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RESUMEN

El envejecimiento es un proceso de deterioro multifactorial que ocurre en la vida de un
organismo, el cual se ha relacionado con el estrés oxidativo. Existen terapias no
farmacologicas que se han propuesto como coadyuvantes en el tratamiento del
envejecimiento. El ayuno intermitente (AI) ha mostrado en modelos animales que
disminuye los niveles de estrés oxidativo en el organismo. Asimismo, el ambiente
enriquecido combinado con ejercicio voluntario (AE-EV), ha evidenciado tener efectos
protectores en la funcidon cognitiva. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto cronico
de una terapia combinada con AI+AE-EV sobre la funcion cognitiva, el estrés y dafio
oxidativo, en ratones C57BL/6J en proceso de envejecimiento. Los ratones ayunaron en
dias alternados en proporcion 5:2 (5 dias no restrictivos alternados con 2 dias de ayuno de
24 horas). Después de 8 meses de tratamiento, se evalu6 la capacidad cognitiva mediante
un comportamiento similar a la ansiedad, el aprendizaje espacial, la memoria de
reconocimiento y la memoria espacial, mediante las pruebas conductuales del campo
abierto, el reconocimiento del objeto novedoso (RON) y el laberinto de agua de Morris
(LAM). Posteriormente, los animales fueron sacrificados y se realiz6 la evaluacion de la
capacidad antioxidante total y el dafio oxidativo, mediante la cuantificacion de
malondialdehido (MDA) y la capacidad antioxidante total en diferentes tejidos. Con
respecto a la evaluacion de la funcidon cognitiva: en la prueba de campo abierto, todos los
grupos experimentales se comportaron muy similar al grupo control, sin mostrar diferencias
significativas en la distancia, la velocidad, las entradas centrales, el tiempo en el centro y en
la periferia. En tanto, en el grupo combinado de AI+AE-EV increment6 significativamente
el comportamiento de levantamientos (p=0.025); indicando mayor locomocion, exploracion
y un menor nivel de ansiedad. En la prueba de RON, ninglin grupo presenté un aumento en
la memoria de reconocimiento. En la prueba del LAM, se observaron latencias de escape
significativas gradualmente menores conforme al transcurso de los dias en el grupo de Al,
el grupo de AE-EV y el grupo control (p < 0.0001), lo que indicd que los tratamientos
cronicos de Al y de AE-EV tuvieron un aumento significativo en el aprendizaje espacial.
También en esta prueba, el grupo de AE-EV mejor6 la memoria espacial a largo plazo al
permanecer mas tiempo en el cuadrante blanco (p < 0.05). Con respecto a la evaluacion de
la capacidad antioxidante, después de un tratamiento con Al o un tratamiento combinado de
AI+AE-EV la capacidad antioxidante aumenta a nivel hepatico (p < 0.05), sin presencia de
dafio oxidativo en higado, cerebro y musculo. Estos resultados muestran que la
combinacion de AI+AE-EV tuvo un efecto positivo en la capacidad antioxidante y el dafio
oxidativo, sin mejorar la funcioén cognitiva.

Palabras clave: Envejecimiento, estrés oxidativo, dafio oxidativo, ambiente enriquecido,
ayuno intermitente.
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ABSTRACT

Aging is a multifactorial deterioration process that occurs in the life of an organism, which
has been related to oxidative stress. There are non-pharmacological therapies that have
been proposed as adjuvants in the treatment of aging. Intermittent fasting (IF) has been
shown in animal models to decrease levels of oxidative stress in the body. Likewise, the
enriched environment with voluntary exercise (EE-VE), has shown to have protective
effects on cognitive function. The objective of this research was to evaluate the chronic
effect of a combined therapy with IF + EE-VE on cognitive function, stress and oxidative
damage, in aging C57BL/6J mice. Mice fasted on alternate days in a 5:2 ratio (5 non-
restrictive days alternated with two days of 24-hour fasting). After eight months of
treatment, cognitive ability was assessed according to anxiety-like behavior, spatial
learning, recognition memory, and spatial memory, using open-field behavioral tests, novel
object recognition (NOR) and the Morris Water Maze (MWM). Subsequently, the animals
were sacrificed and the total antioxidant capacity and oxidative damage were evaluated by
quantifying malondialdehyde (MDA) and the total antioxidant capacity in different tissues.
Regarding the evaluation of cognitive function: in the open field test, all the experimental
groups behaved very similarly to the control group, showing no significant differences in
distance, speed, central inputs, time in the center and in the periphery. Meanwhile, in the
combined IF+EE-VE group, rearing behavior increased significantly (p=0.025); indicating
greater locomotion, exploration and a lower level of anxiety. In the NOR test, neither group
showed an increase in recognition memory. In the MWM test, gradually lower significant
escape latencies were observed over the course of days in the IF group, the EE-VE group,
and the control group (p<0.0001), which indicated that chronic IF and EE-VE had a
significant increase in spatial learning. Also in this test, the EE-VE group improved long-
term spatial memory by spending more time in the target quadrant (p < 0.05). Regarding
the antioxidant capacity, after treatment with IF or a combined treatment of IF+EE-VE, the
antioxidant capacity increases at hepatic level (p < 0.05), without the presence of oxidative
damage in the liver, brain and muscle. The results showed that the combination of IF+EE-
VE had a positive effect on antioxidant capacity and oxidative damage, without improving
cognitive function.

Keywords: Aging, oxidative stress, oxidative damage, enriched environment, intermittent
fasting.
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I INTRODUCCION

El presente documento se describe a través de tres secciones. En la primera seccion se
muestran los antecedentes tedricos que sustentan esta investigacion. En la cual se describen
los conceptos de envejecimiento, ayuno intermitente (Al), ambiente enriquecido (AE) y
ejercicio voluntario (EV). El envejecimiento es un proceso de deterioro multifactorial en la
vida de un organismo, que implica multiples alteraciones en diferentes vias moleculares, y
esta relacionado con el estrés oxidativo (1), el cual se refiere a un desequilibrio de la
funciéon redox, al aumentar las especies reactivas de oxigeno (EROs) y disminuir la
capacidad antioxidante (2). Ademas, el envejecimiento se ha relacionado con la
disminucién de la funcién cognitiva. Entre las terapias no farmacologicas que han
demostrado tener un efecto benéfico en el envejecimiento, se destaca el ayuno (3-7), el
ambiente enriquecido que se refiere a la estimulacion de la funcidon cognitiva y fisica, (8,9)
y el ejercicio (10). EI Al es un esquema de alimentacion con escasa o nula ingesta de
energia y periodos intermedios de ingesta normal de alimentos, de forma periddica (11).
Existen diversas versiones de llevar a cabo el Al, pero hay dos tipos de Al que se han
practicado méas comunmente; el ayuno en dias alternados (ADA) y el ayuno intermitente
con restriccion de tiempo (AIRT). El ADA consiste en un ayuno de 24 horas en el cual
unicamente se proporciona agua ad libitum seguido de un periodo de alimentacion de 24
horas, el cual se puede realizar varias veces a la semana, por ejemplo, un ADA en
proporcion 5:2, es cuando hay 2 dias de ayuno con 5 dias no restrictivos (12). En cuanto al
AIRT, comprende lapsos determinados de abstinencia alternados con lapsos de
alimentacion, en el cual la abstinencia puede ser por lapsos de 8/16 horas o mas (13,14).
Estudios en humanos y en modelos animales, han evidenciado que el Al reduce el estrés y
dafio oxidativo, aumenta la capacidad antioxidante total (15—17), mejora los biomarcadores
metabolicos (18-22) y la capacidad cognitiva (23). Asimismo, en modelos envejecidos y
personas de edad avanzada, el Al muestra efectos beneficiosos, sobre el estrés y dafio
oxidativo (4,7). Por otra parte, el AE es una técnica de alojamiento que se aplica en
estudios experimentales en animales de laboratorio, en donde se incorporan objetos, lo que
estimula la funcién sensorial, cognitiva y fisica (24,25). Estudios en modelos animales con

AE, han mostrado efectos benéficos sobre el estrés y dafio oxidativo (26,27), la funcion



cognitiva (8,28) o ambos (29). Especialmente, estudios en modelos animales envejecidos
que tuvieron AE, han presentado efectos benéficos sobre la funcion cognitiva (9). De igual
manera, el EV, se define como cualquier movimiento voluntario realizado por los
musculos y que implica cierto gasto energético, de acuerdo a la duracién y tipo de ejercicio
que se realice, ha mostrado efectos benéficos en la morfologia y capacidad cognitiva en el

envejecimiento (10).

Una segunda seccion, se concentra en describir la metodologia y los fundamentos de las
pruebas utilizadas para el desarrollo de este trabajo. En este proyecto se evaluaron los
efectos que presenta la terapia cronica-combinada de Al con AE-EV, sobre el estrés
oxidativo mediante la capacidad antioxidante total (CAT), y sobre el dafio oxidativo
mediante el nivel de malondialdehido (MDA), en diferentes tejidos. Con respecto a la
funcioén cognitiva se realizaron las pruebas de campo abierto (CA), reconocimiento del
objeto novedoso (RON) y el laberinto acuatico de Morris (LAM), en un modelo murino en
proceso de envejecimiento. Finalmente, en la tercera seccion se presentan los resultados,

discusion, conclusiones, referencias y anexos.

I ANTECEDENTES

2.1 Generalidades

2.1.1 Envejecimiento

El envejecimiento es un proceso degenerativo a nivel celular, en el que ocurren diferentes
cambios bioldgicos y moleculares, que se refleja en la disminuciéon de la funcién fisica y
fisioldgica, y se correlaciona con el transcurso de la vida y el aumento de la edad en un
organismo. Por consiguiente, al referirse a la senectud se habla de la ultima etapa de la vida
de un organismo que se caracteriza por el envejecimiento bioldgico. Mientras que, la
senescencia, se refiere Unicamente al fendmeno degenerativo a nivel bioldgico (30). La
senescencia celular es un estado permanente de detencion del ciclo celular, que promueve
la remodelacion tisular durante y después del desarrollo de una lesion, aunque también

contribuye a la disminucion del potencial regenerativo y la funcion de los tejidos, a la
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inflamacion y a la tumorigénesis en organismos envejecidos (31). La senescencia celular va
acompafiada de distintas alteraciones fenotipicas, que incluyen remodelacion de la
cromatina, reprogramacion metabolica, aumento de la autofagia y la implementacion de un
secretoma proinflamatorio complejo (32). En los mamiferos, la senescencia se produce de
forma heterogénea en multiples sistemas de organos, lo que provoca un deterioro
progresivo que eventualmente resulta en disfuncion tisular (32). Especificamente, en el
envejecimiento humano, hay un aumento en la prevalencia de enfermedades crénico
degenerativas, como cancer, diabetes, enfermedades cardiovasculares, musculoesqueléticas

y neurodegenerativas, lo cual afecta negativamente la calidad de vida (33).
2.1.1.1  Disfuncion cognitiva en el envejecimiento

Los cambios bioldgicos que ocurren durante la senescencia afectan todos los organos del
cuerpo, entre ellos, el cerebro. Se ha demostrado que el estrés oxidativo, la funcion
mitocondrial reducida, la neuroinflamacion y la funcion inmunoldgica disminuida
contribuyen a los cambios cerebrales estructurales y funcionales asociados con la edad.
También se ha demostrado que los factores epigenéticos afectan estos procesos, incluida la
metilacion, los aumentos en las deleciones de ADN dependientes de la edad y la reduccion
de la capacidad de reparacion del ADN. Entre las caracteristicas mas comunes del
envejecimiento, ciertas funciones cognitivas se ven afectadas y tienden a disminuir a
medida en que avanza la edad, sin embargo, en algunas personas estos cambios pueden ser
sutiles (34). Un envejecimiento exitoso o el control de una enfermedad neurodegenerativa
depende de la capacidad para preservar la funcion cognitiva y de la velocidad de deterioro
del cerebro, lo cual puede determinarse por medio de la reserva cerebral y la reserva
cognitiva que cada persona tenga. La reserva cerebral (RCe), es considerada un modelo de
resiliencia al dafio cerebral, hace referencia a la arquitectura del cerebro, al tamafo del
tejido cerebral, nimero de neuronas y sinapsis, cuanto mas tejido cerebral exista, mas dafo
cerebral debe de haber para cruzar el umbral que provocaria la aparicion de deficiencia
cognitiva. Mientras que, la reserva cognitiva (RCo) es el funcionamiento cerebral a lo largo
de la vida, por ejemplo, la RCo se evalta de forma indirecta mediante variables como la

educacion, el nivel de ocupacion, las actividades de ocio mental y fisico (35,36). Por lo



cual, diferentes estudios han demostrado que ambos factores de reserva tienen un papel
neuroprotector, y las estrategias de intervencion que implican una mayor estimulacion
cognitiva y actividad fisica es poco probable que tengan efectos secundarios negativos

(24,37).

2.1.1.2 Epidemiologia internacional y nacional

En demografia se utiliza la edad cronoldgica para determinar a la poblacion envejecida o
adulta mayor; la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) establece la edad de 60 afios
para considerar que una persona es adulta mayor. El envejecimiento se ha convertido en un
problema de salud publica, debido al aumento en la poblacion de adultos mayores en varios
paises. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), entre 2020 y 2030, el

porcentaje de habitantes del planeta mayores de 60 afios aumentara un 34%.

En el 2015, de acuerdo con la proporcioén por pais de personas de 60 afios o mas, Japén
tuvo una proporcion superior al 30%, siendo el pais con la proporcion mas alta (figura 1).
Sin embargo, en las proyecciones para 2050, varios paises tendran una proporcion similar.
En general, paises de Europa y América del Norte, y especificamente, Chile, China, Rusia,
Corea del Sur, Iran, Tailandia y Vietnam (figura 2) (38). En los paises en desarrollo, la
proporcion de personas mayores de 60 afios y la esperanza de vida enfrentan efectos
adversos de la pobreza, por ejemplo, una mala calidad de vida y atencién médica limitada

(34).
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Figura 1. Proporcion de personas de 60 afios o mas, por pais, en 2015. Fuente: Informe mundial sobre el

envejecimiento y la salud. Organizacion Mundial de la Salud, 2015. Cap 3 (38).
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Figura 2. Proporcion de personas de 60 afios o mas, por pais, proyecciones para 2050. Fuente: Informe

mundial sobre el envejecimiento y la salud. Organizacion Mundial de la Salud, 2015. Cap 3 (38).



En la actualidad, la velocidad en que aumenta la proporcion de la poblacion mayor de 60
afios es mas rapida que en el pasado. Francia dispuso de 150 afios para adaptarse al
aumento del 10% al 20% en la proporcion de la poblacion mayor de 60 anos, mientras que
Brasil, China e India tendran solamente un poco mas de 20 afios para hacer la misma

adaptacion (figura 3) (38).

