entre el grupo CA y el grupo CJ (que recibieron
lamismadieta), es un efecto del envejecimiento. Estos resultados apoyan
investigaciones previas que han demostrado que el nivel del NF-xB se eleva en funcion
delaedad (Kaufman et al., 2002; Toliver-Kinsky et al., 1997; Paolisso et al., 1998). Sin
embargo, el grupo EA mostré un nivel de expresion del NF-xB p65 significativamente
menor que el grupo control de adultos. Consistente con nuestra hipétesis se sugiere que
ladietacon el AA tuvo un efecto importante en el nivel de expresion del NF-xkB p65 en
el grupo experimental.

Considerando que la proteina NF-kB es un indicador por excelencia del estado
oxidativo de las neuronas (Schreck, et al., 1992, Li y Karin, 1999; Mattson et al., 2000),
se propone que el mecanismo de accion de los beneficios observados en € grupo adulto
guerecibio ladietacon € AA, esé efecto antioxidante del ardndano azul. Sin
embargo, se debe tomar en consideracion que el AA también contiene propiedades
antiinflamatorias que pueden también favorecer |os mecanismos durante el
enveecimiento (Galli et a., 2002; Lau, Shukitt-Haley Joseph, 2005). Numerosas
investigaciones han demostrado que el EO y los procesos inflamatorios suceden
conjuntamente y que el cerebro senil es susceptible aambos (Y oudim y Joseph, 2001,
Casadesus et a., 2003; Roy et al., 2002), Los andlisis bioquimicos utilizados en este
proyecto no nos permiten separar 1os efectos antioxidante y antiinflamatorios del AA ya
gue entre los procesos que inducen la expresion del NF-xB durante el envejecimiento se
encuentran el EO (Schreck, et a., 1992, Li y Karin, 1999; Mattson et a., 2000), y la

produccion de citoquinas inflamatorias (Baeuerle y Henkel, 1994; Li y Stark 2002;



Mattson et al.,2000; Sizemore et al., 1999). En concordancia con |os puntos anteriores
se sugiere que los resultados benéficos que se observaron en el nivel de laexpresién del
NFkB se deben tanto alas propiedades antioxidantes (Prior et al., 1998) como alas
antiinflamatorias del AA (Galli et a., 2002; Lau, Shukitt-Haley Joseph, 2005).

Y oudim y Joseph (2001) plantean que la capacidad antioxidante de las frutasy verduras
es solamente una de | as propiedades protectoras de estos alimentos.

Se puede argumentar que la disminucion general del nivel del NF-xB en el
grupo EA es el resultado de una condicion estable y general en las neuronas, en
comparacion del grupo CA. Ciertosinvestigadores (Y oudim y Joseph, 2002) sugieren
gue laingesta diaria de frutas y verduras crea un condicionamiento en las células para
resistir el deterioro tipico del envejecimiento y reaccionar a él con defensas adecuadas.
Se ha mostrado que varios mecanismos celulares que ocurren durante el envejecimiento
mejoran con laingesta de dietas con el suplemento del AA (Lau, Shukitt-Hale y Joseph,
2005), por ejemplo, €l nivel de ladopaminaen las células del estriado (Joseph et al.,
1999; Youdim et a., 2000), la actividad de las células Purkinje (Bickford et al., 2000),
la pérdida de fluidez de la membrana celular (Y oudim et al., 2000), comunicacién
neuronal (Joseph et al., 2003) y neurogénesis en el hipocampo (Casadesus et al.., 2004).
El mantenimiento estable de estos parametros (entre otros) ayuda a resistir 1os efectos
cronicos del estrés celular, como el EO y los procesos inflamatorios. Por |o tanto, se
sugiere que ladietacon el AA ayudo a conservar un estado general de
condicionamiento celular adecuado en los sujetos del grupo EA, y 1o cua resulté en una
disminucion del nivel de expresion del NF-xB. Se ha sugerido que €l nivel del NF-xB
se eleva para poder responder alos efectos crénicos del EO (Toliver-Kinsky et al.,

2002).



En e presente estudio, se propone que |as neuronas en las regiones estudiadas de los
sujetos del grupo control de adultos, se encontraban en un estado cronico de EO e
inflamacion y en respuesta al mismo, €l nivel del NFkB p65 se incrementd
significativamente, en todas las regiones de dichos sujetos en comparacion con € grupo
CJy en cuatro de dichas regiones, en comparacion con el grupo EA. Ladieta control no
fue suficiente paramejorar € estrés neuronal y por el contrario, €l nivel de expresion del
NFkB p65 que se observo en los sujetos del grupo experimental fue el resultado del
condicionamiento de las células a recibir la dieta NIH-31 AA durante 17 semanas.

Existe un efecto heterogéneo del EO através de las diferentes estructuras
cerebrales. Por ggemplo, Zhang et a. (1993) encontraron en jerbos de 15, 20 y 24 meses
un aumento progresivo en los indicadores del estrés oxidativo radical de hidroxiloy
glutation oxidado, en €l hipocampo, en la corteza cerebral y en el estriado en funcion de
la edad. Asimismo, estos autores mostraron diferencias regionales no solamente en los
niveles de EO, sino también en la expresién de antioxidantes en dichas regiones. Dichos
investigadores sugirieron que €l incremento especifico del EO en estas regiones
estimulaba la acumulacion de |os antioxidantes en estas areas. El hipocampo fue € area
gue demostré el nivel mas alto de las vitaminas alfa-tocoferol y del acido ascérbico;
mientras que el estriado, el nivel mas alto del glutation. Los resultados del presente
estudio apoyan lo anterior y muestran que regiones como €l hipocampo, la corteza
frontal y el estriado son vulnerables a estrés oxidativo.