Figura 3. Periodo previsto para que el porcentaje de la poblacion de 60 afios 0 mis aumente del 10% al

20%. Fuente: Informe mundial sobre el envejecimiento y la salud. Organizacion Mundial de la Salud, 2015.

Cap 3 (38).

En México, de acuerdo al Consejo Nacional de Poblaciéon (CONAPO), la proporcion de
mujeres y hombres > 60 afios, con respecto al total de la poblacion en 1990 era de 6.6% y
5.1% respectivamente, mientras que en 2030 se proyecta que la proporcion de mujeres y
hombres > 60 anos, con respecto al total de la poblacion serd de 15.6% y 13.7%,
respectivamente (39). Asimismo, para el 2050 las mujeres de > 60 afios, representaran
23.3% del total de poblacion de las mujeres y los hombres de > 60 afios constituiran 19.5%
del total de los hombres (40). Por lo cual, las anteriores cifras reflejan que la pirdmide

poblacional de México presenta una cuspide cada vez mas ancha (figura 4).

Actualmente, México se encuentra en un proceso de envejecimiento acelerado, y el pais no
esta preparado para este cambio demografico hacia el envejecimiento de la poblacion. Los
sistemas de seguridad social y de salud vigentes se encuentran en desventaja para enfrentar

el reto de una demanda en aumento (41).
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Figura 4. Piramides poblacionales, por sexo y grupo de edad, 1990 y 2030. Fuente: Direccion General de

Analisis y Prospectiva con informacion de la muestra del Censo de Poblacion y Vivienda 1990, y las

Proyecciones de Poblacién para 2030 del CONAPO (39).

2.1.1.3  Etiologias

2.1.1.3.1 Dario de los telomeros

El dafio de los telomeros conduce a la senescencia en el envejecimiento. Una de las cosas
que desarrolla senescencia es el dafo de los telomeros, estructuras de 4cido
desoxirribonucleico (ADN) altamente repetitivas ubicadas al final de los cromosomas. Los
telomeros estan protegidos por un complejo multiproteico conocido como shelterina o
refugio. Al recubrir el telomero, la shelterina previene la activacion de una respuesta al
danio del ADN, evitando asi fusiones cromosémicas de un extremo a otro que resultarian en
una crisis de los telomeros (42). Ademas, las células que carecen de componentes de la
proteina, como POT1 o TRF2, sufren una respuesta aberrante al dafio del ADN y una
induccion prematura de la senescencia (43). El problema de la replicacion final es una
consecuencia de la incapacidad de las ADN-polimerasas para sintetizar ADN sin una
plantilla, lo que ocurre en los telémeros. Esto da como resultado telémeros que se acortan
progresivamente con cada division del ciclo celular. Los tejidos embrionarios evitan la
erosion al expresar telomerasa, un complejo de ribonucleoproteina que sirve para
concatenar el ADN en los extremos de los cromosomas, proporcionando asi una plantilla

para la sintesis de ADN. Sin embargo, la divisién celular repetida en tejidos adultos que
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carecen de telomerasa da como resultado una erosion progresiva del ADN, reduccion de la
union a la Shelterina y por consiguiente la senescencia. A medida que un organismo
envejece, las células acumulan mas divisiones. Esto da como resultado una mayor erosion y
senescencia de los telomeros. Aun se desconoce hasta qué punto la erosion de los teldémeros
impulsa la senescencia durante el envejecimiento y contribuye al proceso de

envejecimiento en si (32).
2.1.1.3.2 Desregulacién metabdlica

El metabolismo también proporciona mecanismos para la conversion de nutrientes en
acidos nucleicos, proteinas, lipidos y carbohidratos, los componentes basicos necesarios
para el crecimiento y reparacion de tejidos, y para la eliminacién de productos de desecho,
sin embargo, la disfuncién metabolica se relaciona con el envejecimiento a nivel organico y

molecular (34).

Molecularmente, mTOR (mammalian target of rapamycin, por su nombre en inglés) es una
de las vias que ajustan la regulacion metabolica. Especificamente, mTORCI1 interviene en
la deteccion de energia, nutrientes, insulina y sefiales de crecimiento intracelularmente, lo
que lo conduce a coordinar la sintesis de proteinas y lipidos (44), la autofagia (45), el
crecimiento celular, la proliferacion, apoptosis e inflamacion. La sefializacion de mTOR y
la insulina se ha relacionado con la esperanza de vida (46,47), la longevidad y el
envejecimiento (48), mientras que, en lesiones tisulares también se activa mTOR y su
desregulaciéon estd involucrada con el cancer, enfermedades cardiovasculares,
enfermedades neurodegenerativas y epilepsia (44). mTOR es capaz de regular el fenotipo
secretor asociado a la senescencia (FSAS) y la detencion del crecimiento senescente (32).
El FSAS es la caracteristica de las células senescentes sobre la produccion y secrecion
compleja de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, metaloproteinasas y EROs.
Asimismo, las hormonas también median la autofagia, por ejemplo, la insulina inhibe la

autofagia mientras que el glucagdn la estimula (49).

Las sirtuinas constituyen otro vinculo molecular entre el metabolismo y la senescencia. Las

sirtuinas son ribosiltransferasas con una amplia gama de funciones, como la regulacion del
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metabolismo y la reparacion del ADN (50). Su papel en la senescencia es antagdnico;
SIRT1 desacetila p53, promueve su degradacion y facilita la derivacion de la senescencia,
mientras que SIRT6 desacetila H3K18 para prevenir errores mitoticos y suprimir la

senescencia (32).
2.1.1.3.3 Autofagia

La autofagia es una via de degradacion intracelular dependiente de lisosomas, que regula la
adaptacion celular tras el agotamiento de nutrientes y oxigeno, asi como en el estrés
oxidativo (51). No obstante, la autofagia que mantiene la homeostasis y los componentes
oxidativos celulares, es proporcionalmente inversa al aumento de la edad (52). Hoy en dia,
estudios han demostrado que la autofagia estd involucrada en los procesos del
envejecimiento y a la vez puede presentar efectos benéficos para la longevidad humana
(53). En ratas, la estimulacion de la autofagia retarda los procesos del envejecimiento
mientras que la inhibicion acelera los procesos del envejecimiento (53). La disminucion de
la autofagia en animales mayores podria explicar la acumulacion de organulos alterados y

el mal funcionamiento en el envejecimiento celular, aumentando las EROs (54).

La conexidn entre autofagia y senescencia es compleja; aunque hay un aumento en la
autofagia durante la senescencia que sirve para regular la produccion de FSAS, la
inhibicion de la autofagia puede inducir la senescencia a través de disfuncion metabdlica y
proteostatica, enfatizando aun mas la intrincada conexién entre el estrés metabdlico y la

senescencia en el envejecimiento (32).
2.1.1.4  Vias de sefializacion

La detencion permanente del crecimiento o ciclo celular es una caracteristica principal de la
senescencia, y fundamental para detener la propagacion de células disfuncionales. Dos vias
supresoras de tumores, pS3 y pl6/Rb, son responsables de la induccion de esta detencion
del crecimiento (32) y, a la vez, ambas vias supresoras de tumores deben anularse para

evitar la senescencia (55).



p53 induce la transcripcion del inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina p21CIP1. A
su vez, p21CIP1 bloquea la actividad de CDK4/6, lo que da como resultado una Rb
hipofosforilada y la salida del ciclo celular. Aunque los aumentos transitorios en los niveles
de p53 pueden promulgar un estado inactivo y activar los procesos de reparacion del ADN,

durante la senescencia, hay una induccion sostenida de p53 (32).

Esto es el resultado del dafio que ocurre en las regiones resistentes a la reparacion del
genoma conocidas como segmentos de ADN con alteraciones de la cromatina que refuerzan
la senescencia. También, p53 es regulado mediante la induccion de ARF, un producto del
locus INK4/ARF, que secuestra la ubiquitina ligasa MDM?2 contribuyendo al aumento de
los niveles de p53. Se ha demostrado que la interaccion entre la proteina de caja Forkhead
04 (FOXO04) y p53 juega un papel importante en la modulacién de la localizacion de p53 'y

la actividad transcripcional durante la senescencia (32).
2.1.1.5  Tratamiento no farmacoldgico

El envejecimiento puede ser visto como una enfermedad en donde las implicaciones son
complejas y entrelazadas. En general, existen estudios para prolongar la vida util de una
variedad de organismos, desde nematodos hasta ratones, teniendo como proyeccién a futuro
prolongar la vida humana saludable. Como se sabe, el envejecimiento es un proceso de
deterioro multiorganico, por lo cual existen tratamientos no farmacoldgicos en estudio
como posible cura o terapia paliativa, con la finalidad de evitar el sufrimiento en los adultos
mayores (30). En la actualidad, no existe un tratamiento especifico para el envejecimiento
dado a que puede ir acompafiado de diversas enfermedades degenerativas, que no toda la
poblacion adulta mayor presenta. Por lo tanto, la recomendacion en general es fomentar la

adopcion de habitos saludables, entre los cuales se pueden considerar:

e Actividad fisica incluyendo la aerdbica, de equilibrio, de fortalecimiento muscular y
de flexibilidad; por ejemplo, realizar al menos 30 minutos de actividad fisica
aerdbica al dia, en sesiones de al menos 10 minutos (OMS, 2015).

e Alimentacion saludable de acuerdo con las guias alimentarias para la poblacién

mexicana de la Academia Nacional de Medicina (ANM, 2015).
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2.1.2  Ayuno intermitente

El ayuno considerado como la restriccion de alimentos y bebidas en un periodo de tiempo
determinado, se ha practicado a lo largo de la existencia humana en algunas culturas (11).
Se considera al ayuno intermitente (Al), como un patrén de alimentacion con escasa o nula
ingesta de energia con periodos intermedios de ingesta normal de alimentos, de forma
recurrente. Hay dos tipos generales de ayuno intermitente, el ayuno en dias alternados
(ADA) y el ayuno intermitente con restriccion de tiempo (AIRT). El primero consiste en
ayunos de 24 horas en el cual Gnicamente se proporciona agua ad libitum seguidos de un
periodo de alimentacion de 24 horas que se puede realizar varias veces a la semana, como
una estrategia 5:2, cuando hay 2 dias de ayuno con 5 dias no restrictivos (12). El ayuno con
restriccion de tiempo comprende lapsos determinados de abstinencia alternados con lapsos
de alimentacion, en el cual el tiempo de la abstinencia puede variar, por ejemplo, lapsos de

8/16 horas (13,14).
2.1.2.1 Beneficios del ayuno intermitente

El ayuno intermitente proporciona multiples beneficios a la salud, como respuesta
adaptativa frente a ambientes precarios a los que son sometidos los organismos. Estudios en
modelos animales han evidenciado que el Al reduce el estrés y dano oxidativo, la
inflamacion, promueve la autofagia y la reparacion de ADN, mejora el metabolismo
energético (14,56,57) y se relaciona con el control de enfermedades que se desarrollan con
mayor frecuencia en el envejecimiento (58). Ademas, estudios en humanos con regimenes
de AI han presentado efectos significativos en ciertas enfermedades (56), disminuyendo la

obesidad, hipertension, asma y artritis reumatoide.

El organismo humano, después de 12 a 24 horas de ayuno resulta en una disminucioén de
glucosa sérica y el agotamiento de deposito de glucdégeno hepatico, acompanado de la
activacion de la gluconeogénesis; que es la utilizacion de metabolitos no glucidicos por
medio de la cetogénesis derivada de las grasas o por medio de aminoécidos de cadena
ramificada (leucina, isoleucina y valina) como fuentes de energia. La mayoria de los

organos excepto el cerebro, pueden utilizar acidos grasos para obtener energia, no obstante,
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el 3-hidroxibutirato se convierte en Acetil-CoA para que pueda ser utilizado en el cerebro
como fuente de energia durante periodos prolongados de ayuno (11). Varios estudios en
seres humanos han evidenciado diversos beneficios del Al sobre el metabolismo. En
pacientes con obesidad que tuvieron un ADA durante 8 semanas, disminuyeron el peso
corporal, grasa corporal, triglicéridos, lipoproteinas de baja densidad (LDL por sus siglas
en inglés) y colesterol total, por otra parte, las lipoproteinas de alta densidad (HDL por sus
siglas en inglés), la presion sanguinea y la frecuencia cardiaca permanecieron sin
alteraciones (21). Recientemente, un analisis proteémico en plasma de mujeres de 35-70
afos con sobrepeso u obesidad, tras haber tenido un ADA de 8 semanas, se observo el
aumento de la apolipoproteina A4 (APOA4) y la disminucion de la apolipoproteina C2
(APOC2) y C3 (APOC3), lo cual tuvo correlacion con la disminucioén significativa de los
triglicéridos séricos, sugiriendo que el Al favorece un efecto positivo en el metabolismo de
lipidos (20). Asimismo, un ayuno prolongado de 13 dias resultdé en una presion arterial
sistolica por debajo de 120 en el 82% de los sujetos con hipertension limitrofe con una
reduccion media de 20 mm de Hg en la presion arterial (18). Un estudio de Stekovic et al.
(2019) evaluaron a sujetos sin obesidad con ADA durante 4 semanas, reduciendo la grasa
corporal y LDL, incrementando el 3-hidroxibutirato, acidos grasos poliinsaturados,

mejorando la salud cardiovascular (22).

También, algunos estudios en seres humanos con Al han encontrado efectos benéficos
sobre el estrés y dafio oxidativo. Un estudio en jovenes sin obesidad de 29-30 afios con
ayuno prolongado de 58 horas, evaluaron la metabolémica en sangre. Después de las 58
horas de ayuno, presentaron concentraciones muy altas de 2- y 3-Hidroxibutirato, y
aumento de varios antioxidantes (acido oftdlmico, ergotioneina, carnosina, urato y xantina).
Durante el ayuno, los niveles de glutation reducido (GSH por sus siglas en inglés), NADP™*
y adenosin trifosfato (ATP por sus siglas en inglés) permanecieron constantes, y
aumentaron considerablemente tres de los nueve metabolitos que disminuyen en el
envejecimiento (&cido oftdlmico, leucina e isoleucina) (17). También, un estudio realizado
por Karsen et al. (2019), evalu6 a sujetos que tuvieron un ayuno prolongado durante 15
dias, y los resultados séricos mostraron un nivel mayor en la capacidad antioxidante total,
niveles menores del estado oxidante total y del indice de estrés oxidativo (15). Y,
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conjuntamente, sujetos con Al de 10 dias y consumo caloérico de 250 kcal/dia, mejoraron
los biomarcadores metabolicos (disminucion de glucosa en sangre, insulina, hemoglobina
glicosilada, colesterol total, LDL vy triglicéridos, ademas del incremento de HDL),
disminuy6 el indicador de dafno oxidativo (MDA), y aument6 la capacidad antioxidante

total (19).

En roedores, el Al también presenta efectos benéficos para mejorar los biomarcadores
metabolicos (14). En un estudio en ratones con ADA, redujeron los niveles séricos de
glucosa e insulina y aumentaron los niveles de 3-hidroxibutirato, en comparaciéon con el
grupo alimentado ad libitum y el grupo con restriccion calorica (RC) al 40% (59). Wan et
al. (2003) evaluaron durante 24 semanas a ratas con un régimen de ADA, resultando en una
disminucion de la glucosa e insulina en ayunas, el ritmo cardiaco y la presion sanguinea
(60). En un estudio de Gotthardt et al. (2016), en ratones con obesidad, que tuvieron ADA
durante 4 semanas, redujeron el peso, la grasa corporal, los niveles de glucosa e insulina en
comparacion con el grupo alimentado ad libitum (61). Mager et al. (2006) evaluaron a ratas
con ADA durante 16 semanas, resultando en una disminucién del peso corporal, los niveles
de glucosa en sangre y un aumento en los niveles de corticosterona en plasma lo cual se
relaciona con sensibilidad a la insulina, ademas, presentaron una disminucion significativa
de la frecuencia cardiaca y la presion sanguinea (62). La disminucion de los aminoacidos
de cadena ramificada reduce la adiposidad y mejora la tolerancia a la glucosa en ratones
(63), posee propiedades geroprotectoras extendiendo la vida util de ratones progeroides

(64).

Igualmente, estudios en roedores con Al han evidenciado beneficios sobre el estrés y dano
oxidativo. Stankovic et al. (2013) evaluaron a ratas Wistar macho frente a dosis altas de
restriccion caldrica y ayuno agudo, los resultados mostraron que los grupos con RC <40%
de la ingesta diaria recomendada (IDR) y el grupo de ayuno agudo tuvieron una
disminucién en la capacidad antioxidante y un aumento del dafio oxidativo (niveles mas
bajos de GSH que el grupo control), mientras que los grupos con RC >70% de la IDR
disminuyen el dano oxidativo y aumentaron la capacidad antioxidante. Por lo que, una

restriccion caldrica leve a moderada o un ayuno no agudo disminuye el estrés oxidativo,
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mientras que en esquemas severos puede ser perjudicial para la salud e inducir al estrés y

dafio oxidativo (16).

Ademas, el Al también ha presentado efectos benéficos sobre la funcion cognitiva en
modelos animales junto con efectos benéficos sobre el estrés y dafio oxidativo. Un estudio
con ratones CD-1 de mediana edad, que tuvieron ADA durante 11 meses, no presentaron
alteraciones en los niveles del factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) maduro en
la corteza cerebral y el hipocampo, disminuyeron significativamente los niveles de
glutation disulfuro en la corteza cerebral lo que resultdé en un aumento significativo en la
relacion de glutation/glutation disulfuro, disminuyeron los niveles de 4-hidroxi-2-nonenal
(4HNE) y nitrotirosina en proteinas en la corteza cerebral, los cuales son dos indicadores
del estrés oxidativo. En cuanto a la funcién cognitiva, tuvieron un mejor aprendizaje y
memoria mediante el laberinto de Barnes y el condicionamiento del miedo, una capa de
células piramidales CA1l mas gruesa, una mayor expresion de drebrina, una proteina
dendritica. Por lo que, el Al puede reducir el estrés oxidativo en el cerebro y mejorar las

funciones y estructuras cerebrales (23).

2.1.2.2  Efecto del ayuno intermitente en el envejecimiento

Debido a que el envejecimiento se describe como un proceso multifactorial que involucra
interacciones complejas entre mecanismos bioldgicos y moleculares, algunos de los
factores involucrados son: el dafio oxidativo a proteinas, ADN vy lipidos, inflamacion,
acumulacion de proteinas y organulos disfuncionales, niveles elevados de glucosa e
insulina (65,66). En los ultimos afios se han realizado intervenciones en diferentes modelos
de estudio, para evaluar los efectos del Al sobre el envejecimiento en los marcadores
metabodlicos, marcadores de estrés y dano oxidativo, la capacidad antioxidante y la

longevidad.

Desde tiempo atras al Al se le ha atribuido la longevidad, Carlson et al. (1946) realizaron
un estudio en roedores jovenes que tuvieron ADA en proporcidon 5:3, resultando en un
aumento en el promedio de vida del 20% en machos y 15% en hembras en comparacion

con los roedores con ADA en proporcion 5:2 y 5:4 (3). Posteriormente, en 1973, se realiz
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otro estudio en roedores adultos de la cepa PVG/h, con ADA de dos veces por semana, los
cuales presentaron una mayor longevidad (904.72 dias), en comparaciéon con los roedores
que no tuvieron ayuno (770.39 dias) (6). Goodrick et al. (1982) realizaron un estudio en
ratas jovenes con ADA, las cuales vivieron casi el doble que las ratas con dieta ad libitum
(5). En relacion a la dimension de los efectos benéficos del Al sobre la longevidad varia
dependiendo del patrén de abstinencia, del modelo de estudio y la edad en la que inici6 el

tratamiento (67,68).

En cuanto a la disfuncion metabolica caracteristica del envejecimiento, un estudio en
ratones viejos con régimen de ayuno prolongado de 24 horas mostrd que la presencia del
gen mTORCI1 se correlaciona con envejecimiento hepatico y a defectos en la cetogénesis,
mientras que la inhibicion del gen mTORCI es necesaria para la activacion de PPARa
(peroxisome proliferator activated receptor-a, por su nombre en inglés), que activa los
genes de la cetogénesis, sugiriendo que la inhibicion de mTORCI1 podria aumentar la

longevidad de diversos organismos (69).
2.1.3 Ambiente enriquecido

El ambiente enriquecido (AE), descrito por primera vez por Hebb en 1947, es una
manipulacion ambiental que consiste en la adicion de ejercicio voluntario, objetos
novedosos, e interaccion social con otros animales dentro de la caja de alojamiento y, por
medio de la estimulacion motora, cognitiva, visual y somatosensorial causa un aumento en
las habilidades cognitivas: como la resolucién de problemas, el aprendizaje espacial y la
memoria. Esta técnica se aplica en estudios en animales de laboratorio, en la cual el
alojamiento puede ser durante periodos especificos, o a lo largo de la vida del animal. En
los roedores, los objetos de enriquecimiento incluyen articulos de diferentes formas,
tamafios, colores, texturas y olores, asi como objetos para realizar actividad fisica, como
tuneles, escaleras, cuerdas y ruedas, incluso algunas veces la localizacion de la comida
también se cambia con el fin de preservar la novedad de exploracion (24,25). Por tanto, el
no enriquecimiento del ambiente, se conoce como un ambiente estandar, el cual no incluye
objetos dentro de la jaula, lo que podria considerarse como una privaciéon sensoriomotora
(24).
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2.1.3.1 Beneficios del ambiente enriquecido

En relacion a los efectos benéficos sobre la disfuncion cognitiva, tras una terapia de AE: un
estudio en ratas Wistar recién nacidas, evalu6 los cambios en la conectividad funcional
cerebral por el AE previo a un estrés fisico inducido por la separacion materna (SM), los
resultados mostraron que la SM prolongada durante todo el periodo de destete no causé
ningin efecto perjudicial en el aprendizaje espacial y la memoria, incluido el
comportamiento similar a la depresion evaluado mediante la prueba del laberinto de agua
de Morris (LAM) y la disminucién del comportamiento similar a la ansiedad. Sin embargo,
el AE alter6 los comportamientos similares a la ansiedad y la depresion tanto en los grupos
de control como en los de SM, pero mejord la memoria espacial en los ultimos grupos. Por
lo que, el AE tuvo efectos diferentes sobre la cognicién y el comportamiento emocional

independientemente de la exposicion a la SM (28).

En cuanto a los efectos benéficos sobre el estrés y dafio oxidativo, tras una terapia de AE:
un estudio con ratas Sprague-Dawley, que durante la edad adolescente tuvieron estrés
cronico predecible (ECP) de 15 min/dia de estrés por inmovilizaciéon durante cuatro
semanas, o un AE de 1 hora/dia en cajas durante cuatro semanas. El ECP es un modelo de
estrés fisico y mental, y provoca un alto nivel de ansiedad, pero a diferencia del estrés
cronico impredecible, se ha informado que el ECP tiene efectos positivos en el aprendizaje
y la memoria. Los resultados mostraron que los niveles séricos de corticosterona no
cambiaron en ambos grupos, en comparacion con el grupo control. Mientras que la prueba
de LAM, mostré que la memoria espacial mejoro en el grupo ECP y el AE. Asimismo, en
ambos grupos el BDNF, aument6 en la parte izquierda y derecha del hipocampo, y el 6xido
nitrico sintasa neuronal (nNOS) aument6 en la circunvolucion dentada y en la region CAl
del lado derecho del hipocampo. Lo que cabe destacar que el BDNF y el nNOS, estan
involucrados en la plasticidad sinaptica. Y los niveles de MDA aumentaron, mientras que
los niveles de proteinas carbonilo disminuyeron en el hipocampo derecho en ambos grupos,
y la enzima SOD no cambidé en ambos lados del hipocampo. Lo que indicé que el MDA
podria estar relacionado con la memoria espacial en el hipocampo derecho, en el entendido

de que los productos de la peroxidacion de lipidos en bajos niveles pueden tener efectos
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benéficos, pero a niveles excesivos pueden provocar trastornos patologicos y enfermedades.
Y, en cuanto tanto al AE y el ECP, mostraron que son coadyuvantes para disminuir el dafo
oxidativo en proteinas (26). Otro estudio en ratas Fischer con hipertension renovascular,
evalud el efecto del AE durante 4 semanas sobre el estrés oxidativo en la médula
ventrolateral, el corazon y rifiones. Los animales se dividieron en cuatro grupos: condicion
estandar normotensa (Sham-St), ambiente enriquecido normotenso (Sham-AE), condicion
estandar hipertensa (2K1C-St) y ambiente enriquecido hipertenso (2K1C-AE). Lo que
resultd en una mayor presion arterial media (mmHg) en el grupo 2K 1C-St, en comparacion
con Sham-St y Sham-EE. La médula ventrolateral del grupo 2K1C-AE tuvo una mayor
actividad de SOD vy catalasa, en comparacion con el grupo 2K1C-St. Asimismo, el grupo
2K1C-AE presentd menor oxidacion de lipidos que el grupo 2KI1C-St en la médula
ventrolateral. Ademas, los rifiones de los animales 2K 1C-AE presentaron mayor actividad
de SOD que los de los animales 2K 1C-St. Por lo que el AE tuvo un efecto antioxidante en
la médula ventrolateral y los rifiones que contribuye a reducir el dano oxidativo en ratas

hipertensas (27).

Conjuntamente, un estudio en roedores con AE mostr6 efectos benéficos sobre la funcion
cognitiva, el estrés y dafio oxidativo: el estudio evalud a ratas Wistar que tuvieron un
tratamiento de AE, ejercicio fisico anaerobico (EFA) o enriquecimiento social (ES) durante
8 semanas, y posteriormente, una cirugia con infusién de péptidos beta amiloide (BA) en el
hipocampo dorsal, con el fin de crear un modelo de enfermedad de Alzheimer (EA) con
formacion de placas BA. La infusion de BA resultod en déficits de memoria y dafio oxidativo
del hipocampo. Los resultados mostraron que el AE y el EFA previnieron los déficits de
memoria a corto plazo en las pruebas de reconocimiento de objeto novedoso (RON) y
reconocimiento social (RS), asimismo, evitaron la peroxidacion lipidica mediante la prueba
de sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS por sus siglas en inglés). Mientras
que, el ES previno solo los déficits de memoria y la disminucion de la capacidad
antioxidante total mediante la prueba del poder antioxidante/reductor férrico (FRAP por sus
siglas en inglés). Por lo que, el AE y el EFA tienen mejores efectos neuroprotectores que el
RS en los déficits de memoria relacionados con la neurotoxicidad de AP en el modelo de
EA evaluado (29).
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2.1.3.2 Efecto del ambiente enriquecido en el envejecimiento

Con respecto a que, en el envejecimiento se presentan diversas alteraciones orgénicas, tales
como, la disfuncidn cognitiva, el estrés y dano oxidativo. El AE ha mostrado que mediante
la estimulacion sensorial, cognitiva y motora, causa cambios celulares y moleculares
benéficos, y aumenta la actividad neuronal en una variedad de sistemas centrales y
periféricos, por lo cual funciona como modelo de reserva cerebral y cognitiva (24), para el
tratamiento de la deficiencia cognitiva y de la memoria, en diferentes modelos animales de
lesion o enfermedad cerebral (29). Y, de igual manera, ha mostrado efectos benéficos sobre

el estrés y dafio oxidativo en modelos de roedores de estudio.

Un estudio, en ratones hembra NMRI que tuvieron un AE y una dieta con un 6 % de nueces
(DN) a partir de los 12 meses de edad durante 24 semanas. Los resultados mostraron que, el
grupo con DN sin AE, mejord la memoria espacial en la prueba de alternancia del laberinto
en Y (p < 0.05). Aunque, el grupo DN con AE, aumento la significancia. En el cerebro, el
grupo con DN con AE, redujeron los niveles de oxilipina a base de 4cido araquiddnico
(ARA) (p<0,05), pero los efectos de los lipidos de la nuez no se relacionaron con la funcién
mitocondrial, ya que la produccién de ATP, el potencial de la membrana y la respiracion
mitocondriales no se vieron afectados en el grupo control. Por lo que, las nueces modifican
el perfil de oxilipina en el higado y el cerebro, lo que podria tener efectos beneficiosos para
un envejecimiento saludable, un efecto que puede mejorar alin mas con un estilo de vida

activo, como lo es en el caso de los roedores, el AE (8).
2.1.4 Ejercicio regular

El ejercicio tiene una poderosa accién sobre el metabolismo, la adaptacion del cuerpo
debido a los cambios inducidos por el ejercicio es fundamental para poder aportar la
energia necesaria para la contraccion muscular y fisiologica. En el ejercicio se distinguen
dos tipos: el ejercicio aerodbico y anaerdbico, que se diferencian por la distinta via
metabolica que utilizan para obtener energia mediante la disponibilidad de ATP (70),

ademas, por la intensidad y duracion del ejercicio (71).
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2.1.4.1 Efecto del ejercicio regular en el envejecimiento

La actividad fisica regular es esencial para un envejecimiento saludable y apoya la salud
mental positiva. En los adultos mayores, puede ayudar a retrasar, prevenir o controlar
muchas enfermedades cronicas que enfrentan, reduce el riesgo de limitaciones funcionales
moderadas o graves y el riesgo de muerte prematura (10). En estudios en modelos animales
jovenes, el ejercicio aumenta la neurogénesis del hipocampo y mejora el aprendizaje. Por lo
tanto, el ejercicio voluntario mejora algunas de las consecuencias morfologicas y

conductuales deletéreas del envejecimiento (10).