Se encontraron distintos niveles de expresion de la proteina NF-xB p65 en las
regiones analizadas. Laregion que mostro el mayor nivel de expresion de dicha proteina
en €l grupo CA, la secuencia de mayor a menor nivel de expresion fue cerebelo, corteza
frontal, cerebro basal anterior, estriado e hipocampo. Las regiones que expresaron

mayor expresion en el grupo experimental de adultos fue el cerebro basal anterior,



seguido por €l hipocampo, €l estriadoy €l cerebelo; mientras que el menor nivel se
encontrd en la corteza frontal. Mientras que el patron de secuencia de expresion del NF-
kB p65 en el grupo control de jovenes fue diferente a ambos grupos de adultos, de
mayor a menor: estriado, corteza frontal, hipocampo, cerebro basal anterior y cerebelo.
L os datos anteriores nos sugieren lainteraccion de la dieta con la edad influy6 en €
nivel de expresion del NF-xB p65, produciendo un patron diferente en los tres grupos.

Algunos investigadores han sugerido que & hipocampo es la estructura més
critica parala g ecucion de tareas de novedad en diferentes especies: humanos (Squire et
a., 1993; McKeey Squire, 1993), primates (Zola-Morgan, Squire, Rempel, Clower y
Amaral, 1992) y roedores (Clark et al., 2000). En concordancia con estas
investigaciones, nuestros resultados muestran una correlacion negativay significativa
entre el nivel de expresion del NFkB p65 y |os porcentajes de exploracion en €l ensayo
experimental realizado una hora después del ensayo muestra. A pesar de no ser una
correlacion robusta sino una correlacion tenue y marginalmente significativa, esta
correlacion apoya nuestra hipétesis y confirma los resultados de Clark et al. (2000) que
el hipocampo tiene un papel critico en la gjecucion de esta tarea.

Se ha sugerido que el hipocampo es extremadamente sensible al EO (Benzi y
Moretti, 1995; Jackson et al., 1995; Williams, 1993). Investigadores también han
demostrado un deterioro prematuro de esta region, en comparacion a otras regiones
(Rodriguez-Capote, et al., 1998). El hipocampo posee una ata sensibilidad alas
propiedades protectoras del AA. Por g emplo, Sweeney et al. (2002) mostraron que la
ingesta del suplemento del AA (14.3%) por seis semanas previno un atague isquémico
cerebral inducido en roedores, y la proteccion més relevante se observo selectivamente
en lasregiones CA1ly CA2 del hipocampo. Consistente con lo anterior, nuestros

resultados sugieren que los compuestos del AA actuaron con mayor potenciay



probablemente de una manera preventiva, en estaregion cerebral en los sujetos del
grupo EA comparado con los del grupo CA.

En la presente investigacion se puede apreciar un efecto selectivo de ladieta
experimental del AA en la corteza frontal, ya que comparando todas | as regiones del
grupo adulto experimental, esta area mostré el nivel mas bajo de expresion del NFkB
p65. Es posible que la proteccion del AA en esta region beneficiaralaintegridad del
tgjido neuronal. Subsecuentemente, la capacidad antioxidante del AA previno un estado
cronico del EO, medido por el nivel del NF-xB. Se puede sugerir que laintervencion
del AA promueve la conservacion de las funciones cognoscitivas. La corteza frontal se
ha considerado una estructura importante en la memoria del reconocimiento (Miskiny
Murray, 1994). Por ejemplo, en las tareas de reconocimiento se necesita de la memoria
de trabajo para su g ecucion (Ennecaeur y Delacour, 1988) la cua depende de la
integridad de los |6bulos frontales. Se ha demostrado que las lesiones de la corteza
prefrontal alteran la memoria de trabajo (Baddeley et al., 1974; Baddeley et d., 1988).
Sin embargo, en la presente investigacion, en contraste ala correlacion del  hipocampo,
los niveles del NFkB p65 en la corteza frontal no se correlacionaron significativamente
con los ensayos conductuales y Unicamente se observo una tendenciaminimaen la
direccién esperada. Este resultado no es sorprendente. Existen numerosas
investigaciones que han mostrado que aparentemente no existe una correlacion robusta
através de las pruebas conductual es que miden las funciones de los | 6bul os frontales
(por iemplo lamemoriade trabajo) y e |6bulo temporal. Por jemplo, Gallagher y
Rapp (1997), en unarevision de laliteratura mostraron que cuando déficits
cognoscitivos atribuibles ya sea al 16bulo frontal o a temporal concurren en el mismo
sujeto, no existe una correlacion significativa entre dichos déficits. Es importante

considerar que aparentemente la integridad de la corteza frontal esimportante paralas



tareas de memoria de reconocimiento, pero se sugiere gue los resultados de la presente
investigacion apoyan la aseveracion propuesta anteriormente (Clark et al., 2000) que la
estructura critica parala memoria de reconocimiento es el hipocampo.

Varios estudios (Joseph et a., 1999; Youdim et al., 2000; Joseph et al., 2003)
han demostrado que la alimentacion con un suplemento del AA produjo un incremento
importante en la transmision singptica de las células del estriado (medida por la
liberacién de la dopamina). Este hallazgo ha sido constante a través de varias
investigaciones (Joseph et al. 1999; Joseph et al., 2003; Y oudim et a.2000). Asimismo,
laliteratura reciente ha sugerido que el estriado estainvolucrado de una manera
importante en los procesos mnemonicos (Devan et a, 1996; Joseph et a., 2003; Lazaris,
Cassel, Stemmelin, Cassel y Kelche, 2003; McDonald y White, 1994; Nenadic, Gaser,
Volz, Rammsayer, Hager y Sauer, 2003; Packard y Knowlton, 2002).