De este modo, la actividad fisica debe ser parte del plan de atencion en los adultos mayores,
excepto en los casos en que esté contraindicado, y considerando un nivel de esfuerzo para
la actividad fisica adecuado, es decir, debe ser relativo al nivel de condicion fisica y
habilidad del adulto mayor (10). En particular, el entrenamiento fisico puede mejorar la
sensibilidad a la insulina muscular y se considera una herramienta clave en la prevencion y

el tratamiento de los trastornos metabolicos (71).
2.1.5 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desequilibrio que se da en las células cuando hay un aumento en
las EROs y la disminucion de la capacidad para reparar el dafio resultante por medio de
moléculas antioxidantes. Normalmente, existe una funcion celular redox que regula la
actividad oxidativa y la capacidad de defensa antioxidante (funcionalidad positiva), pero
algunas veces este balance se encuentra alterado y hay una mayor produccion de
subproductos de la oxidacion (funcionalidad negativa), conocidos como EROs, lo que

causa envejecimiento y apoptosis celular (2,72).
2.15.1  Estrésy dafio oxidativo en el envejecimiento

El envejecimiento estd asociado con la disfunciéon mitocondrial y se considera que la
produccion de EROs por las mitocondrias a menudo es la principal causa del estrés
oxidativo (72). Aunque, de igual manera, el estrés oxidativo es un factor que contribuye al

envejecimiento y a la progresion de maultiples enfermedades neurodegenerativas
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relacionadas con el envejecimiento (73). En el sistema nervioso central, las EROs
desempefian una funcidén importante, pero se conoce que su acumulacién aumenta la
sensibilidad a que surja un dafio en el tejido cerebral (74). Cuando existe una falta de
oxigeno en el cerebro, se ocasiona una falla en la sefalizacion redox, que resulta en un
estado de estrés oxidativo y reduccion de la defensa antioxidante (73). Por lo cual, se ve
afectado el ADN nuclear y mitocondrial, lipidos, proteinas, homeostasis del calcio y del
metal, trafico de receptores, endocitosis, y homeostasis energética, lo que afecta
directamente la actividad sindptica y la neurotransmision en las neuronas, que lleva a la

disfuncién cognitiva.

De este modo, la disfuncion mitocondrial altera la cadena de transporte de electrones
(cadena respiratoria mitocondrial), lo cual provoca una mayor generacion de las EROs (75)
y causa peroxidacion lipidica dado a que interactiian con los acidos grasos poliinsaturados.
Ademads, aumentan las proteinas carboniladas y hay una reduccion en la defensa
antioxidante, en relaciéon a las enzimas antioxidantes superdxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GPx), glutarredoxina, tiorredoxina y catalasa (2,73,76). Por lo tanto,
cuando hay un constante estrés oxidativo en el cerebro las funciones involucradas para
reparar la falla se ven alteradas, y origina una serie de reacciones en cadena (73), que
conducen a un aumento de la permeabilidad de la barrera hematoencefélica (a través de la
activacion de las metaloproteinasas) y a alteraciones de la morfologia cerebral
(neuroinflamacién), que conduciran a apoptosis neuronal (72). Durante el proceso natural
del envejecimiento se puede experimentar disminuciéon de la capacidad cognitiva y
funcional que van desde disminuciones leves en ciertas funciones cognitivas con el tiempo,
hasta demencia severa entre las personas con enfermedades neurodegenerativas, aunque
estas caracteristicas clinicas no siempre se presentan, y algunos adultos mayores contintian

conservando la mayoria de las capacidades cognitivas a lo largo de su vida (34).

20



2.2 Antecedentes del problema

2.2.1 Vinculacion del estrés y dafio oxidativo en el envejecimiento

En la investigacion, se han realizado diferentes estudios para evaluar la relacion del estrés y
dafio oxidativo con el envejecimiento bioldégico mismo. Un estudio en ratas macho
Sprague-Dawley, evalu6 las funciones cognitivas y locomotoras, y los niveles de estrés
oxidativo a los 14, 18, 23 y 27 meses de edad, es decir, de mediana a avanzada edad. Los
resultados de las pruebas de campo abierto, RON y LAM mostraron que las ratas de 27
meses tuvieron menos actividad exploratoria, un aprendizaje espacial y memoria mas
deficiente que las ratas de 14 meses. En cuanto al nivel de MDA, el contenido de carbonilo
de proteinas y la actividad enzimatica antioxidante sérica, las ratas de 27 meses presentaron
un aumento de MDA y una menor actividad de GPx. Por lo que la presencia de dafio
oxidativo y el deterioro de las funciones cognitivas esta relacionado con la edad avanzada

7).

En humanos, un estudio en individuos sanos de mediana y avanzada edad analiz6 doce
regiones cerebrales, los niveles de aduccion de proteinas por la peroxidacion lipidica,
neurocetales y MDA, como marcadores de dafo oxidativo de proteinas, los niveles de
ciclooxigenasa-2 (COX-2), como marcador de inflamacion, y el citocromo P450 2J2
(CYP2J2), responsable de la generacion de productos neuroprotectores. Los resultados
mostraron productos finales de la peroxidacion lipidica dependientes de la region, COX-2 y
cambios en CYP2J2 en el cerebro humano envejecido, sin embargo, no se establecié una
relacion clara entre los niveles de neurocetales, MDA, COX-2 y CYP2J2 y la

vulnerabilidad regional a la neurodegeneracion en la vejez (78).
2.2.2 Efecto del Al sobre el estrés y dafio oxidativo en el envejecimiento

Existen diversas estrategias que se han desarrollado para combatir el estrés y dafo
oxidativo en el envejecimiento y el envejecimiento mismo, de las cuales algunas son el
ayuno intermitente, el ejercicio fisico y la ingesta de antioxidantes (79). En las ratas el
envejecimiento incrementa el dafio oxidativo y la fibrosis en el corazon. Un estudio en ratas
Sprague-Dawley, que tuvieron ADA desde un inicio temprano (2 meses de edad) hasta su
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envejecimiento (24 meses), redujeron el nivel de inflamacion, los niveles de glutation
oxidado, 4HNE y proteinas carbonilo, y aumentaron los niveles de glutation reducido en el
corazon, protegiéndolos contra la fibrosis cardiaca que esta relacionada con la edad (4). En
humanos, un estudio en adultos mayores con Al (2 veces/semana), durante 36 meses,
disminuyeron los marcadores de dafio oxidativo (MDA, proteina C reactiva y dafio en
ADN), aument6 la actividad de SOD, mejoraron los marcadores metabolicos séricos
(aument6 el nivel de HDL, disminuy6 el nivel de LDL, triglicéridos, colesterol total,

insulina y glucosa en sangre en ayunas, y el peso corporal) y la funcidon cognitiva (7).
2.2.3 Medicidn de la funcion cognitiva en roedores

Los modelos de roedores han sido importantes para dilucidar los procesos normales y
patologicos que influyen en el aprendizaje y la memoria. Una prueba frecuentemente
utilizada, es la prueba de campo abierto, la cual evalia la locomocion y la ansiedad, aunque
es necesario realizar mas pruebas que evaltien la ansiedad (80,81). Esta prueba fue creada
por Hall en 1934, la cual se ha modificado con el paso del tiempo en nuevas versiones
mediante el cambio del tamafio y la forma de la caja (circular o cuadrada), la iluminacion,
la presencia de objetos y la duracion de la prueba (82). La prueba de campo abierto se ha
descrito como un modelo adecuado para medir la ansiedad normal a la que se enfrentan los
animales cuando estan en una situacion estresante o amenazante, pero no como un modelo
de ansiedad patologica (83). Los animales con un comportamiento similar a la ansiedad,
permanecen cerca de las paredes o la periferia, presentando tigmotaxis, el cual es un
mecanismo conductual que utilizan los roedores para la orientacion espacial en respuesta al
estimulo tactil con algo sélido. En cambio, los ratones con un comportamiento no ansioso,
tienden a pasar mas tiempo en el area central abierta de la caja (84). Asimismo, la prueba
de reconocimiento del objeto novedoso evaltia la memoria de reconocimiento, y se usa
frecuentemente en modelos de estudio de enfermedades cerebrales y en estudios de
envejecimiento (81). Otro método ampliamente utilizado para evaluar estos procesos
cognitivos en ratones es el laberinto acuatico de Morris, una prueba clasica para examinar

el aprendizaje espacial y la memoria (85).
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2.2.3.1 Regiones cerebrales involucradas en el aprendizaje y memoria

El cerebro tiene numerosos sistemas para realizar las funciones relacionadas con las
sensaciones, las acciones y las emociones; cada sistema estd formado por millones de
neuronas con un numero inmenso de interconexiones. El aprendizaje y la memoria son
adaptaciones de los circuitos cerebrales al entorno. El aprendizaje es la adquisicion de
nueva informacion o conocimiento mientras que, la memoria es la retencion de la
informacion aprendida. Sin embargo, no toda la informacion aprendida o recordada es
procesada por las mismas estructuras neuronales. No existe una sola estructura cerebral o
mecanismo celular para una determinada ejecucion cognitiva, lo que da lugar a diferentes
tipos de aprendizaje y de memoria. La memoria no declarativa (implicita: habitos,
comportamientos) es el resultado de una experiencia directa, y la memoria declarativa
(explicita: hechos y acontecimientos) es el resultado de un esfuerzo mas consciente. Otra
distincion es que las memorias declarativas a menudo son féciles de formar y faciles de
olvidar. Por el contrario, la creacion de la memoria no declarativa tiende a exigir repeticion
y practica durante mucho tiempo, pero después es mas dificil de olvidar. La adquisicion de
la memoria a corto plazo o aprendizaje, tiene lugar mediante una modificacion fisica del
cerebro causada por la informacion sensorial entrante. Los recuerdos se mantienen durante
algin tiempo, sin necesidad de ningin refuerzo, pero se consideran de corta duracion
porque se olvidaran a menos que se consoliden en la memoria a largo plazo. La adquisicion
de la memoria, tiene lugar al modificarse la transmision sinaptica entre neuronas y la
consolidacion sinaptica de la memoria a largo plazo requiere, ademas, una nueva expresion

genética y sintesis de proteinas (86).

La porcion medial del 16bulo temporal contiene la corteza temporal, que puede ser un lugar
de almacenamiento de la memoria a largo plazo, y un grupo de estructuras interconectadas
con la neocorteza que son fundamentales para la formacion de los recuerdos declarativos.
La formacion de la memoria, la retencion y la recuperacion implican a un sistema de areas
cerebrales conectadas entre si. El 16bulo temporal medial es importante para la memoria
declarativa, y dentro de esta region del cerebro el hipocampo forma parte esencial. En

roedores, el hipocampo es importante para la memoria espacial. El hipocampo es una
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region cerebral involucrada en los procesos de la memoria. Estd formado por dos laminas
finas de neuronas plegadas una sobre otra. Una de las ldminas se denomina circunvolucion
dentada, y la otra recibe el nombre de asta de Ammon (CA). De las cuatro divisiones de la
asta de Ammon, las divisiones CA3 y CA1 estan vinculadas con conexiones importantes.
Una aferencia (entrada) importante al hipocampo es la corteza entorrinal. Esta corteza envia
informacion al hipocampo a través de un haz de axones denominado via perforante; estos
axones establecen sinapsis con neuronas de la circunvolucion dentada que emiten axones
(denominados fibras musgosas) que establecen sinapsis con células de CA3. Estas células
emiten axones que se ramifican. Una de las ramas deja el hipocampo a través del fornix; la

otra rama, denominada colateral de Schaffer, establece sinapsis con las neuronas de CA1l

(86).

2.2.4 Efecto del AE sobre la funcion cognitiva en el envejecimiento

Un estudio en ratas Sprague-Dawley envejecidas de 20 meses de edad, evalud los efectos
del AE durante 60 dias, sobre la actividad motora, la exploracion y el rendimiento
cognitivo. Los animales fueron evaluados mediante el LAM, la prueba de evitacion pasiva,
prueba de campo abierto y tareas de coordinacion sensoriomotora (prueba de puentes y
escalas de Marshall). Después, los animales fueron sacrificados para las determinaciones
del contenido de glutation y la actividad especifica de la colina acetiltransferasa (ChAT por
sus siglas en inglés) en el cerebro, la cual es una enzima involucrada en la sintesis del
neurotransmisor acetilcolina y relacionada con la memoria. Los resultados después de la
primera evaluacion antes del AE, mostraron que las ratas envejecidas tuvieron
heterogeneidad en los patrones de comportamiento como la observada en humanos.
Mientras que, el AE modifico la actividad de exploracidon, la cognicidn, las funciones
motoras y los marcadores bioquimicos del glutation y la actividad especifica de ChAT en el
cerebro, en las ratas envejecidas y no envejecidas, pero los cambios alcanzaron una
relevancia significativa para el Gltimo grupo. Por lo que, el AE en un cerebro envejecido
puede causar plasticidad y el control de los niveles de estrés oxidativo, tras una

estimulacién ambiental adecuada (9).
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2.3 Planteamiento del problema

El envejecimiento es un proceso degenerativo que desencadena multiples enfermedades
relacionadas con el avance de la edad y una mala calidad de vida en los individuos. La
OMS estima que entre 2020 y 2030, el porcentaje de habitantes del planeta mayores de 60
afios aumentara un 34%. En México, el CONAPO estima una incidencia de 15.6% mujeres
y 13.7% hombres mayores de sesenta afios con respecto a la poblacion total, lo que sitta al

pais frente a un problema de salud publica que debe atenderse (39).

En el envejecimiento existe un desequilibrio de la funcion redox en las células e induce al
aumento de las EROs, lo que causa estrés y dafio oxidativo. Hoy en dia, se han propuesto
algunas terapias no farmacoldgicas para retardar o inhibir el proceso del envejecimiento,
sin embargo, no existe un tratamiento oficial para el manejo del envejecimiento. Algunas
de las terapias que se encuentran en estudio, se enfocan en la disminucién de la progresion
del estrés y dafio oxidativo en el organismo, y el deterioro cognitivo, por ejemplo, el Al y el

AE.

En relacion al AE con ejercicio aerdbico, en ratas Wistar, ha mostrado que disminuye el
MDA en el hipocampo y evade la deficiencia de memoria a corto y largo plazo (29). En
ratas Sprague-Dawley envejecidas de 20 meses de edad, que tuvieron AE durante 60 dias,
disminuyeron el nivel de glutation y la actividad especifica de ChAT en el cerebro, mejord
la actividad de exploracion, la cognicion y las funciones motoras (9). En cuanto al Al, un
estudio con ratones CD-1 de mediana edad que tuvieron ADA durante 11 meses,
disminuyeron significativamente los niveles de glutation disulfuro, 4HNE y nitrotirosina en
proteinas, en la corteza cerebral. Mayor aprendizaje y memoria, una capa de células
piramidales CA1 mas gruesa, mayor expresion de drebrina (proteina dendritica) (23). Otro
estudio en ratas Sprague-Dawley, que tuvieron ADA desde los 2 meses hasta los 24 meses
de edad, redujeron el nivel de inflamacion, los niveles de glutation oxidado, 4HNE y
proteinas carbonilo, y aumentaron los niveles de glutation reducido en el corazon (4). Por lo
cual, es importante valorar si estas terapias de Al y de AE en conjunto, promueven la
defensa antioxidante especificamente en érganos mayormente relacionados con el estrés y

dafio oxidativo, como el higado, cerebro y musculo.
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Por consiguiente, el problema que aborda este estudio es conocer si el tratamiento no
farmacoldgico combinado de Al y AE con ejercicio voluntario, aumenta mayormente la
defensa antioxidante, reduce el estrés y dafio oxidativo en el cerebro, higado y musculo, y
mejora la funcidon cognitiva en ratones en proceso de envejecimiento, en comparacion de
ambos tratamientos por separado, con el fin de encontrar un tratamiento con mayor €xito

para la disminucion de la progresion o incluso la inhibicion del envejecimiento.

III JUSTIFICACION

A nivel mundial, la poblacion adulta mayor en los tltimos afios ha presentado un aumento
descontrolado en comparacioén con otros grupos de edad, lo que es un creciente problema

de salud mundial con grandes implicaciones a nivel individual y en la sociedad.

Los tratamientos alternativos no farmacologicos que puedan coadyuvar en el tratamiento
del envejecimiento y mejorar la calidad de vida de los individuos, es un tema de
investigacion de gran relevancia. Actualmente, el Al y el AE con ejercicio regular han
demostrado efectos benéficos para reducir los niveles del estrés y dafio oxidativo en el
organismo, ya que disminuyen los productos de la peroxidacion lipidica, oxidacion de
proteinas (proteinas carboniladas), y aumentan la produccion de enzimas antioxidantes.
Asimismo, el AE con ejercicio voluntario, ha demostrado efectos benéficos para disminuir
la progresion del dafio cognitivo en el envejecimiento, mediante la mejora de la memoria
espacial y el aprendizaje. No obstante, son pocos los protocolos a largo plazo de Al y AE
que se han realizado en roedores, por lo cual un tratamiento crénico de Al en combinacion
con un AE-EV es importante para continuar investigando los beneficios de ambos
tratamientos. Por tal motivo, este proyecto propone evaluar el efecto del tratamiento no
farmacologico cronico combinado de Al y AE con ejercicio regular voluntario, sobre el

estrés y dafio oxidativo, y la funcion cognitiva, en ratones en proceso de envejecimiento.
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IV HIPOTESIS

El tratamiento crénico-combinado de Al mas AE-EV, disminuyen el estrés y dafo

oxidativo y mejora la funcidon cognitiva en ratones en proceso de envejecimiento.

V OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto del tratamiento cronico-combinado de Al con AE-EV, sobre el estrés y

dafio oxidativo y la funcion cognitiva en ratones en proceso de envejecimiento.
5.1.1 Especificos

1. Evaluar la funcidon cognitiva mediante las pruebas de campo abierto,
reconocimiento del objeto novedoso y el laberinto de agua de Morris, en ratones en
proceso de envejecimiento en condiciones de Al combinado con un AE y ejercicio

voluntario.

2. Evaluar el estrés oxidativo mediante la cuantificacion de antioxidantes totales en
cerebro e higado, en ratones en proceso de envejecimiento en condiciones de Al

combinado con un AE y ejercicio voluntario.

3. Evaluar el dano oxidativo mediante la concentracion de MDA en cerebro, higado y
musculo, en ratones en proceso de envejecimiento en condiciones de Al combinado

con un AE y ejercicio voluntario.
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VI MATERIALES Y METODOS

6.1 Tipo y disefio de estudio

El protocolo de este estudio fue previamente aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL). El presente estudio es de tipo

experimental.
6.2 Seleccion de la poblacion, criterios de inclusion y exclusion
e C(riterios de inclusion: Ratones de cepa C57BL/6J con 3 meses de edad (adultos).

e C(riterios de exclusion: Ratones de cepa C57BL/6J que enfermaron repentinamente.

6.3 Tamafio de muestra y muestreo

Se utilizaron 20 ratones macho y hembras de la cepa C57BL/6J adquiridos en el bioterio de
The Jackson Laboratory®. Los animales se mantuvieron en cuartos con una temperatura de
18-23 °C, una humedad relativa de 40-70%, un ciclo de luz oscuridad de 12h, con libre
acceso a agua y alimento, de acuerdo al CICUAL. Se formaron 4 grupos; control; Al; AE-
EV; AI+AE-EV en forma aleatoria. La duracion de los tratamientos fue de 8 meses a partir
de los 3 meses de edad, considerados como ratones adultos maduros de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (87). Para el grupo de Al, los ratones tuvieron una dieta
estandar ad libitum con ayuno alternado de 24 horas cada 2-3 dias: lunes (ayuno a partir de
las 10 am), martes (alimentacion ad libitum a partir de las 10 am), miércoles (alimentacion
ad libitum), jueves (ayuno a partir de las 10 am), viernes, saibado y domingo (alimentacion
ad libitum). En cuanto al grupo de AE-EV, los ratones tuvieron una dieta estandar ad
libitum y fueron alojados en cajas (3 ratones del mismo sexo por caja) con tinel y rueda

(Tabla 1).
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Tabla 1. Grupos experimentales

Grupo Tratamiento
Dieta Alojamiento
Control Estandar (alimentacion ad libitum) caja estandar

Estdndar + Al 24h alternado con . ,
Al . ., o caja estandar
alimentacion ad libitum

AE - EV Estandar (alimentacion ad libitum) caja con tinel y rueda

Estdndar + Al 24h alternado con

AL+ AE - EV alimentacion ad libitum

caja con tunel y rueda

Al término del tratamiento se realizaron diferentes pruebas conductuales, por cada ratoén de
cada grupo; la prueba de campo abierto con duraciéon de 5 minutos, la prueba de RON la
cual se llevo a cabo en dos dias con duracion de 5 minutos y la prueba del LAM realizada
en dos fases: la fase de entrenamiento durante 5 dias, y la fase final realizada en el sexto dia
durante 1 minuto. Posteriormente, al término de las pruebas conductuales los animales
fueron sacrificados mediante dislocaciéon cervical y se extrajeron diferentes tejidos
(cerebro, higado y musculo), mismos que fueron almacenados a -80 °C. Posteriormente, se
evalu¢ el estrés oxidativo mediante la prueba de la capacidad antioxidante total en cerebro e
higado, y se evalud el dafio oxidativo mediante la concentracion de MDA en cerebro,

higado y musculo.
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6.4 Definicion de variables dependientes e independientes

Tabla 2. Definicion de variables (dependientes e independientes)

Variable Definicion conceptual Deﬁmg on Umda.d de
operacional medida
Dependientes
Los antioxidantes protegen a las .
. .. , X °s proteg Marcador del nivel y
Capacidad antioxidante células de los dafios causados por las uM
2 ..~ estado redox en la
total ERO que se producen en la oxidacion
muestra.
celular (88).
La peroxidacion lipidica es una
Sustancias reactivas al reaccion cuando  existe estrés Marcador para
acido tiobarbiturico oxidativo. El MDA, es producto de la determinar el dafio = Nmol/mg de
(MDA) peroxidacion lipidica y principal oxidativo en la proteina
sustancia que reacciona al dacido muestra.
tiobarbiturico (TBA) (89).
Tiempo en segundos
durante el cual el
raton se encuentre en
la zona centro o Tiempo (s)
Marcador para evaluar la funcién periferia. Nimero de . P
.. o Distancia (cm)
cognitiva. Técnica empleada en entradas en la zona .
., . Velocidad
roedores para evaluar la locomociéony centro. Velocidad
. . o (cm/s)
Campo abierto el comportamiento similar a la total en cm/s durante ,
. . Numero de
ansiedad, de acuerdo a la preferencia toda la  prueba. entradas
o no del roedor por explorar el Distancia recorrida ,
Numero de
entorno (80). en cm durante toda la .

, levantamientos
prueba. Numero de
levantamientos
durante  toda la
prueba.

Marcador para evaluar la funcion
cognitiva. Técnica empleada en Tiempo en segundos
Reconocimiento del roedores para evaluar la memoria, se durante el cual el .
. A \ Tiempo (s)
objeto novedoso basa en la preferencia innata del raton se encuentre
roedor de explorar el objeto nuevo en entre el objeto 1 y 2.
lugar del familiar (81).
Tiempo en segundos
., durante el cual el
Marcador para evaluar la funcion ] .
. .. ratbon  recorra la Tiempo (s)
. cognitiva. Técnica empleada en . . . .
Laberinto de agua de . piscina hasta Distancia (cm)
. roedores para evaluar las habilidades .
Morris . . . encontrar la Velocidad
de memoria de referencia espacial . .
plataforma. Distancia (cm/s)

(90).

recorrida  en cm
durante el cual el
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ratbn  recorra la
piscina hasta
encontrar la
plataforma. Tiempo

en segundos durante
el cual el raton se
encuentre nadando en
alguno de los
cuadrantes.
Velocidad total en
cm/s durante toda la
prueba.

Independientes

Ayuno intermitente

Marcador de inhibicién del dafio
oxidativo. Periodo en el que se
alternan periodos de ayuno y
alimentacion (14).

Calendarizacion del
ayuno intermitente
medido en periodos
de 24 horas, en una
proporcion  5:2 (5
dias de alimentaciéon
ad libitum
intercalados con 2
dias de ayuno).

Tiempo (h)

Ambiente
con ejercicio voluntario

enriquecido

Marcador de inhibicién del dafio
oxidativo. Condicioén de alojamiento.

Técnica  de  acondicionamiento
aplicada en animales de laboratorio
para la estimulacion sensorial,

cognitiva y motora (24).

Calendarizacion del
ambiente enriquecido

con ejercicio
voluntario medido en
dias, durante un

periodo de 8 meses.

Tiempo (dias)
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6.5 Diagrama de disefio experimental

Elaboracidn del protocolo de investigacion

Grupo Al + AE - EV
4 ratones C57BL/G

T
X

Dieta estandar con Al
de 24 h altemado

Alojamiento en caja
con tanel y rueda

v
Aprobacion del protocolo por el Comité Intemo para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL)
!
Muestreo probabilistico en 20 ratones C57BL/6J de 3 meses de edad
!
| |
Grupo control Grupo Al Grupo AE - EV
4 ratones C57TBL/6 4 ratones C57TBL/6 4 ratones C57BL/6
! ! 1
Dieta estandar Dieta estandar con Dieta estandar
ad libitum Al de 24 h alternado ad libitum
Alojamiento en caja o . I .
N Alojamiento en caja Alojamiento en caja
estandar . .
- estandar con tdnel y rueda
] Tratamiento 8 meses |

Evaluacion de funcion Evaluacion de estrés y dafio

cognitiva: oxidativo:
«Campo abierto [ sacrificio ] » +Capacidad antioxidante total
*Reconocimiento de objeto *Malondialdehido

novedoso
*Labennto de agua de Moms

Figura 5. Disefio experimental.

Analisis
estadistico
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6.6 Evaluacion de la funcidn cognitiva

6.6.1 Campo abierto
PRINCIPIO

El patron de locomocion son manifestaciones indicativas de alteraciones en procesos
neurologicos indicando una funcion cerebral anormal. Un laberinto de campo abierto
consiste en un area lo suficientemente grande, rodeada de paredes que tienen la altura
adecuada para evitar que el sujeto escape. Los roedores por naturaleza muestran distintas
aversiones a entornos grandes, bien iluminados, abiertos y desconocidos, por lo que dichas
caracteristicas se incorporan en la prueba de campo abierto con el fin de evaluar la
actividad exploratoria y el comportamiento similar a la ansiedad. Los roedores que
manifiestan signos de comportamiento parecido a la ansiedad presentan tigmotaxis,
permaneciendo mas cerca de las paredes de la periferia. La prueba se lleva a cabo en el
mismo dia, el animal se coloca en una caja durante 5 minutos y se le permite explorar el
espacio, libre de distractores y objetos. La prueba se basa en evaluar el tiempo que pasa el

roedor en la periferia o el centro de la caja, y el numero de levantamientos (80,84,91).
MATERIALES

1. Caja de campo abierto, de plastico gris (50 cm x 50 cm x 50 cm).
2. Céamara digital (USB 2.0 VGA UVC WebCam) montada con un soporte propio de
la camara, enfocada en direccion hacia el piso y sobre la caja de campo abierto.

3. Software ANY-maze video tracking system version 6.34

PROCEDIMIENTO

1. Antes de la prueba, se mantuvieron a los ratones durante 15 minutos en la sala de

pruebas para su aclimatacion.
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La prueba se realiz6 de forma individual, por cada raton. Al inicio de cada prueba,
se limpio la caja de campo abierto con un pafio y etanol al 70%, con la finalidad de

eliminar orina, heces y olores del raton anterior.

Se conect6 la camara a la computadora a través de un cable USB, con el fin de

sincronizar la camara con el software.

Con el software ANY-maze, se recopilaron diversos datos de la grabacion de la
actividad locomotora de cada raton, en relacion al tiempo y entradas en la periferia
y el centro, la distancia recorrida total, el nimero de levantamientos y diagramas

representativos del camino recorrido durante la prueba de campo abierto.

Al mismo tiempo de colocar al raton en la caja de campo abierto se activod la
grabacion y se permitid que el raton explorara su entorno durante 5 minutos.

Durante el tiempo de grabacion el operador se apart6 de la sala de prueba.

Después de los 5 minutos de grabacion la prueba automdaticamente finaliz6 y el

raton fue retirado de la caja de campo abierto.

Para finalizar, el raton se colocé nuevamente en su respectiva caja de alojamiento.

Figura 6. Representacion grafica de prueba de campo abierto.
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6.6.2 Reconocimiento del objeto novedoso

PRINCIPIO

El reconocimiento del objeto novedoso se utiliza para evaluar el comportamiento de los
roedores sobre la memoria de reconocimiento. La prueba se divide en dos fases: en el
primer dia (sesion de exploracion), al raton se le presentan dos objetos iguales, mientras
que, en el segundo dia (reaccidon a un objeto novedoso), uno de los objetos es reemplazado
por un objeto nuevo. La prueba se basa en la preferencia innata del roedor de explorar un
objeto novedoso en lugar de uno familiar. Por lo tanto, un roedor que recuerda el objeto
familiar pasard mas tiempo explorando el objeto nuevo. La exploracion del objeto se

defini6 de acuerdo al nimero de entradas (29,81).
MATERIALES

1. Caja de campo abierto, de plastico gris (50 cm x 50 cm x 50 cm).

2. Objetos iguales: dos vasos tequileros, objeto novedoso: mufieco de lego pequeio.

3. Cémara digital (USB 2.0 VGA UVC WebCam) montada con un soporte propio de
la camara, enfocada en direccion hacia el piso y sobre la caja de campo abierto.