Curiosamente, en nuestrainvestigacion, el estriado fue la Unica regién que no
mostré unadiferenciasignificativa en laexpresion del NF-xB p65 entre los grupos que
recibieron la misma dieta control, CJy CA. Este fue un resultado inesperado. Aunque
en el grupo CJ se encontrd un nivel de expresion menor, no es estadisticamente
diferente a grupo CA. No existe una variabilidad excesiva que pudiera explicar este
resultado. Estos hallazgos no apoyan nuestra hipétesis, ya que se esperaba encontrar una
diferenciasignificativa entre los grupos CJy el grupo CA en todas las regiones. Se
espera que investigaciones futuras ayuden a clarificar este resultado.

En €l esttriado, €l grupo EA tuvo el nivel menor de NF-xB p65 de todos los
grupos. Lo que nos sugiere que a pesar de que €l estriado es particularmente sensible a
los efectos de | os antioxidantes exdgenos (Joseph et al., 1999, Joseph et al, 1998, Joseph
et a., 2003; Youdim et al., 2000), lavitamina E por si sola no fue suficiente paraincidir

en los efectos del envejecimiento sobre el estriado. Por [0 que es posible que estaregién



es sensible aun nivel més ato de antioxidantes, por g emplo, alasumade lavitamina E
y el AA, oal efecto sinérgico de los compuestos del AA.

El cerebro basal anterior fue la Unicaregién en la que no se encontrd una
diferencia significativa entre los grupos de adultos. Sin embargo, si se observé e mismo
patrén de expresion del NF-kB  p65 que en las otras regiones. En comparacién con las
demés regiones, |os tres grupos muestran en esta region particularmente, la mayor
variabilidad de expresion del NF-xB. Lo cua pudo influir en los andlisis estadisticos.

Se hademostrado que el cerebelo es altamente sensible al estrés oxidativoy a
los antioxidantes exégenos (Bickford et a., 2000). Lainvestigacion presente concuerda
con estos resultados, ya que de todas las regiones analizadas el efecto més robusto se
encontré en el cerebelo. En concordancia con las demés regiones, € grupo CA mostro e
nivel de expresion mayor del NF-xB en comparacion a nivel de los otros dos grupos.
Dicho nivel fue aproximadamente el doble del que se observo en el grupo EA. Los
resultados anteriores apoyan |as investigaciones previas (Bickford et al., 1999; Bickford
et a.; Joseph et a., 1999; Kaufmann et a., 2001; Y oudim et al., 2000) y sugieren que €l
cerebelo es muy vulnerable alos efectos del estrés oxidativo durante el envejecimiento,
medidos por € nivel del NFKB.

Nuestros los resultados demuestran que €l cerebelo responde altamente alas
defensas adquiridas através de ladieta NIH-31 AA. Investigaciones anteriores apoyan
esta aseveracion. Por ggemplo, Youdim et a. (2000) encontraron un aumento
significativo en lafluidez de la membrana neuronal en €l cerebelo del grupo
experimental que recibié ladieta experimental NIH-31 AA comparado con el grupo
control. Mas relevante fue el hecho de que este aumento no se encontrd en las neuronas
de la corteza cerebral. Estos hallazgos'y el hecho de que en estainvestigacion se

utilizaron las mismas dietas que Y oudim et al. (2000), permiten plantear que el AA



incide de forma particular en la estructura del cerebelo en comparacion con las otras
regiones estudiadas, por 10 que sera interesante que investigaciones futuras ayuden a
esclarecer |os mecanismos que producen este efecto selectivo.

L os grupos de adultos mostraron una correlacion moderaday en ladireccion
esperada entre € nivel de expresion del NF-xB en el cerebelo y el porcentgje de
exploracion del objeto novedoso en el ensayo experimental con el intervalo de una hora
De todas las regiones analizadas, el cerebelo presentd la correlacién mas robusta. Esto
sugiere gue dentro de |as funciones reguladoras del cerebelo se encuentran algunas que
son importantes para los procesos involucrados en la memoria de reconoci miento,
medida por |atarea de exploracion de objetos novedosos. A diferenciade esta tltima
aseveracion, laliteratura actual sobre la disociacion de los procesos mnemaonicos no
considera el cerebelo como una estructurainvolucrada en la memoria declarativa
(McDonady White, 1993; Packard y McGaugh, 1996; Squire et al., 2003). Sin
embargo datos de investigaciones recientes también proponen que el cerebelo se
encuentrainvolucrado en los procesos de la memoria declarativa. Weis et al. (2004)
realizé un estudio muy reciente con resonancia magnética funcional que demostraron la
activacion del cerebelo durante una tarea de memoria de reconocimiento (identificar
estimulos nuevosy vigjos). Estatarea es analoga a la tarea utilizad en estainvestigacion,
yaque involucra el reconocimiento de estimul os previamente vistos y de estimulos
novedosos. Investigaciones previas (Leiner et a., 1986; Leiner et a., 1989;
Schmahmann, 1991, 2003) han mostrado |as interconexiones estrechas entre el cerebelo
y diversas regiones de la corteza cerebral, llevando ala conclusion de que el cerebelo

esta involucrado en laregulacion de los procesos cognoscitivos complejos.



Conclusiones

Lahipétesis de que el cerebro de las ratas adultas mayores esta expuesto al
estrés oxidativo, fue apoyada por laexpresion elevada del NF-xB en las ratas
adultas mayores del grupo control en comparacién con las ratas jévenes que

recibieron la mismadieta

La hipétesis de gue la dieta enriquecida con el arandano azul reduciria el nivel
del estrés oxidativo en € cerebro senil de las ratas F344, fue apoyada por la
reduccién de expresion del NF-xB en el cerebro de las ratas adultas mayores,
gue recibieron esta dieta, en comparacion con las ratas adultas mayores que
recibieron la dieta control. Asimismo esta hipoétesis fue apoyada por la similitud
delos niveles de expresion del NF-xB que se mostraron en €l grupo control de
ratas jovenesy el grupo de las ratas adultas mayores que recibieron la dieta con

el ardndano azul.