4. Software ANY-maze video tracking system version 6.34.
PROCEDIMIENTO

1. La prueba de reconocimiento de objeto novedoso se realizd 24 horas después de la
prueba de campo abierto. Se realizd la prueba en la misma caja de la prueba de

campo abierto.

2. Se conectd la camara a la computadora a través de un cable USB, con el fin de

sincronizar la camara con el software ANY-maze.

3. Con el Software, se recopilaron datos de la grabacion sobre la actividad locomotora

de cada raton, en relacion al tiempo que pasé entre el objeto 1y 2, en ambos dias.
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4. Antes de la prueba, se mantuvieron a los ratones durante 15 minutos en la sala de

pruebas para su aclimatacion.

5. La prueba se realizé de forma individual, por cada raton. Al inicio de cada prueba,
se limpio la caja de campo abierto y los objetos con un pafio y etanol al 70%, con el

fin de eliminar orina, heces y olores del raton anterior.

6. En el primer dia, se realizo la sesion de exploracion, en donde se coloco al raton en
la caja con dos objetos iguales y se permitio que explorara su entorno durante 5

minutos (figura 7.A).

7. Al mismo tiempo de colocar al raton en la caja se activo la grabacion con la camara.
Durante el tiempo de grabacion el operador se apartd de la sala de prueba. Después
de 5 minutos la prueba automaticamente finaliz6 y el ratdn fue retirado de la caja de

prueba, y se colocd nuevamente en su respectiva caja de alojamiento.

8. Después de 24 horas, se realiz6 la sesion de prueba, en donde el objeto familiar
izquierdo fue reemplazado por un objeto nuevo, y se colocd nuevamente al ratén en
la caja de campo abierto durante 5 minutos (figura 7.B).

A) B)

# objeto reemplazado

Figura 7. Representacion grafica de prueba de reconocimiento de objeto novedoso. A) Primer dia. Sesion
de exploracion, con colocacion de dos objetos iguales. B) Segundo dia. Sesion de prueba, con colocacion de

un objeto familiar y uno nuevo.
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6.6.3 Laberinto de agua de Morris

PRINCIPIO

El aprendizaje y la memoria espacial se evalué con la prueba del laberinto de agua de
Morris, la cual consta de dos fases: a) fase de entrenamiento llevada a cabo en 5 dias; y b)
fase de prueba final realizada al sexto dia. En la fase de entrenamiento, se oculta debajo del
agua una plataforma en el cuadrante blanco, por dia se realizan 4 ensayos, y en cada ensayo
se coloca al raton en un cuadrante distinto. En la segunda fase, se realiza la prueba final en
donde la plataforma es retirada de la piscina y el ratén se coloca en la piscina durante 1
minuto. En principio, el animal podria escapar del agua nadando al azar o siguiendo rutas
de busqueda no sistemadticas a lo largo de la piscina; pero en la practica, los animales sanos
aprenden rapidamente a nadar hacia la plataforma desde cualquier posicion inicial en la
circunferencia de la piscina. La direccionalidad precisa de su comportamiento de escape (y
otras medidas de rendimiento) proporcionan evidencia de que los animales escapan

aprendiendo la posicion espacial de la plataforma en relacion con las sefiales distales (90).
MATERIALES

1. Camara digital (USB 2.0 VGA UVC WebCam) montada con un soporte propio de
la camara, enfocada en direccion hacia el piso y sobre la caja de campo abierto.
Software ANY-maze video tracking system version 6.34.

Piscina circular inflable de 110 cm de diametro.

Plataforma circular de pléstico de 10 cm de diametro.

Pintura textil blanca no téxica (PintArt ®)

A

Senales proximales elaboradas con papel cartulina, y sefiales distales elaboradas con
tela tipo lona.

7. Léampara de calor.
PROCEDIMIENTO

1. La piscina se llen6 con agua del grifo. Al agregar una pintura blanca no tdxica, el

agua se hizo opaca y se mantuvo en 20°C durante todos los dias de prueba. Se
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afladieron sefiales proximales sobre el contorno de la piscina, y las sefales distales

se colocaron como paredes alrededor de la piscina (figura 8.A).

Antes del inicio de cada dia de prueba, se mantuvieron a los ratones durante 15
minutos en la sala de prueba para su aclimatacion. Durante todo el periodo de
prueba, se mantuvo a los ratones frente a una lampara de calor entre los diferentes

ensayos para prevenir hipotermia después de haber sido retirados del agua.

Se conect6 la camara a la computadora a través de un cable USB, con el fin de

sincronizar la camara con el software.

Con el software de video ANY-Maze, se dividid la piscina en cuatro cuadrantes
virtuales: cuadrante 1 (cuadrante blanco), cuadrante 2, cuadrante 3 y cuadrante 4
(figura 8.B). Se registrd la latencia de escape, la velocidad de nado, la distancia

recorrida y el tiempo en cuadrantes.

Cada ratén tuvo 5 dias de entrenamiento en la piscina, por dia recibié 4 ensayos con
un intervalo de descanso de 10 minutos entre cada ensayo. Posteriormente, 24 horas

después del ultimo ensayo de entrenamiento, se realizo la prueba final.

En la fase de entrenamiento, se sumergi6 la plataforma dejando 2 cm entre la
superficie del agua, de manera que la plataforma se ocult6. Mientras que, en la fase

de la prueba final la plataforma fue retirada.

En cada ensayo el ratén se introdujo de frente a la pared de la piscina, desde una
posicion diferente (NE, noreste; S, sur; SO, suroeste; E, este). Mientras que, la
ubicacion de la plataforma se mantuvo en el cuadrante blanco (posicion NO,

noroeste) en todos los ensayos (tabla 3).

Al momento de colocar al ratéon en la piscina se activo la grabacion de la cadmara.
Durante el tiempo de grabacion el operador se aparté de la sala de prueba.
Finalizado el tiempo de prueba, la grabacion automaticamente se detuvo y el raton
fue retirado de la piscina con ayuda de una rejilla. Luego, se colocd nuevamente en

su respectiva caja de alojamiento bajo el calor de la ldmpara.
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9. En el dia uno de entrenamiento, en el primer ensayo se dio un lapso de un minuto
para que el raton encontrara la plataforma. Si no encontraba la plataforma al minuto,
se recogia al raton con la rejilla y se colocaba sobre la plataforma por unos
segundos antes de sacarlo. En los siguientes ensayos de entrenamiento, se dejo
nadar al ratén por un lapso maximo de un minuto hasta encontrar la plataforma. Si
el raton encontraba la plataforma antes del minuto la prueba finalizaba
automaticamente, o si al pasar el minuto no hallaba la plataforma unicamente se

retiraba de la piscina.

10. Finalmente, en el dia de la prueba final, el raton nadé durante un minuto y

posteriormente fue retirado de la piscina con la rejilla.

[] cusdsantes2.3,4

Cuadrante blanco (con ¥ sin
platzforma}

Figura 8. Representacion grafica de prueba del laberinto de agua de Morris. A) Adecuacion de piscina,

con sefiales y pintura. B) Ejecucion de la prueba.
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Tabla 3. Ensayos durante la fase de entrenamiento

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
Dia de
prueba Posicion  Posicion  Posicion  Posicion  Posicion Posicion Posicion  Posicion
inicial meta inicial meta inicial meta inicial meta

1 NE NO E NO S NO SO NO
2 S NO NE NO SO NO E NO
3 SO NO S NO E NO NE NO
4 E NO SO NO NE NO S NO
5 SO NO NE NO S NO E NO

Prueba SE removida

final

6.7 Evaluacién del estrés oxidativo

6.7.1 Homogeneizacidn de las muestras
Para el homogeneizado de las muestras de tejido se realizo lo siguiente:

1. Los tejidos previamente pesados se colocaron en tubos Falcon de 50 ml.
2. Se agregd solucion PBS 1X pH 7.4 en proporcion (1.5 g de peso — 2.25 ml).

3. Se homogeneizaron las muestras utilizando un homogeneizador (WiseTis HG-15D),

y se mantuvieron en hielo previo a su evaluacion.
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6.7.2 Cuantificacién de antioxidantes totales

PRINCIPIO

La determinacion de la capacidad antioxidante total mide coémo un agente oxidante induce
dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en presencia de un
antioxidante, aunque también se pueden basar en la cuantificaciéon de los productos
formados de la accion antioxidante. El kit de capacidad antioxidante total (Sigma-Aldrich
MAK334), mide la capacidad del antioxidante para reducir el Cu®>* a Cu’. El Cu" resultante
forma un complejo que se lee a 570 nm. La intensidad de coloracion es proporcional a la
capacidad antioxidante total en la muestra. El kit utiliza 20 pLL de muestra y tiene un rango

de deteccion lineal de 1,5 a 1000 uM equivalentes de Trolox (88).
PROCEDIMIENTO

1. Preparacion de los reactivos: Se nivelaron todos los componentes a temperatura

ambiente. Se centrifugaron brevemente el reactivo B y el estandar antes de abrirlos.

2. Preparacion de la mezcla de reaccion: Por cada pocillo de muestra y estandar, se

mezcld: 100 pL de Reactivo A y 8 uLL de Reactivo B.

3. Preparacion de los estandares de Trolox: Se prepararon 250 pL de un estandar
Trolox de 1 mM combinando 5 pL de estandar con 245 pL de agua ultrapura. Se

diluyeron los estandares en tubos de centrifuga de 1,5 ml como se describe:
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Tabla 4. Preparacion estandar de curva de calibracion de
antioxidantes totales

Tub Estiandar Trolox 1 Agua

0 mM ultrapura Trolox pM
1 100 uL 0 uL 1000

2 60 uL 40 uL 600

3 30 uL 70 uL 300

4 0 uL 100 uL 0

4. Preparacion de la reaccion de ensayo: Los tubos con el homogeneizado inicial se
centrifugaron durante 10 min a 14000 rpm a 7 °C. Luego, se transfirieron 20 pL del

sobrenadante por muestra en los pocillos de la microplaca, por duplicado.

5. Posteriormente, se transfirieron 20 pL de estdndar diluido a la microplaca. Y, a
todos los pocillos con muestra o estandar se afiadieron 100 pL de mezcla de

reaccion.

6. Por ultimo, se golped ligeramente la placa para mezclar y se incub6 durante 10

minutos a temperatura ambiente. Al finalizar, se midio6 la absorbancia a 570 nm.

6.8 Evaluacion del dafio oxidativo
6.8.1 Cuantificacion de malondialdehido (MDA)
PRINCIPIO
La interaccion de 4cidos grasos poliinsaturados con EROs, resulta en peroxidacion lipidica.
Esta técnica es una herramienta conveniente para la deteccion de subproductos de la
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peroxidacion lipidica como el MDA y el 4-HNE. El MDA en la muestra reacciona con el
acido tiobarbiturico (TBA, por sus siglas en inglés) en presencia de calor, cada mol de
MDA reacciona con dos moles de TBA para generar un aducto MDA-TBA, el cual produce
un compuesto de coloracion roja, cuantificable espectrofotométricamente a 532 nm de

absorbancia (89,92).

PROCEDIMIENTO

En tubos de 1.5 ml se colocaron 50 puL del homogenizado y 100 pL de soluciéon TBA (pesar
para 5 mL: 0.025 g de TBA, 0.8 de TCA y 100 puL de HCI concentrado) por duplicado, para
el blanco se colocaron 50 pL de agua desionizada, en lugar del homogenizado. A todas las
muestras y a los blancos se les agregd 2.5 pL de solucion de BHT (pesar para 1 mL: 0.006
g de BHT, 1 mL de metanol). Las mezclas se homogeneizaron con la ayuda del vortex y se
colocaron en bafio Maria a 90 °C durante 40 minutos. Una vez concluido el tiempo se
colocaron en hielo para detener la reaccion y en seguida se centrifugaron a 5000 RPM
durante 10 minutos a 3 °C. Por ultimo, se colocaron 80 pL. de muestra en la microplaca y se

leyeron inmediatamente a 532 nm.
6.9 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos, las medias de los grupos fueron comparadas
mediante un andlisis de varianza (ANOVA) de una o dos vias, con el paquete estadistico
GraphPad Prism 5 version 5.01, seguido de una prueba de Bonferroni para comparaciones
multiples con un nivel de significancia del 95% (p<0.05). Para el analisis estadistico de los
datos de la prueba de reconocimiento del objeto novedoso, las medias de los grupos del

objeto conocido y novedoso fueron comparadas con una prueba T de Student para cada

grupo.
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VII RESULTADOS

7.1 Determinacion de la funcion cognitiva

7.1.1 Prueba de campo abierto

La prueba de campo abierto fue realizada para determinar un comportamiento similar a la
ansiedad y la actividad locomotora considerando la velocidad y la distancia en los
diferentes grupos de ratones (figura 9). De acuerdo a la prueba de campo abierto, la
ansiedad en los roedores se puede medir colocando al animal en un espacio abierto y
desconocido durante cierto tiempo, cuando un ratén presenta un comportamiento similar a
la ansiedad particularmente pasara mas tiempo en la periferia, por el contrario, cuando un
raton no presenta ansiedad su habilidad de exploracion no se ve afectada y pasa tiempo en
el centro (84). En cuanto a los resultados de esta prueba, en el panel G de la figura 9, se
muestra un ejemplo representativo de la trayectoria de un ratébn por cada grupo; los
tratamientos no-farmacoldgicos mostraron una tendencia a disminuir el tiempo en la
periferia, incrementando el tiempo y las entradas en el centro, aunque no mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (figura 9 A-C). La velocidad y
la distancia total recorrida fue similar en el tratamiento de Al y en el tratamiento de AE-
EV, a excepcion de la combinacion de ambos tratamientos Al + AE-EV que present6 una
tendencia al aumento, aunque ningin grupo mostré diferencias estadisticamente
significativas (figura 9 D-E). Finalmente, los ratones con terapia combinada de Al + AE-
EV presentaron un incremento en el nimero de levantamientos 3.1 veces mas en

comparacion con el grupo control (p = 0.025).
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Figura 9. Efecto de la combinacién de AI + AE-EV en la prueba de campo abierto sobre la actividad
locomotora y el comportamiento similar a la ansiedad, en ratones en proceso de envejecimiento. La
prueba de campo abierto fue realizada para evaluar la ansiedad de los ratones de los diferentes grupos. Los
resultados se expresaron como media = DE (n=4), se realiz6 la prueba estadistica de ANOVA de una via,
seguido de una prueba de comparacion multiple Bonferroni. Se representa en el panel A) El porcentaje del
tiempo en la periferia; en el B) El porcentaje del tiempo en el centro; en el panel C) El numero de entradas en
el centro; en el panel D) La velocidad durante la prueba, en el panel E) La distancia total recorrida; en el
panel F) El nimero de levantamientos, en donde p <0.05 en el grupo Al + AE-EV vs control, y en el panel
G) Trayectos representativos recorridos por los ratones durante la prueba de campo abierto de acuerdo al

grupo de tratamiento.
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7.1.2 Prueba de reconocimiento del objeto novedoso (RON)