Lahipotesis de que las ratas F344 de 19 meses de edad tendrian dificultad para
realizar la tarea de exploracion de objetos novedosos fue apoyada por la
gjecucion del grupo control de ratas mayores adultas, ya que €l porcentaje de
exploracion del objeto novedoso durante el ensayo experimental con una hora de
intervalo fue menor que el nivel del azar. Asimismo este porcentgje fue

significativamente diferente a del grupo control de ratas jévenes.

Lagecuciéon similar de los tres grupos en la tarea de exploracién de objetos

novedosos durante el ensayo experimental con 30 segundos de interval o, nos



indica que las ratas de |os tres grupos no tenian impedimentos motores o
visuales parala gjecucion de estatarea. Por |o tanto ladiferenciasignificativa
entre |os grupos de ratas adultas mayores en el ensayo experimental con una

hora de interval 0 nos sugiere un déficit mnémico.

La hip6tesis de que cuatro meses de ingesta de la dieta con €l suplemento del
arandano azul previnierael deterioro mnémico de las ratas adultas mayores, fue
apoyada por la gjecucion significativamente mejor en latarea de exploracién de
objetos novedosos con € intervalo de una hora del grupo experimental de ratas

adultas mayores, en comparacion con el grupo control de ratas adultas mayores.

Lahipotesis de que el estrés oxidativo influye en la funciones mnemonicas de
las ratas ancianas, fue apoyada por |a correlacién del porcentgje de exploracion
del objeto novedoso de las ratas adultas mayoresy € promedio del nivel de

expresion del NF-xB en todas | as regiones cerebral es analizadas.

La hipétesis de que el hipocampo es una estructura importante en latarea de
exploracién de objetos novedosos, fue apoyada por |a correlacién negativa entre
el porcentaje de exploracion de objetos novedososy €l nivel de expresion del

NF-kB en &l hipocampo de |as ratas adultas mayores.

Lacorrelacion negativay significativa entre el nivel de expresion del NF-xB en
el cerebeloy € porcentaje de exploracion de objeto novedoso de las ratas
adultas mayores, sugiere que el cerebelo tiene un papel importante en la

memoriadel reconocimiento.



Sevalidé latarea del aprendizaje discriminativo por recompensa por ensayo
cada dia como unatarea conductual mneménica sensible a envejecimiento en
sujetos de laraza Fischer 344. Los sujetos del grupo control de adultos mayores
realizaron latarea con un nimero mayor de erroresy unalatencia mayor para
alcanzar larecompensa gque los sujetos del grupo control de jovenes que

recibieron lamismadieta

L os resultados no nos permiten confirmar |a hipotesis de que tres meses de la
ingesta de ladieta con e suplemento del AA, previnieran el decaimiento de los
procesos mnemaoni cos necesarios para realizar la tarea de aprendizaje
discriminativo por recompensa en los grupos de ratas adultas. Sin embargo, hay
evidencia que nos sugiere un efecto benéfico. El promedio de errores através de
los tres ensayos experimentales del grupo EA no fue significativamente
diferente que el promedio del grupo CJ, adiferenciadel grupo CA ques lo fue.
También, los sujetos de los grupos EA y CJ demostraron aprendizaje de esta
tarea, de acuerdo alatendencialineal negativay significativa gue mostraron en
el niUmero de erroresy lalatencia para encontrar larecompensa. En contraste las

ratas del grupo CA no mostraron dicha tendencia en ninguna de estas variables.

I nvestigaciones futuras

Numerosas investigaciones han aportado evidencia que sugiere un papel muy

importante del homodimero del NF-xB p65 en €l aprendizaje y lamemoria. El
heterodimero del NF-kB p50:p65 se encuentra abundantemente en la sinapsis. Ratones

genéticamente alterados y deficientes del NF-xB, no pudieron gecutar unatarea



espacia en un laberinto (Meffert et al., 2003). Estos resultados y los de |a presente
investigacion sugieren laimportanciadel NF-xB en el aprendizaje y memoria. Por |o
tanto, es necesario realizar investigaciones que aporten informacion de los mecanismos
del NF-xB en los procesos cognoscitivos.

Latarea conductual de exploracion de objetos novedosos utiliza tendencias
innatas, y es un paradigmaiddéneo para manipul aciones experimentales multiples. Este
paradigma ha sido utilizado ampliamente. Esta tarea resultd ser muy sensible a
enveecimiento y por lo tanto es un paradigma importante paralos estudios en el
laboratorio con roedores ancianos. Sin embargo, hasta donde es de mi conocimiento, no
existe ningun estudio que muestre |os cambios cronol 6gicos en la memoria, utilizando
latarea conductual de este paradigma. Por lo que se sugiere un estudio cronolgico
detallado utilizando la tarea de exploracién de objetos novedosos, siguiendo € método
utilizado en estainvestigacion.

El paradigma de aprendizaje discriminativo por recompensa con un ensayo por
dia es unatarea sensible para evaluar |os procesos mnemaonicos, asi como la evaluacion
de intervenciones farmacol6gicas durante el envejecimiento. Sin embargo, para reducir
los efectos de la variabilidad propia de este paradigma, se recomiendaincorporar varios
cambios a dicho paradigma cuando se utilizan roedores adultos mayores. Por gjemplo,
incrementar el nUmero de sujetos, aumentar €l nimero de ensayos conductuales hasta
gue las ratas jOovenes no cometan errores, 0 proporcionar la misma experiencia atodos
los sujetos durante el ensayo muestra.