En los roedores, la memoria a corto plazo se puede medir mediante el reconocimiento de
objetos, cuando el animal no presenta déficit de memoria a corto plazo muestra preferencia
por explorar un objeto nuevo en lugar de un lugar previamente explorado (81). Como se
muestra en la figura 10 A, en el dia de entrenamiento, el grupo control tuvo 1.24 veces
menos numero de entradas en el objeto dos Vs objeto uno (p = 0.0289). En tanto, el dia de
prueba presentado en la figura 10 B, se observa que el grupo de AE-EV disminuy6
significativamente 1.37 veces el numero de entradas de exploracion en el objeto 2 vs el
objeto uno (p = 0.0174). El resto de los grupos no presentaron diferencias significativas en

el reconocimiento del objeto novedoso.
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Figura 10. Efecto de la combinacion de Al + AE-EV en la prueba de RON, sobre la memoria de
reconocimiento en ratones en proceso de envejecimiento. Los resultados se expresaron como media = DE
(n=4), se realizaron Pruebas T de Student, no pareadas. Se puede observar A) Dia de entrenamiento: valores
de p <0.05 fueron considerados estadisticamente significativos y se describen en las siguientes
comparaciones: a: control obj 2 vs obj 1 B) Dia de prueba: valores de p <0.05 fueron considerados

estadisticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a: AE-EV obj 2 vs obj 1.
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7.1.3 Prueba del laberinto de agua de Morris (LAM)

La prueba del laberinto de agua de Morris se utilizd para examinar el rendimiento de la
memoria de referencia espacial a largo plazo en los cuatro grupos experimentales (90). En
la fase de entrenamiento de cinco dias sobre la latencia de escape (figura 11 A), se evaluo el
aprendizaje espacial de acuerdo al tiempo para encontrar la plataforma oculta, utilizando
sefiales proximales y distales: en donde se observaron latencias de escape significativas
gradualmente menores conforme al transcurso de los dias en el grupo de Al, el grupo de
AE-EV y el grupo control (p < 0.0001). EI grupo de Al en el dia 5, tuvo una latencia de
escape significativa 4.34 veces menor respecto al dia 1 (p < 0.05) en el mismo grupo; el
grupo de AE-EV en el dia 5, tuvo una latencia de escape significativa 3.98 veces menor
respecto al dia 1 (p < 0.05), mientras que el grupo de Al + AE-EV no disminuy0¢ el tiempo
de escape al comparar el dia 1 vs dia 5 respectivamente; el grupo control en el dia 5, tuvo

una latencia de escape significativa 3.96 veces menor respecto al dia 1 (p < 0.05).

Al comparar las latencias de escape entre los diferentes grupos; el grupo combinado de Al
+ AE-EV en el dia 1, tuvo un incremento significativo en la latencia de escape 1.52 veces
mayor VS el dia 1 del grupo control (p < 0.01), en el dia 5 tuvo una latencia de escape
significativa 3.95 veces mayor respecto al dia 5 del grupo control (p < 0.001). El grupo de
Al en el dia 5, tuvo una latencia de escape significativa 3.35 veces menor respecto al
mismo dia del grupo combinado Al + AE-EV (p <0.001). El grupo control de AE-EV en el
dia 5, tuvo una latencia de escape significativa 3.06 veces menor respecto al dia 5 del grupo

AL+ AE-EV (p < 0.001).

Continuando con la fase de la prueba final, se retird la plataforma y se permitioé a los
ratones nadar libremente en la piscina durante 60 segundos para evaluar la memoria de
referencia espacial a largo plazo. De acuerdo al tiempo que pasaron los ratones en el
cuadrante blanco (figura 11 C) se observa que el grupo de AE-EV pas6 2.77 veces mas
tiempo en el cuadrante blanco Vs el grupo control (p < 0.05), y 1.98 veces mas vs el grupo

combinado de Al + AE-EV (p <0.05).
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Al evaluar la distancia de nado en la fase de entrenamiento, se observaron gradualmente
distancias menores conforme al transcurso de los dias (figura 11 B), el grupo de Al
disminuy6 4.34 veces la distancia de nado en el dia 5 respecto vs el dia 1 (p < 0.05). El
tratamiento combinado Al + AE-EV disminuy¢6 1.64 veces la distancia de nado en el dia 5,
respecto al dia 1 (p < 0.05). Mientras que, el grupo AE-EV no present6 diferencias
significativas entre los dias. Y, el control disminuy6 3.96 veces la distancia de nado en el

dia 5, respecto al dia 1 (p < 0.05).

Al comparar las distancias de nado entre los diferentes grupos; el grupo de Al + AE-EV en
el dia 1 tuvo una distancia de nado significativa, 1.71 veces mayor respecto al dia 1 del
grupo control (p < 0.01), en el dia 5 tuvo una distancia de nado significativa 4.48 veces
mayor respecto al dia 5 del grupo control (p < 0.001). El grupo de Al en el dia 5 tuvo una
distancia de nado significativa 3.91 veces menor respecto al dia 5 del grupo Al + AE-EV (p
< 0.001). En el grupo de AE-EV en el dia 5 tuvo una distancia de nado significativa 3.00
veces menor respecto al dia 5 del grupo Al + AE-EV (p < 0.01). Finalmente, la velocidad
de nado en la fase de prueba final, no mostr6 diferencias significativas entre los grupos

(figura D).
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Figura 11. Efecto de la combinacion de AI + AE-EV en la prueba de LAM sobre el aprendizaje y la
memoria espacial, y la funcion motora en ratones en proceso de envejecimiento. Los resultados se
expresaron como media = DE (n=4), se realiz6 la prueba estadistica ANOVA de dos vias, seguido de una
prueba Bonferroni para el andlisis de latencia de escape, distancia y velocidad. Para el analisis de tiempo en
cuadrantes, se realizo la prueba estadistica ANOVA de una via para cada grupo, seguido de una prueba de
comparacion multiple Tukey. Se observa A) Latencias de escape. Entre los grupos por dia, los valores de p
<0.01 y p <0.001 fueron considerados estadisticamente significativos, y se describen en las siguientes
comparaciones: a: AI+AE-EV dia 1 vs control dia 1, b: AI+AE-EV dia 5 vs control dia 5, c¢: Al dia 5 vs
AI+AE-EV dia 5, d: AE-EV dia 5 vs AI+AE-EV dia 5. B) Distancia de nado. Entre los grupos por dia, los
valores de p <0.01 y p <0.001 fueron considerados estadisticamente significativos y se describen en las
siguientes comparaciones: a: AI+AE-EV dia 1 vs control dia 1, b: AI+AE-EV dia 5 vs control dia 5, c: Al dia
5 vs AI+AE-EV dia 5, d: AE-EV dia 5 vs AI+AE-EV dia 5. C) Cuadrante blanco. Entre los grupos, los
valores de p <0.05 fueron considerados estadisticamente significativos comparando: a: AE-EV vs control, b:
AE-EV vs AI+AE-EV. D) Velocidad de nado. El nimero de asteriscos indican el nivel de significancia, entre

los dias por grupo.
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7.2 Determinacion de la capacidad antioxidante total

Los antioxidantes protegen a las células de los dafios causados por especies reactivas de
oxigeno que se producen en reacciones de oxidacion en la célula. La capacidad antioxidante
total mide la capacidad que tiene el antioxidante de reducir Cu®" a Cu’ en diferentes tejidos.
En la figura 12 se observa la capacidad antioxidante total en cerebro e higado. De acuerdo a
nuestros resultados, no hubo diferencias significativas a nivel cerebral pero si a nivel
hepatico. El grupo de Al aument6 1.30 veces la capacidad antioxidante a nivel hepéatico vs
el grupo control (p <0.01), y 1.46 veces Vs el grupo AE (p <0.001). Asimismo, el grupo de
AI+AE-EV aument6 1.26 veces la capacidad antioxidante a nivel hepatico vs el grupo

control (p <0.01), y 1.41 veces Vs el grupo AE (p <0.001).
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Figura 12. Efecto de la combinacion de AI + AE-EV sobre la capacidad antioxidante total en cerebro e
higado, en ratones en proceso de envejecimiento. Los resultados se expresaron como media + DE (n=6-4),
se realizd una prueba estadistica de ANOVA de dos vias, seguido de una prueba de comparacion multiple
Bonferroni. No hubo diferencias significativas en cerebro, pero si en higado. En higado, los valores de p
<0.05 fueron considerados estadisticamente significativos y se describen en las siguientes comparaciones: a:

Control vs Al, b: Control vs AI + AE-EV, ¢: AE-EV vs Al d: AE-EV vs Al + AE-EV.

7.3 Determinacién del dafio oxidativo

La evaluacion del dafo oxidativo en tejidos se puede realizar mediante la deteccion de los
subproductos de la peroxidacion lipidica, por medio de la concentracion de MDA. De
acuerdo a nuestros resultados en las muestras de cerebro, higado y musculo (figura 13) se
observa que no hubo un aumento significativo de MDA en los diferentes tejidos. Lo que

indica que ninguno de los tratamientos ocasioné dafio oxidativo a estos tejidos.
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Figura 13. Efecto de la combinacion de AI + AE-EV sobre el dafio oxidativo (MDA) en cerebro e
higado, en ratones en proceso de envejecimiento. Los resultados se expresaron como media + DE (n=6-4),
se realizd una prueba estadistica de ANOVA de dos vias, seguido de una prueba de comparacion multiple
Bonferroni. La presencia de MDA en tejidos (nmol/mg) no presentd diferencias estadisticamente

significativas.

VIII DISCUSION

En el presente estudio, se trabajo con ratones de la cepa C57BL/6J a partir de los 3 meses
de edad, tratados con las terapias no farmacologicas de Al y AE-EV, y su combinacion,
durante 8 meses, evaluando al final del tratamiento la funcion cognitiva, la capacidad

antioxidante y el dafio oxidativo, en animales en proceso de envejecimiento a los 11 meses

de edad.

8.1 Impacto del Al y su combinacién con AE-EV en la funcidn cognitiva

El proceso normal de envejecimiento estd vinculado con la disminucion de habilidades
cognitivas, como la velocidad de procesamiento, la pérdida de la memoria y las funciones
ejecutivas (93). En este trabajo se evalud la funcion cognitiva a través de tres pruebas:
prueba de campo abierto, prueba de RON y prueba de LAM. Con base en la tendencia
natural en los roedores de presentar aversion a los espacios abiertos, se realizo la prueba de
campo abierto para evaluar la actividad locomotora, exploratoria y el comportamiento

similar a la ansiedad (80,84). Los roedores que ingresan con mayor frecuencia al centro y
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menor frecuencia en la periferia se consideran menos ansiosos (80,94). En nuestros
resultados, todos los grupos experimentales se comportaron muy similar al grupo control,
sin mostrar diferencias significativas en la distancia, la velocidad, las entradas centrales, el
tiempo en el centro y en la periferia. En tanto, el comportamiento de levantamientos
incremento significativamente en el grupo combinado de AI+AE-EV; este parametro es
indicativo de una mayor locomocién, exploracion y un menor nivel de ansiedad (83,95),
mostrando ademds que este grupo mantuvo una buena condicién motora de los ratones a los
11 meses de edad, equivalente a 38 a 47 afios en humanos. Aunque los grupos control de Al
y AE-EV no mostraron diferencias significativas, el comportamiento del grupo combinado
podria explicarse debido a que en roedores el Al ocasiona la deficiencia energética que
induce un efecto ansiolitico (96) dependiente del tiempo, sugiriendo la participacion de las
neuronas hipotalamicas que expresan el péptido relacionado con aguti (AgRP) y que son
fundamentales en el comportamiento de la alimentacion (97,98) y otras regiones del
cerebro involucradas en la disminucion de la ansiedad incluyendo al hipocampo ventral y la
amigdala (99). Igualmente, es de mencionar que el incremento de la actividad motora
relacionada a los levantamientos observados en el grupo combinado (AI+AE-EV), se ha
encontrado en roedores con ayuno agudo de 9 h (100), acompafiado con la disminucion de
la temperatura corporal, sugiriendo que podria relacionarse con la termogénesis muscular
(101), y la utilizaciéon de las reservas proteicas del organismo (102). Ademads, un ayuno
agudo de 48 h disminuye la expresion de oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) en el
nucleo paraventricular hipotalamico en ratas (103,104). El aumento de la actividad de
nNOS en el hipocampo durante el envejecimiento en roedores estd relacionado con la
neuroinflamacién, sin embargo, este efecto es revertido por un ADA durante 30 dias
disminuyendo la neuroinflamacion (105). Asimismo, la disminuciéon de ansiedad
presentada en este grupo combinado también pudiera tener la contribucion del AE que ha
mostrado en ratones de edad avanzada una disminucién del comportamiento similar a la
ansiedad y los niveles de expresion de nNOS en el cerebelo y el hipocampo (106). El
sistema Oxido nitrico esta relacionado con la regulacion de la memoria y el comportamiento

similar a la ansiedad (107), durante el envejecimiento, la produccion de NO y su precursor
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L-arginina disminuye (108), y los niveles de expresion del nNOS aumentan en el

hipocampo y el cerebelo en roedores de edad avanzada (106).

El grupo de AE-EV con una duracion de 8 meses no presento diferencia significativa en la
prueba de campo abierto. En contraste se ha reconocido que en roedores el AE-EV con una
duracion de 2-8 semanas esta relacionado con la disminucion de la ansiedad (109,110); por
tanto, se considera que el tiempo de exposicion cronico de AE-EV no permitié observar el
efecto esperado en la prueba de campo abierto. En el mismo sentido, estudios previos han
mostrado que el AE con ejercicio voluntario modula las regiones limbicas, regulando la
hiperactividad de la amigdala basolateral, e incrementando la activacién de la corteza

prefrontal medial (111), sitios en donde se modula la ansiedad (112).