Los beneficios de ladieta con e suplemento del AA pueden ser € resultado de
otras propiedades, ademas de la capacidad antioxidante del AA. Las propiedades anti-
inflamatorias del AA trabajan conjuntamente con sus propiedades antioxidantes. La

expresion de proteinas que responden a los procesos inflamatorios como € factor de



necrosis tumorala y las citoquinas puede ser evaluada después de laingesta de una dieta
con el suplemento del AA. Ambos procesos, € estrés oxidativo y lainflamacién, se
observan durante el envejecimiento normal. Por |0 tanto investigaciones que aporten
datos sobre ambos procesos son importantes.

Laingesta de unadieta con el suplemento del 2% del AA durante cuatro meses
confirié un beneficio importante en las ratas de 19 meses de edad. Diferente lapsos de
alimentacion de dietas con antioxidantes se han reportado en diversas investigaciones.
Es importante estudiar diferentes lapsos de alimentacion con € suplemento del AA en
unaforma sistematica, particularmente con adultos mayores. Se necesitan
investigaciones que aporten informacion acerca del tiempo de los lapsos de
alimentacion que necesitan, por ejemplo, los roedores adultos mayores para favorecer
Sus mecaniSmos mnemaonicos. También es importante determinar el tiempo que
perduran los beneficios del AA, después de que se hadejado de ingerir el AA por un
lapso determinado. Es también necesario aportar datos acerca de |os efectos sinérgicos
de los diferentes alimentos que contienen un nivel de antioxidantes ato, por g emplo,
arandano azul, frambuesas, zarzamoras, fresas, espinacas, etc. Este tipo de
investigaciones permitirarealizar estrategias dietéticas para ayudar a cerebro
enveecido.

Se espera que los resultados de lainvestigacion presente se puedan extrapolar a
los seres humanos. Existe la necesidad de estudios controlados sobre lainclusion de los
diversos alimentos natural es ricos con antioxidantes en | as dietas de |a poblacién adulta.
Estos estudios son posibles, ya que, en contraste con farmacos o suplementos
vitaminicos, aparentemente, no existe un riesgo paralasalud a consumir frutasy

verduras.



Laedad en la que se comienza un régimen alimenticio con alto contenido de
antioxidantes puede determinar laintensidad de |os beneficios de dichos alimentos.
Aparentemente, |os mejores resultados se obtienen cuando el cambio alimenticio sucede
antes de que se manifieste el déficit mnemaonico. Se sugieren investigaciones
longitudinales que permitan comparar las relaciones entre el tipo de dieta, la edad de
iniciacion y los efectos en 10s procesos cognoscitivos.

Otro régimen que puede ayudar aretardar |os efectos del envejecimiento esla
restriccion calorica. Investigaciones que han utilizado este régimen generalmente
comienzan laingesta de este tipo de dieta a una edad temprana. Sin embargo, |os efectos
protectores de la restriccion cal orica en humanos se han observado Gnicamente cuando
Se comienza este proceso sistemati camente antes de los 40 afios de edad (Casadesus et
al., 2003). Desafortunadamente, de acuerdo con lo anterior, laRC no ayudariaaun gran
porcentaje de la poblacién humana que ya han rebasado €l limite de 40 afios (Casadesus
et a., 2003) y lacua aumentara en los afios proximos (Tuljapurkar et a., 2000). Por lo
tanto, una opcidn més realista para la poblacién adulta mayor es un régimen alimenticio
rico en frutas, verduras, etc., en lugar de larestriccion cal 6rica. Ambos tipos de dietas,
restriccion cal6rica o rica en antioxidantes, han demostrado su capacidad para proteger
€l cerebro en contra los mecanismos naturales del envejecimiento (Casadesus et al.,
2003). Existe una necesidad urgente de realizar estudios clinicos que puedan aportar
informacion sobre alimentos o suplementos que puedan crear una diferenciay mejorar
la calidad de vida de los adultos mayores. Principalmente, e fin de estas investigaciones
es la diseminacién de | os resultados para que la poblacién humana pueda utilizar estos
conocimientos para una vejez productiva (preservando su procesos cognoscitivos) y

saludable.
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Apéndice A

Elaboracion y Composicion dela Dietas
NIH-31 Control y NIH-31 Arandano Azul

Elaboracion

La dieta se prepard siguiendo e procedimiento detallado en Youdim et al.
(2000). El extracto del arandano azul (AA) de la variedad Tif-Blue se obtuvo del
laboratorio del Centro de Investigacion de la Nutricion Humana en el Envejecimiento,
Universidad de TUFTS, Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, Boston,
MA, EE.UU. El extracto liofilizado se mand6 a laboratorio de Harland Tekland
(Madison, WI, EE.UU.) donde se le agregd a la dieta base NIH-31 del Ingtituto
Nacional de la Salud (NIH, Bethesda, MD, EE.UU.) para obtener |a dieta experimental

del ardndano azul.

Composicion de las dietas para roedores NIH-31:

Ingredientes (gm/Kg.) Control Arandano Azul
Trigo molido grueso 355.50 355.50
Trigo 99.96 99.96
Avenamolida 99.96 99.96
Alimento a base de pescado, Menhaden, 60% 89.96 89.96
Alimento a base de soya, 48% 49.98 49.98
Alimento a base de afafa deshidratada, 17% 19.99 19.99
Alimento a base de gluten de maiz, 60% 19.99 19.99
Fosfato dicalcio, 18.5% 14.99 14.99
Aceite de soya 14.99 14.99
Levadura de cerveza seca 10.00 10.00
Sal, (NaCl) Y odatada 5.00 5.00
Carbonato de Calcio, 38% 4.75 4.75
Mezcla de Vitaminas NIH-31(a) 3.50 3.50
Mezcla de Minerales NIH-31(b) 1.50 1.50
Maiz amarillo molido 209.92 189.92
Extracto de arandano azul Tif-Blue (c) 20.00

TOTAL 1000 1000



(a) Mezcla de vitaminas contiene (en un g/Kg mezcla de vitaminas):

Maiz molido (316.24), Cloruro de Colina (423.50), Complejo MSB (135.30),
Mononitrato de Tiamina 26), Pantotenato de Calcio (24.37), Vitamina B12
(19.05),Vitamina E (17.15), Niacina (12.65), Acetato de Vitamina A (10.65),
Riboflavina (7.14), Biotina (3.78), Vitamina D3 (2.99), Acido Fodlico (0.32) y
Pyridoxina: HCI (1.60).