Continuando con la evaluacién de la funcién cognitiva, se realizé la prueba de RON. Los
roedores presentan una tendencia innata a explorar mas tiempo un objeto novedoso que uno
familiar, por lo que la capacidad de discernir entre un objeto nuevo y uno conocido se
utiliza como referencia para evaluar la memoria de reconocimiento (81), esta capacidad de
reconocimiento de objetos depende de la integridad del l6bulo temporal medial en el
cerebro: especificamente del hipocampo y de la corteza perirrinal adyacente (113). En
nuestro estudio con ratones C57BL/6J adultos de mediana edad, el tratamiento de AE-EV
mostrd una deficiencia significativa en la memoria de reconocimiento, mientras que el resto
de las intervenciones no mejoraron esta memoria; lo cual pudo ser ocasionado por la
duraciéon de las intervenciones durante 8 meses, ya que podria haber alterado el
comportamiento de exploracion y en consecuencia la memoria de reconocimiento en esta
prueba, debido a que la mayoria de los estudios que muestran un efecto benéfico en la
memoria de reconocimiento tuvieron el AE de 4-8 semanas y sin modificaciones en la
exploracion (29,114). Se reconoce que, en roedores el AE puede causar cambios en el
comportamiento de exploracion, lo que obstaculiza la medicion de la memoria (9,115,116),
también, los efectos benéficos del AE sobre la memoria de reconocimiento podrian variar
debido a las diferencias en los protocolos respecto a los objetos utilizados, la duracion de la

intervencion, las cepas y la edad de los roedores (117).
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Finalmente, se realizo la prueba del LAM, la cual es una prueba ampliamente utilizada para
valorar trastornos neurologicos que incluyen el envejecimiento, midiendo el aprendizaje
espacial y la memoria espacial mediante la latencia de escape y el tiempo en el cuadrante
blanco respectivamente, lo que estd vinculado con la plasticidad sindptica en el hipocampo
y en el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), un receptor ionotropico del glutamato
vinculado a los procesos de memoria, aprendizaje y plasticidad sinéptica, teniendo el calcio

un papel clave en estos procesos (118).

El envejecimiento en los roedores disminuye el aprendizaje espacial mostrando latencias de
escape menores en la prueba de LAM (77). En la fase de entrenamiento se incluyen cuatro
ensayos por dia durante 5 dias consecutivos para evaluar la capacidad del animal de obtener
elementos espaciales, que posteriormente son utilizados para localizar la plataforma en la
prueba final (119,120). En el presente estudio, los grupos controles de Al y de AE-EV
mostraron latencias de escape menores a los cinco dias de evaluacion comparados con su
mismo grupo en dias anteriores, lo que indica que los tratamientos crénicos de Al y de AE-
EV tuvieron un aumento significativo en el aprendizaje espacial. Ademas, el grupo de AE-
EV mejor6 la memoria espacial a largo plazo al permanecer mas tiempo en el cuadrante
blanco en comparacién con el resto de los grupos. Este mismo resultado es acorde con
ratones de edad similar después de 6 meses de AE (8), resaltando que esta mejoria en la
memoria espacial estd acompafiada por una disminucién de la capacidad oxidativa en el
cerebro mediante la actividad de la citocromo ¢ oxidasa, sugiriendo que el AE ocasiona un
incremento de la eficiencia metabdlica con menor demanda de energia reduciendo las
necesidades metabolicas neuronales en el nucleo accumbens y el hipocampo dorsal, las
cuales estan involucradas en el proceso de memoria espacial (28,109) y asociadas al
aprendizaje (121). Ademas se ha mostrado que el AE acompafiado con actividad fisica
favorece la plasticidad sinaptica y el aprendizaje espacial en roedores (122), incluso la
intensidad del ejercicio modula la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), una neurotrofina expresada en la corteza cerebral y el hipocampo, relacionada con
la sinapsis neuronal (123), igualmente, el ejercicio modula la expresion del receptor tirosina
cinasa B (TrkB) que al formar un complejo con BDNF-TrkB favorece el aprendizaje, la

memoria espacial y el crecimiento neuronal (124,125).
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En nuestro estudio el grupo de Al durante 8 meses en ratones de mediana edad mostrd
mejoria en el aprendizaje, pero no mostréo mejoria en la memoria espacial en la prueba de
LAM. En contraste con nuestros resultados, hay efectos positivos en el aprendizaje y la

memoria espacial en ratones con esquemas de ADA durante 3-11 meses (23,126).

Los roedores con tratamiento combinado de AI+AE-EV durante 8 meses, no mostraron
mejoria significativa en el aprendizaje y la memoria espacial. En este caso, aunque el
control de AE-EV tuvo un efecto benéfico en la funcidon cognitiva consideramos que el
grupo de Al modificod el efecto sobre el aprendizaje y la memoria espacial; esto podria
explicarse debido a que la funcidn cognitiva con el ADA combinado con el ejercicio (tanto
el voluntario como el forzado) durante 6 semanas no mejora la memoria espacial ni los
niveles de BDNF en el hipocampo en ratas Wistar; ademas el ejercicio tanto voluntario

como forzoso mejora la funcidén cognitiva y la memoria espacial (127,128).

8.2 Efecto de la combinacion del Al con el AE-EV sobre la capacidad antioxidante y el
dafio oxidativo en tejidos

El envejecimiento involucra mecanismos vinculados a deterioro de la defensa antioxidante
y la sobreproduccion de EROs, lo que conlleva a un estado de estrés y dafio oxidativo en el
organismo (72-74). Las EROs causan peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, y
disminuye la defensa antioxidante enzimatica y no enzimatica (2,73,75,76); en roedores con
envejecimiento aumenta el nivel de MDA, proteinas carbonilo, disminuye la actividad de
glutation peroxidasa, que han asociado con una disminucion de la funcidén cognitiva (77).
En este estudio, se evalud la capacidad antioxidante en diferentes tejidos, observando un
aumento de esta a nivel hepatico después de ocho meses de Al y con la combinacion de
AI+AE-EV. En el Al la disminucidon de insulina y el incremento de cuerpos cetonicos
induce estrés oxidativo favoreciendo una respuesta adaptativa que aumenta la defensa
antioxidante y la activacion de los reguladores del mecanismo de proteccion celular como
el factor nuclear eritroide similar al factor 2 (Nrf2), sirtuinas, y cinasas activada por AMP

(129). Multiples estudios han demostrado el papel del ayuno como mecanismo de
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proteccion contra el estrés oxidativo al inducir diferentes vias moleculares que incluyen
Nrf2 (130). En modelos in vivo e in vitro el Al durante 24 h favorece la respuesta
antioxidante a nivel muscular a través de la induccion de genes dependientes de Nrf2
(glutation sintetasa, transferasa, peroxidasa) (131). Asimismo, el ADA durante 22 meses
protege del dafio oxidativo y la inflamacion en el corazoén (4) de ratones envejecidos.
Similares estudios concuerdan con lo descrito anteriormente respecto al aumento
antioxidante en higado en condiciones de restriccion caldrica a largo plazo (mayor a 20
meses) (132), sin la presencia de marcadores de dafio en este 6rgano (16). Por otro lado, en
nuestro estudio, no se observaron diferencias en la capacidad antioxidante en el cerebro de
los roedores en ninguno de los grupos. En contraste estudios experimentales muestran que
el ADA durante 4 semanas aumenta los niveles de glutation, mejorando la alteracion de
memoria inducida por dieta alta en grasas en ratas (126). La actividad antioxidante en el
cerebro esta influenciada por la actividad metabdlica y mitocondrial de las neuronas, los
astrocitos y la via astrocitica Nrf2, los cuales son reguladores homeostaticos que modulan

la defensa antioxidante (133).

En nuestro estudio no observamos diferencias en la actividad antioxidante en el grupo de
AE+EV con respecto al grupo control, en contraste se ha evidenciado que el AE durante 1-
2 meses aumenta la capacidad antioxidante en cerebro (9,134) aunque los mecanismos aun

se desconocen.

El estrés oxidativo puede inducir la peroxidacion lipidica mediante el malondialdehido, un
marcador importante para evaluar la peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados, el cual
cuantificamos en este estudio mediante una técnica espectrofotométrica en donde
observamos que ninguno de los tratamientos de Al, AE, o su combinacion (AI+EV-EV)
ocasionan dafio oxidativo en cerebro, higado y musculo, sugiriendo que el Al durante ocho
meses protege del dafo oxidativo en estos tejidos. Investigaciones previas concuerdan con
lo observado en este trabajo, el Al durante siete semanas protege del dafio oxidativo en el
cerebro en ratas con demencia vascular inducida por cirugia (135). Notablemente, el efecto
de proteccion de dafio oxidativo se ha acompanado del mantenimiento de la funcion

cognitiva (135), o la mejoria en el aprendizaje y la memoria espacial (23). De igual manera,
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un entorno de AE disminuye los niveles de MDA y SOD, y reduce la expresion del factor
de necrosis tumoral-a. (TNF-a) en el cerebelo en ratas obesas con neuroinflamacion y estrés
oxidativo elevado (136). Aunque se ha sugerido que la evasion de la peroxidacion lipidica
en el cerebro mejora la funcidon cognitiva respecto a la memoria de reconocimiento en ratas
(29,126), en nuestro estudio no observamos una asociacion entre las variables de

aprendizaje y memoria espacial probablemente por la cantidad de animales en cada grupo.
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IX CONCLUSIONES

El tratamiento de AI+AE-EV durante 8§ meses en ratones adultos de mediana edad de la
cepa C57BL/6J en proceso de envejecimiento, mostrd una disminucién del comportamiento
de ansiedad. Ademas, en este grupo se observo un incremento en la capacidad antioxidante

en higado sin ocasionar dafio oxidativo en cerebro, higado y musculo.

El grupo de Al mejora el aprendizaje. También aumenta la capacidad antioxidante a nivel

hepatico y no causa dafio oxidativo en el organismo.

Finalmente, el grupo de AE-EV, mejora el aprendizaje y la memoria espacial. Ademas, no
aumenta la capacidad antioxidante y no genera dafio oxidativo en cerebro, higado y

musculo.
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X RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, las recomendaciones para futuras investigaciones
siguiendo con la misma linea de investigacion y cepa de ratones C57BL/6J, se sugiere

considerar la evaluacion de la combinacion de Al con el AE con los siguientes aspectos.
e Valorar el efecto de la terapia en ratones envejecidos (24 meses).

e Evaluar la combinacion de diferentes edades: desde la mediana edad (10 a 14 meses

de edad), hasta edades mas avanzadas con envejecimiento (18-24 meses de edad).

e Explorar otros instrumentos de medicion con mayor sensibilidad o afinar los
instrumentos de medicion modificando los puntos de corte para dos condiciones

conjuntas.

e Incluir una prueba especifica para valorar ansiedad, por ejemplo, mediante la prueba
de la caja de dos compartimientos en blanco-negro, el laberinto elevado en cruz y/o
la prueba del tablero con agujeros grupo control con niveles de ansiedad elevados o

con trastornos de ansiedad.
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XII ANEXOS

12.1 Reactivos

Tabla 5. Reactivos

Reactivos

Codigo de catalogo

Guantes de exploracion (100 pzas)

Biologix® 97-6111

Estuche de diseccion (con 13 piezas)

Luzeren® PRO1003200

Pipeta esterilizable en autoclave 20-200 pL
(BioPette Plus)

Labnet® P3960-200A

Pipeta esterilizable en autoclave 0.5-10 pL

(BioPette Plus)

Labnet® P3960-10A

Pipeta esterilizable en autoclave 100-1,000 pL
(BioPette Plus)

Labnet® P3960-100A

Puntas de pipeta empaquetadas a granel de

microvolumen 0,2-10 pL

Corning Incorporated® 4840

Puntas de pipeta empaquetadas a granel de Eppendorf® 0030073207
microvolumen 0,1-10 pL

Puntas de pipeta empaquetadas a granel de Kartell® 979
microvolumen 2-200 puL

Puntas de pipeta empaquetadas a granel de Kartell® 961

microvolumen universal 100-1000 pl

EtOH al 70%

Sigma-Aldrich® 1.00983

Cloruro de Sodio (solucion 0.9%) 500 ml

Pisa® CS-500 ml

Cajas de carton premium para congelador (5 pzas)

Biologix® 90-1200

Tubos para microcentrifuga 1.5 ml (500 tubos)

Biologix® 80-1500

Gradilla para tubos de microcentrifuga, 5 pzas (c/u

para 80 pozos)

Sigma-Aldrich® Z756482

Tubos Falcon de 50 ml

Sigma-Aldrich® CLS430828

Cloruro de sodio cristal

J.T. Baker® 3624-01

Fosfato de sodio dibasico, 8-hidrato cristal

J.T. Baker® 3824-01
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Cloruro de potasio cristal

J.T. Baker® 3040-01

Fosfato de sodio monobasico cristal

J.T. Baker® 3246-01

Kit de ensayo antioxidante (100 pruebas

Sigma-Aldrich® MAK334

colorimétricas)

Microplaca (96 pozos) Sigma-Aldrich® BR781782
Acido clorhidrico de 1 L J.T. Baker® 9535-02
Acido tiobarbitirico de 25 g Applichem® A4670
Acido tricloroacético Fermont® 03702

Butilhidroxitolueno (BHT)

Sigma-Aldrich® B1378

Metanol J.T.Baker® 9093-02
Sulfato de estreptomicina Fluka® 85884
2,4-dinitrofenilhidrazina 100 g Sigma-Aldrich® D199303

Acetato de etilo 99.8%

Sigma-Aldrich® 270989-1L

Etanol >99.5%

Sigma-Aldrich® 459836-1L

Clorhidrato de guanidina 500 g

Sigma-Aldrich® G4505

12.2 Preparacion de soluciones

A. Solucion PBS 10X

Para preparar 500 mL:
Pesar 40 g de NaCl
Pesar 1 g de KCl
Pesar 7.2 g de Na2HPO4
Pesar 1.2 de KH2PO4

Agregar agua desionizada y agitar hasta disolver

Primero se agrega el NaCl y después el resto de las soluciones

Aforar a 500 mL
Ajustar a pH 7.4
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Para preparar PBS 1X:

Tomar 100 mL de la solucion PBS 10X
Aforar a 1000 mL

B. Solucion TBA

Para preparar 5 mL:
Pesar 0.025 g de TBA
Pesar 0.8 g de TCA
100 uL de HCI concentrado
Se debe preparar al instante

Cuidar el volumen del TCA

C. Sulfato de estreptomicina 10 % p/v

Para preparar 1 mL:
Pesar 0.1 g de sulfato de estreptomicina
Disolver

Aforara 1 mL

D. Dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM)

Para preparar 12 mL:
Pesar 0.02377 g de DNPH
Agregar HC1 2.5 M y agitar hasta disolver
Aforara 12 mL

E. HC125M

Para preparar 100 mL de solucion:
Tomar 21.097 mL de HCI al 36.5%
Aforar a 100 mL
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F. Acido tricloroacético (TCA 20%)

Para preparar 25 mL:
Pesar 5 g de TCA
Disolver

Aforar a 25 mL

G. Solucion Butilhidroxitolueno (BHT)

Para preparar 1 mL:
Pesar 0.006 g de BHT
Tomar 1 ml de Metanol

Disolver

H. Solucion Clorhidrato de guanidina 6 M (GndCl)

Para preparar 17 mL:
Pesar 9.741 g de GndCl
Disolver

Aforara 17 mL

I. Solucion Acetato de etilo - Etanol (1:1)

Para preparar 100 mL:
Tomar 50 ml de acetato de etilo
Tomar 50 ml de etanol

Mezclar
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