(b) M ezcla de minerales (en un g/Kg de mezcla de minerales):

Oxido de Magnesio (487.10), Carbonato de calcio (219.23), Sulfato Ferroso (146.85),
Oxido Manganoso (122.40), Sulfato de Cobre (11.84), Oxido de Zinc (10.20), lodato de
Calcio (1.74) y Carbonato de Cobalto (0.64).

(c) Elaboracion y composicion del extracto del ardndano azul Tif Blue: ver € articulo de
Youdim, et a. (2000).

Célculo del Consumo Diario del Arandano Azul
(David Mdlin, PhD)

1) Consumo diario de ladietaliofilizada

2% = cantidad incluida del aréndano azul en ladieta NIH-31 AA

e =2% X consumo diario del alimento

e =0.02 X 19.68 g (promedio del consumo diario del grupo experimental)
e =0.394 gded AA lidfilizado.

2) Proporcion del AA liofilizado con €l fruto completo del AA

Cantidad al comienzo de la preparacion de ladieta
13.6 Kgdel AA =1,202.8 gdel AA liofilizado

e = 1.2028kg AA licofilizado
13.6 fruto completo del AA
e =0.08844

3) Calculo del equivalente del consumo diario del fruto completo del AA

e = 0.394 g (consumo diario del AA liofilizado)
0.08844 (proporcion del AA liofilizado: AA completo)

e =445 g equivalente del fruto completo del AA.



Apéndice B

Fraccionamiento de Proteinas

Materiales:

-Solucion Tampdn A, (buffer A) 1.8 ml
-Solucion Tampon B, (buffer B) 900 pl
-Coctel de proteasas

-DTT 100mM

-PMSF

-1-ml homogenizador de Dounce

-Tubos de Eppendorf.

-A cada muestra se le asign6é un nimero de identificacion. El record se mantuvo en €l
libro del laboratorio.

Preparacion de Soluciones:
-Solucién tampdn A agregar:

20 pl coctel de proteasas
20 ul DTT
10 pul PMSF (se agrega justo antes de usar la solucion tampon A)

- Solucién tampén B agregar:

100 pl coctel de proteasas
10ul DTT
10 pul PMSF (se agrega justo antes de usar la solucién tampon B)

Procedimiento: La homogenizacién se lleva a cabo para obtener células individuales y
separar las fracciones citosdlicay nuclear.

1)

2)

3)
4)

5)
6)
7)
8)

9)

Se coloca el homogenizador en hielo y se mantiene frio hasta el momento de
usarse.

Agregarle 300 ul de la solucién tampdn A. Esta solucidn se utiliza para separar
lafraccidn citosdlica.

Se agregalamuestray se dan 15 golpes suaves para separar € tejido. Los golpes
separan suavemente las células de cualquier tejido o enlaces quimicos.

Remover la sustancia obteniday ponerla en |os tubos de eppendorf.

Dejar la muestra 15 min. en hielo después de la homogenizacién. Durante este
proceso la solucion tampdn A ocasiona que se rompa la membrana celular y que
el citosol fluyafueradelacéula

Limpiar el homogenizador con ddh,0 antes de usarlo nuevamente.

Repetir |os mismos pasos con cada muestra.

Enfriar la centrifugadora hasta a canzar -4°C.

Colocar las muestras en la centrifugadora. Centrifugar las muestras por 10
minutos a 830, FCR (fuerza centrifuga relativa), en -4°C.

Remover Unicamente la parte liquida, €l sobrenadante, y transferirlo a los tubos
marcados, y guardarla a-80°C. Esta eslafraccion citosolica



Apéndice C

Concentracion dela Proteina

Este protocolo se desarrollé de acuerdo al método del acido de bicinconinico (BCA)
descrito por Smith et a., 1985.

Materiales:
&cido de bicinconinico (BCA) manufacturado por el Laboratorio Quimico de Pierce
Procedimiento:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Diluir la muestra en ddH,0O. Generalmente se usa una proporcion de 1:20 o 1:10
segln sea necesario. Se puede diluir directamente en la placa de 96-pocillos o
utilizar tubos premarcados con €l nimero de la muestra.

En los dos primeros pocillos, A1 y A2, Pipeta 25ul de la solucion tampon A
utilizado en la homogenizacion del tejido. Después se depositan 25 pl de cada una
de las muestras de la curva del patron general de las proteinas con las siguientes
concentraciones. 1000; 800; 600; 400; 200; 100; 50 ug/ml. Este paso se redliza en
duplicado en las dos primeras hileras de la placa.

Agregar las muestras en duplicado comenzando con lafila A3y A4, y continuando
en B3-B4 hasta que se han transferido todas las muestras. Es importante anotar en
que depdsito se ha colocado cada una.

Agregar 200 ul de la solucion de reaccion del BCA en la proporcion siguiente: 50
parte A a 1 parte B, en cada depdsito. No se debe mezclar, Unicamente se pueden
dar golpecitosligeros ala placa

Incubar la placa a temperatura ambiente por 45 a 60 minutos o en unaincubadora a
37°C por 30 minutos.

Leer la placa en €l aparato de ELISA. Si las muestras se colocaron en triplicado
utilizar el programa # 4 (BCA 963) y en duplicado utilizar €l programa # 5 (BCA
962). Estos programas daran €l resultado final en mg/ml, pero se asume que la curva
de las proteinas esta localizada en los depdsitos A ala G en duplicado o triplicado,
con la concentracion mayor (1000 pg/ml) en e depésito H; también se asume que la
solucién tampon A estaen el depdsito H.



Apéndice D
Electroforesis

El proceso de electroforesis descrito por Laemmli (1970) es un método que se
utiliza para el fraccionamiento molecular de las proteinas y esta basado en las
diferencias de movilidad de las proteinas en un campo eléctrico. Si las proteinas se
encuentran en un medio que tenga un pH diferente a de su punto isoeléctrico se
presenta una carga eléctrica neta que les permite desplazarse cuando se someten a un
campo €l éctrico.

La electroforesis utilizada en este proyecto se conoce como geles
desnaturalizantes de Poliacrilamida-Sulfato Sédico (PAGE-SDS), en la cua las
proteinas han sido previamente desnaturalizadas (proteinas que han perdido su
estructura tridimensional).

Este tipo de geles de poliacrilamida son transparentes por |0 que permiten
apreciar e movimiento de las proteinas, son quimicamente inertes por |o que no alteran
la composicién de la proteina, y estables en un amplio rango de pHs, temperatura y
fuerzaidnica, por lo que se pueden usar atemperatura ambiente 0 a- 45 °C con campos
el éctricos de diferentes intensidades.

Soluciones:

| Gel resolutivo de poliacrilamidaa 10% y Sulfato Sédico, 50mL: 20ml ddH,O
16.6 ml 30% mezcla de acrilamida (29.2% acrylamide y 0.8% N,N' -methylene-bis-
acrylamide)

125 ml 1.5M Tris (pH 8.8)

500 pul 10% SDS

500 pl 10% persulfato amonico (APS)

20 pul 8% N,N,N',N'- tetrametilnediamina (TEMED)
Il Gel de apilamiento 10mL:

6.8 ml ddH.O

1.7 ml 30% mezcla de acrilamida

1.25ml 1.0 M Tris (pH 6.8)

100 pl 10% SDS

100 pl 10% APS

10 Wl TEMED

Solucién tampon para las muestras: 100 mi

39 Tris

8g SDS

2.5 g dithiothretiol (DTT)

0.05 g bromophenol blue

40% (v:v) glicerol

Procedimiento:

1) Se ensamblala matriz (consiste en las dos laminillas de cristal donde se vierten los
geles) del aparato de electroforesis (BioRad Pharmaceuticals, Hercules, CA,
EE.UU.).

2) Sepreparalasolucion del gel resolutivo y se vierte entre los cristales para formar la
matriz. Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacién de la acrilamida
y por la accién de la bis-acrilamida. Como activador se utiliza el TEMED, por lo



3)

4)

5)

6)

gue no se afiade hasta que todo este listo para verter el gel. Como catalizador se
utiliza APS. La velocidad de polimerizacién se determina por la concentracion de
persulfato (catalizador) y TEMED (activador). Generalmente se necesitan de 30 a45
minutos.

Se prepara la solucion del gel de apilamiento. Se coloca el peine para formar los
posillos (donde se coloca la muestra). Se vierte la solucion en la parte superior del
gel resolutivo y se espera de 30 a 45 minutes para su la polimerizacion.

Se preparan las muestras. De acuerdo a la concentracion proteica se calcula la
cantidad necesaria de la muestra, ddH,O y 4x solucién tampdn. Se mezclan y se
calientan. Dicho calentamiento a 90°C desnaturilza a la proteina: pérdida de su
estructura tridimensional a desbaratar su doble helix por e calentamiento en
presencia de agentes desnaturalizantes. Como resultado se separan las proteinas en
cadenas polipeptidicas aisladas. Este proceso permite que la migracion de la
proteina en la matriz sea proporciona alacargay a tamafio de la moléculay no a
su forma. El agente desnaturalizante empleado es € detergente SDS.

Cuando los geles estén listos, se traslada la matriz ensamblada a aparato de
electroforesisy se llena con la solucién tampon.

Se vierten las muestras en los pocillos y se comienza la electroforesis con un voltge
de 110 volts durante 12 o 14 horas a una temperatura de -4 °C (para evitar la
renaturalizacion de la proteina: formacion espontanea de la doble hélice).

Transferencia Electrofor ética

Solucioén:

Solucién tampdn de la transferencia el ectroforética:
3.0285g TrisBase

14.4 g Glicina

800 ml. ddhy0

200 ml. 100% Metanol.



Glosario

Abreviaturas utilizadas en €l texto, tablasy figuras:
AA: arandano azul

AM Pc: adenosin monofosfato ciclico.

AP-1: proteina activadora 1

3-APP: proteina precursora del péptido 3-amiloide
CAMs: moléculas de adhesion celular

CAT: catalasa

CA: grupo control de adultos mayores, este grupo recibio la dieta control
CJ: grupo control de jovenes que recibieron la dieta control
Cu-ZnSOD: superdxido dismutasa de cobrey zinc
DNA: &cido desoxirribonucleico.

DNAmt: ADN mitocondrial

EA: grupo experimental de adultos mayores que recibieron la dieta con € suplemento
del arandano azul

H,0,: peréxido de hidrogeno

HCA: &cido hidroxicinamico

HO: heme-heme-oxygenasa

GSH:_glutation

GPx: glutation peroxidasa

GR: glutation reductasa

MDA: malondialdehido

MnSOD: manganesio superéxido dismutasa

NFAT: factor nuclear delas células T activadas.
NF-kB: factor de transcripcion factor nuclear-kappa B
NGF: factor de crecimiento nervioso.

NGFI: factor inducible por el NGF.

NM DA N-metil-D-aspartato.

NO: oxido nitrico

‘O,— : anion superdéxido

‘OH —: hidroxilo

"ONOO — : peroxinitrito

ORAC: oxygen radical absorbance capacity assay
RNA: &cido ribonucleico

RNAm: &cido ribonucleico mensgjero.

RNAt: ARN de transferencia

SOD: superéxido dismutasas

Sp1: factor promotor de latranscripcién Spl



Glosario de Términos

acido ascorbico: su término genérico es vitamina C.  ES un antioxidante importante y
ademés esta involucrado en la sintesis de numerosas moléculas y proteinas. No es
sintetizado en el ser humano. Es hidrosoluble, se absorbe rdpidamente por la vasculatura
del cuerpo humano.

o tocoferol (Alfa tocoferol): su término genérico es vitamina E. Es liposoluble. Es un
potente antioxidante y protege principamente las membranas celulares y a las
lipoproteinas.

almacenamiento de la memoria: parte del proceso de la memoria. El a macenamiento
de la memoria sucede “después del proceso de codificacion cuando € trazo mnémico se
almacena y se retiene por un tiempo variable. La disponibilidad de la informacion
almacenada va desde unos pocos milisegundos hasta meses y afios, dependiendo entre
otras cosas del tipo de codificacion que se ha producido”. (Manuel de la Vega, 1998,

pg. 60)

apoptosis: muerte programada de las células.

cachipolla: insecto arquiptero (con cuatro alas membranosas y reticuladas) que habita junto alos riosy
vive solamente un dia.

codificacion: de acuerdo a Manuel de Vega (1998) “la codificacion tiene lugar cuando
el flujo de estimulos que llega a los receptors es analizado, organizado o transformado
generandose un determindado codigo simbdlico que constitutye una replica cognitive el
input. La codificacion es un conjunto de procesos imprescindibles para €
amacenamiento de la informacion de la memoria. Los procesos de codificacion son
responsables de las transformacion de los estimulos sensoriales en pautas de
informacion significativas y asimilables por los sistemas de memoria. La codificacion
implica operaciones o (niveles) muy variados que se seleccionan de modo flexible en
cada situacion o tarea particular. Los procesos de codificacion corresponden a
momento inicial de la actividad mnémonica’. (Pag 60 y 173). Los procesos de
codificacion y recuperacion no pueden anaizarse independientemente ya que estan
estrechamente interconectados

codoén: (codones) “Coddn es un término que define las palabras que utilizael ADN para
especificar el codigo genético. EI ADN esta compuesto por cuatro bases. guanina,
adenosina, timina y citosina, las cuales codifican toda la informacion genética. Las
palabras que se usan son de tres letras y estdn siempre compuestas por tres de esas
cuatro bases, y pueden traducirse en aminoéacidos especificos que son las unidades que
forman las proteinas. Asi que un codon es la palabra de tres letras que especifica, bien
sea el comienzo de una proteina, el final de una proteina o uno de los aminoacidos o
unidades’ (Instituto Nacional de Investigaciones del Genoma Humano, EE.UU.).

complgo de kinasas 1kB (IKK): consiste de dos subunidades cataliticas. IKKa y
IKKB y una unidad regulatoriac IKKy, (Rothwarf, Zandi, Natoli, y Karin, 1998;
Yamaoka et al., 1998).

dimerizacion: formacion de unamolécula doble.



esperanza de vida especifica: € promedio de afios que puede vivir un individuo de
determinada especie

expectativa de vida: el nimero de afios que puede vivir un individuo en un momento
determinado de la historia

fosforilacion: introduccion de un grupo fosfato en una molécula
genes: entidades responsables de la transmision de |os caracteres hereditarios.

genoma: es e conjunto de toda la informacion genética de cada especie que se
encuentra codificada en una o varias moléculas de AND.

liofilizar: separacion del agua de una sustancia creando un material esponjoso.
Posteriormente este material se disuelve con facilidad. Se utiliza para deshidratar los
alimentos.

longevidad: laduracion de vida de un organismo independientemente de |a esperanza
de vida segun su especie

malondialdehido (MDA): se utiliza ampliamente como marcador del proceso de
lipoperoxidacion. Es el producto més importante de la oxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados.

nucledtido: esla unidad estructural del ADN o ARN. Existen cuatro nucledtides en e
ADN unidos por una molécula de azlicar fosfato: adenina, citosina, guaninay timina. El
ARN tiene también 4 nucledtidos. adenina, citosing, guanina, y uracilo.

perseveracion: es la tendencia patélogica de repetir una actividad determinada sin
ninguna razon fisiol bgica.

proteina activador a: se une alugares especificos del ADN y estimula la transcripcion.
proteinas desnatur alizadas: proteinas que han perdido su estructura tridimensional .
proteosoma: representa un amplio conjunto de vesicul os que absorben los materiales de
desperdicio de la célula. Entre sus funciones se encuentra la degradacion de la mayoria
de las proteinas oxidadas por las especies reactivas del oxigeno.

redox: son las reacciones en las que se transfieren electrones entre especies quimicas.
L as especies en estas reacciones se conocen como oxidante y reductor. El oxidante gana

los electrones 'y €l reductor los cede.

teldmer o: los extremos del cromosoma.



trazo de memoria: cuando escuchamos o leemos una palabra es razonable suponer que
en nuestra meoria se haregistrado un trazo que reperesenta a dicho item. la codificacion
de un item genera varios posibles codigos o trazos que corresponden a otros tantos
aspectos o atributos informacionales

ubiquitinizacién: proceso de union de la ubiquitina a las proteinas. La ubiquitina es un
polipéptido muy conservado en los organismos eucariotes. Las proteinas ubiquitinadas
son rapidamente degradadas por € proteosomade la célula.
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